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Résumeé

Cette étude a pour but d’évaluer la structure génétique des populations locales de blé dur pour
contribuer au développement de I’approche de conservation In Situ au Maroc. Trente quatre
populations locales de blé dur de la région d’Errachidia ont été analysées. Trois variétés de blé
dur (Cham 1, Marzak, Omrabia) et une variété de blé tendre (Saada) ont été utilisées comme ré-
férence dans cette étude. Cent trente trois microsatellites ont été étudiés, 25 microsatellites se
sont révélés polymorphes (18,7%). Douze microsatellites amorces ont été utilisées dans I’éva-
Iuation de la diversité génétique de toutes les populations. Les analyses montrent une faible di-
versité entre les différentes populations. La dissimilarité ainsi que le dendrogramme obtenus re-
groupent toutes les populations en un seul groupe ou métapopulation et les variétés utilisées
comme référence en un autre groupe. La faible diversité observée et le réarrangement de toutes
les populations en un groupe ou métapopulation peut étre le résultat d’une adaptation spéci-
figue & la région (sélection naturelle), d’une sélection par les agriculteurs de la région ou d’un
faible échange des semences avec les agriculteurs des autres régions.

Mots clés : Populations locales, blé dur, microsatellites, conservation In-Situ, diver-
sité génétique, Maroc.

Abstract

This study was carried to evaluate the genetic structure of durum wheat landrace populations in
order to contribute to the development of the In Situ conservation approach initiated in Mo-
rocco. These landraces are the outcome of natural selection and farmers manipulation. Thirty-
four durum wheat local populations were evaluated. Wheat microsatellites was used in the as-
sessment of the genetic diversity of these landraces. Three durum wheat varieties (Cham 1,
Marzak, and Omrabia) and one bread wheat variety were used as checks. One hundred and
thirty three wheat microsatellites were used, 25 microsatellites were polymorphs. Low diversity
has been detected among different populations. The dissimilarity and clustering analysis sho-
wed that all local populations were classified in one group or meta-population, and were diffe-
rent from the check varieties. This can be explained by specific adaptation of these populations
to Errachidia environment, strong farmers selection and low exchange of seed with farmers
Sfrom outside regions.

Key.words : durum wheat, /n Situ Conservation, microsatellites, genetic diversity,
local populations, Morocco.
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Introduction

Le Maroc est I’un des centres de diversité génétique de blé dur dans le monde. Ces ressources
ont €té utilisées pendant plusieurs années comme source génétique par les agriculteurs pour la
création des populations adaptées localement, et par les améliorateurs pour la création de nou-
velles variétés adaptées dans plusieurs régions agro-climatiques du monde. La domestication de
blé dur a engendré la création de plusieurs populations locales au Maroc et dans le nfonde (Man-
fred Heun et al., 1997). Plusieurs de ces populations sont encore cultivées par les petits agricul-
teurs des zones marginalisées. Elles constituent la source économique principale et fourragére
de ces zones. L’existence de plusieurs sites écologiques au Maroc a permis le maintien d’une
grande diversité génétique et la création de plusieurs populations locales de blé dur et d’orge ce
qui permet ce classer le Maroc comme un centre de biodiversité et un foyer de domestication de
ces especes (Molino-Cano J.L., et al., 1987).

Pendant les deux derniéres décennies, la sécheresse est devenue un phénomeéne fréquent voir
méme structurel. Ceci a entrainé la baisse de la production agricole et la perte de plusieurs res-
sources génétiques en particulier des populations anciennes de blé dur qui pourraient constituer
une source pour la création de nouvelles variétés. Pour développer un systéme de conservation
In Situ et assurer leur protection, une analyse de la variabilité génétique de ces populations est
nécessaire.

Plusieurs techniques moléculaires ont été utilisées dans I’évaluation des ressources génétiques.
Les techniques moléculaires, basées sur I’amplification par PCR ont beaucoup facilité ces
€tudes. La technique RAPD (Random Amplify Polymorphic DNA) a été utilisée depuis 1985
pour I’étude de la diversité génétique des plantes (Dawson et al., 1993 ; MacRoberts N et al.,
1999). La technique AFLP (Amplify Fragment Length Polymorphic DNA), découverte vers
1995 (Vos et al, 1995) a été utilisée pour I’étude de la diversité génétique de I’orge (Pakniyat et
al., 1997), du blé diploide (Chabane et al., 1999) et de plusieurs autres plantes. La technique de
microsatellites ou ‘simple séquence répétitive’ a été développée chez plusieurs espéces en par-
ticulier chez I’orge (Becker et al; 1995 ; Liu et al. 1996 ; Ramsay et al., 2000 ; Russell ct al.,
1995 ; 1997 ; Saghai Maroof et al., 1994 ; Struss et al., 1998) et le blé (Bryan et al., 1997 ; Rod-
der et al., 1995, 1998,). La technique microsatellite régénére des marqueurs de type codominant
ce qui la privilégie aux techniques RAPD et AFLP qui régénérent des marqueurs dominants.

L’objectif de cette étude est ’évaluation de la variabilité génétique des populations locales de
blé dur du Maroc afin de mieux orienter I’approche de la conservation In Situ conduite dans le
pays ; ceci par le maintien d’une variabilité génétique élevée et le développement d’un outil
pour la classification de ces mémes populations lors de la conservation Ex Situ dans la banque
de géne du Maroc.
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Matériel et méthodes

Matériel génétique

Les missions de collecte des populations locales de blé dur ont été basées sur les informations
fournies par la caractérisation socioéconomique et agro-écologique des sites ainsi que sur les
données monographiques de distribution des cultures et des villages. La région de Rich qui se
trouve dans la province d’Errachidia a été choisi pour la réalisation de cette collecte (Tableau 1).
La collecte 2 commencé en 1998/99, et s’est poursuivie jusqu’en 2000-2001. La collecte a été
réalisée sur la récolte de la semence 2 partir des plantes individuelles au champ avant la récolte
ou sur le prélévement d’échantillons a partir de semences en vrac de I’agriculteur apres la ré-
colte. Dans le premier cas, 30 2 100 pieds ont été prélevés individuellement et de manicre aléa-
toire dans le champ de collecte afin de couvrir la variabilité de la parcelle.

Ces populations ont été semées par épis ligne dans la station expérimentale de Marchouch pour
la multiplication de semences et pour les évaluations agro-morphologiques. Etant donné I’im-
possibilité d’analyser toutes les populations locales collectées, un échantillonnage représentatif
de la diversité dans chaque site a été réalisé (Tableau 1)

Tableau 1. Sites de collection des populations locales de blé dur collectées en 1998/99 et
1999/2000.

Province = Commune Village Nombre de populations  Code population
rurale collectées
Errachidia Rich Ait ben Yahia 10 1,2,3,4,5,6,7,8,16, 19
Tabia 3 9,17,24
Tigharmitine 5 10, 18, 27, 28,29
Tighaghort 2 30, 33
M’zizel Balit 3 11, 12, 14
Z. Sidi Boukil 2 13,34
Ouallal 3 15, 20, 31
M’zizel 1 23
Bouchifa 1 26
Gofoy 1 25
Tangout I 32
Ait Said 2 36,37
Ait Moussa | 105
Sidi Ayad Tadraklout 3 21,22,39
Guers Ait Ammar 2 35,38
Tallouline Chorfa 3 103

Extraction de 'ADN

Les populations ont €té semées sous serre. Les feuilles ont été prélevées a partir des plantules au
stade 3 feuilles, coupées et mises dans 1’azote liquide et stockées a -70°C. L’ADN a ét€ extrait
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a partir de ces feuilles en utilisant la technique CTAB décrite par Saghai-Maroof et al. (1984)
avec une légére modification. Un & 3g de matiére fraiche ont été broyés dans 1’azote liquide
au quel sont ajoutés 10 ml du tampon d’extraction [Tris 150mM, EDTA 15mM, NaCl 1,05M,
1,5% de CTAB, pH7.5] et 1% du Mercaptoethanol. L’extrait est mélangé légérement, puis mis &
65°C pendant 1 heure sous agitation, puis il est refroidi dans la glace pendant 5 minutes. 10 ml
du mélange chloroforme/alcool iso amylique (24:1) sont ajoutés puis laissés pendant 20 minutes
dans la glace sous agitation. L’extrait est centrifugé ensuite 4 5000 trs/mn pendant 30 minutes.
La phase aqueuse est récupérée, puis I' ADN est précipité avec 10 ml d’Isopropanol (vol/vol) en
mélangeant doucement. Le culot formé est récupéré puis lavé deux fois avec 1ml d’Ethanol
75%. 11 est dissout ensuite dans 300 u! de TEQ,1 (10mM Tris, 0,lmM EDTA, pH 7.5). Aprés
dissolution, I’ARN est digéré par 2 ul d’ARNase (10 pg/ul) pendant 30 minutes a 37°C. L’ ADN
est ensuite précipité par 2 volumes d’éthanol absolu froid et 0,25M de NaCl puis lavé deux fois
avec 1 ml d’éthanol 75%. 11 est séché ensuite, puis mis dans 300ul du TEO,! pour dissolution
toute la nuit 2 4°C sous légere agitation.

Réaction PCR

Cinq a 10 échantillons ont été utilisés pour analyser la variabilité génétique de chaque popula-
tion. 10ug d’ADN de chaque échantillon ont été utilisés pour faire un pool d’ADN de chaque
population. La réaction PCR a été réalisée dans un volume de 25 pl contenant 50 ng d’ADN de
chaque échantillon, 250 uM de chacune des deux amorces de microsatellite (Roder et al. ; 1998)
(tableau 2) marquées par un fluochrome CY5, 1X du tampon PCR contenant 2,5 M de Mg2+
fourni avec ’enzyme Taq DNA polymérase, 200 uM de chaque dNTP (dATP, dGTP, dCTP,
dTTP) et une unité de I’enzyme Taq DNA polymérase (Roche). Les programmes d’amplifica-
tion PCR étaient identiques pour toutes les amorces sauf la température d’hybridation de
I’amorce a I’ADN qui était fixée selon les conditions optimisées par Roder et al., {1998). Ce
programme est composé d’une étape de dénaturation initiale & 94°C pendant 4 minutes suivie de
35 cycles. Chaque cycle est composé d’une étape de dénaturation de 30 secondes a 94°C, d’une
étape d’hybridation de ’amorce a I’ADN de 30 secondes & une température de 50, 55 ou 60
selon I’amorce utilisée (tableau 2) et d’une étape d’extension de 60 secondes a 72°C. Ce pro-
gramme s’est terminé par une phase d’extension finale de 5 minutes a 72°C.

Analyse des produits d’amplification par le séquenceur ALF Express

Les produits d’amplification ont ét€ séparé€s sur gel acrylamide 6% [6% acrylamide/ bis-acryla-
mide (19 :1) ; 7 M d’urée ; IXTBE (100mM du Tris, 83mM d’acide borique, ImM EDTA), pH
8,3 ;0,333% d’ Ammonium persulfate 10% ; 0,033% du Temed] en conditions dénaturantes par
le séquenceur ALF Express selon les protocoles décrits par Pharmacia. 2,5 pyl du tampon de
dép6t (5 mg du Bleu dextrane 1 mi de formamide) contenant 50 ng du marqueur de taille, ont été
ajoutés a 2,5ul1 du produit de réaction PCR, puis dénaturés 4 94°C pendant 3 minutes. L.a migra-
tion se fait en condition dénaturante (55°C, 900V, 45 mA et 35 Watt) dans le tampon 1XTBE.

Analyse des données

Aprés analyse des produits d’amplification, les marqueurs polymorphes ont été notés présent
(1) ou absent (0) pour chaque population. L’analyse de la matrice des données pour le calcul de
la matrice des distances génétiques et le dendrogramme a été réalisée par le programme statis-
tique NTSYS version 2.00 (1997). La matrice de dissimilarité a été obtenue par la méthode
SIMGEND. Le dendrogramme a été construit par 1’analyse UPGMA en utilisant {a méthode
SAHN (Sneath and Sokal 1973).
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Résultats

Pour I’étude de la diversité génétique des populations locales de blé dur du Maroc, la technique
de microsatellites a été appliquée en utilisant les amorces développées pour les microsatellites
du blé XWMG (Roder et al., 1998). Les produits d’amplifications ont été analysés par le sé-
quenceur ALF Express (fig. 1). Trente quatre populations locales de blé dur ont été analysées en
utilisant comme référence 3 variétés de blé dur (Cham1 qui présente une large adaptation dans
toute la zone méditerranéenne, Marzak variété ancienne et qui est aussi adaptée aux zones
arides et semi-arides et Oum Rabia 5 ou Cham5 une nouvelle variété sélectionnée en Syrie), et
une variété de blé tendre Saada sélectionnée au Maroc.

M SmO0 B2 IADATEI A AS ST AR AT IO B KA SR SE ST SE IO M

Au total, 133 amorces microsatellites de blé ont été testées (tableau 2) ; 35 se sont révélés poly-
morphes (26,3%) mais seulement 25 ont régénéré des marqueurs correspondant aux vrais mi-
crosatellites (18,8%). Treize amorces microsatellites Xwmg de blé ont €té utilisées pour I’ana-
lyse de la variabilité génétique des populations locales de blé dur (tableau 3). Au total 67 Alleles
ont €€ obtenus. Le nombre des marqueurs polymorphes obtenus par les amorces microsatellites
varie entre 1 et 10 avec un maximum de 10 pour I’amorce du microsatellite Xgwm 443 (ta-
bleau3). Une moyenne de 5 allgles est notée.
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Tableau 3 : Amorces de microsatellites de blé utilisées dans I’analyse de la variabilité géné-
tique de toutes les populations locales de blé dur.

Locus Nombre d’all¢les
Xgwm71.1.2-2A-3D 5
Xgwm88-6B
Xgwm99-1A
Xgwm219-6B
Xgwml130-7A
Xgwml31-1B
Xgwml132-6B
Xgwml33-6B
Xgwm165-4A-4B-4D
Xgwml92-5D
Xgwmd43-5B
Xgwm526-2B
Xgwm611-7B

O 00 NN R W N~
WA O = O~ N

Pkt
w N - O
o U =

(=4

L’analyse des données a été réalisée pour tous les génotypes; la valeur moyenne de dissimilarité
a été calculée en se basant sur la matrice des données obtenues par les amorces de microsatel-
lites en utilisant 1a méthode SIMGEND du programme NTSYS (Tableau 4). Le dendrogramme
a été construit en utilisant la méthode UPGM (fig. 2). Ce dendrogramme présente une discrimi-
nation de 26 populations et des quatre génotypes témoins (3 génotypes de blé dur et la variété de
blé tendre). L analyse de ce dendrogramme montre que la majorité des populations locales sont
groupées dans le méme groupe et constituent une méta-population. Par contre, les génotypes
utilisés comme référence sont regroupés dans un autre groupe. Deux groupes majeurs peuvent
étre distingués 2 une distance génétique 0,062 cM. Le premier groupe comprend les 3 génotypes
du bié dur utilisés comme référence et la population locale P23. Le second groupe comprend 2
sous-groupes qui se distinguent  une distance génétique de 0,042 M. Le premier sous-groupe
comprend les populations P19, P43 et P22, alors que le deuxiéme sous-groupe comprend la ma-
jorité des populations restantes (P20, P21, P53, P53, P33, P55, P39, P49, P30, P31, P38, P32,
P44, PS8, P56, P57, P29, P47, P48, P34, P36, P37 et P27). La variété Saada de blé tendre se dis-
tingue de toutes les populations et des variétés de bi¢ dur.
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Discussion

Les céréales sont les premiéres plantes domestiquées dans le monde il y a plus de 10000 ans. De
nombreux foyers de domestication ont été localisés dans les pays du croissant fertile, I'Iran, le
Maroc, I’Ethiopie et ’'Egypte (Manfred Heun et al., 1997). Ce processus de domestication dé-
pend du matériel génétique présent dans les populations sauvages. Chez les populations sau-
vages de blé dur, une grande variabilité génétique existe. Cette variation génétique a permis la
création de nombreuses populations adaptées a des environnements spécifiques (Ellis R.P., et
al., 2000). Le Maroc a été classé comme centre de biodiversité et foyer de domestication de bié
dur et de Porge (Molino-Cano J.L., et al., 1987) grice a I’existence de plusieurs sites écolo-
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giques. Ces foyers de domestication sont responsables de la création de populations locales
adaptées.

L’étude de la biodiversité par les microsatellites a concerné uniquement le site d’Errachidia.
Une faible diversité génétique a été observée. La faible diversité observée chez le blé dur peut
étre due a une perte des alléles causée par I’environnement stressant dominant dans le site Erra-
chidia (Ivandic V., et al., 2000 ; Nevo et al., 1997). En effet, des études similaires réalisées sur
des populations d’orge en utilisant des microsatellites ont montrées que 40 % des alléles d’orge
sauvage ont €té perdues chez I’orge domestiquée, ceci montre I’impact de la sélection naturelle
due a I’environnement. Ce processus de sélection peut s’intensifier par la sélection pratiquée par
les agriculteurs.

Les populations locales de blé dur collectées dans la région Errachidia ont été regroupées en un
seul groupe ou méta-population alors que les variétés améliorées Marzak, Cham1 et Oum rabia,
utilisées comme témoins ont été regroupées dans un autre groupe. Cette différence génétique
observée entre les populations locales et les variétés témoins peut &tre due a une adaptation
agro-ecologique. Les populations locales de blé dur ont été collectées dans la région Errachidia
alors que les variétés Cham1 et Oum Rabia a été sélectionnée en Syrie. Les populations locales
de blé dur présentent donc une adaptation spécifique  la zone d’Errachidia par contre les varié-
té€s témoins de blé€ dur présentent une large adaptation. Cham 1, Oum Rabia sont trés similaires
car elles sont apparentées. En effet, Cham| a été utilisée comme parent pour la création d’Oum
Rabia qui est aussi appelée Cham 5. Marzak et Chaml sont deux génotypes sélectionnés respec-
tivement au Maroc et la Syrie ; Ce qui peut expliquer la variabilité génétique élevée entre les
deux génotypes. La variété Saada qui est un blé tendre se distingue bien de tous les génotypes
de blé dur.

La faible variabilité génétique observée entre les populations locales du blé dur peut étre expli-
quée par une sélection naturelle exercée sur plusieurs années et une sélection pratiquée par les
agriculteurs de la région. En effet, la sélection naturelle, due généralement aux aléas climatiques
et aux stress de P’environnement, entraine la création d’un germoplasme adapté et par consé-
quent une diminution de la variabilité génétique par disparition des génotypes non adaptés. Ce
phénomene s’accentue chez les espéces autogames ol la pollinisation croisée est faible par rap-
port aux especes allogames ol la pollinisation croisée est obligatoire. Chez le bié dur, la pollini-
sation croisée est de I’ordre de 0 4 0,06% (Enjalbert et al., 2000), ce qui a pour effet un apport
faible des génes extérieurs et par conséquent une chute de la variabilité génétique et la création
de populations génétiquement proches ou méta-populations. Ce processus de sélection naturelle
peut s accentuer par une sélection pratiquée par les agriculteurs de la région. En effet, le blé dur
étant apprécié pour la qualité de ses produits (couscous, pain, galette, ...), sa sélection est géné-
ralement pratiquée sur la base de certains critéres associés i la bonne qualité de ces produits
comme la grosseur et la couleur de la graine et la couleur de la semoule qui sont pratiqués de la
méme maniére par toute la communauté de la région.

La faible diversité génétique entre les populations locales de blé dur peut aussi étre expliquée
par un faible échange de semence entre les agriculteurs de la région d’Errachidia et les agricul-
teurs des autres régions. Elle peut aussi étre due 2 une faible variation climatique de cette zone
et une adaptation spécifique due 2 une sélection naturelle réalisée sur plusieurs années. Cette
adaptation est due 2 la création d’un pool de géne qui constitue par la suite la richesse du ger-
moplasme.
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La création d’un germoplasme locale adapté a permis d’assurer la productivité dans cet environ-
nement bien qu’il y ait eu des fluctuations climatiques lors des deux derniéres décennies. La
conservation et la protection de ce germoplasme est d’une grande importance pour I’amélioration
des ressources génétiques et I’augmentation de la productivité ce qui a pour conséquence le dé-
veloppement de I’économie du pays (Anthony H.D., et al., 1999 ; David Hoisington et al., 1999).

Pour bien encourager la conservation de ce germoplasme, une sélection basée sur des outils
fiables doit &tre mise en place pour pouvoir suivre son évolution et alléger sa manipulation en éli-
minant les génotypes dupliqués ou moins importants. L'utilisation des critéres morphologiques
ainsi que protéique a montré ces limites dans I’étude de la variabilité génétique de plusieurs es-
péces, A I'inverse des techniques moléculaires en particulier la technique des microsatellites
(Foster B.P ., et al., 2000) qui ont permis d’évaluer les populations locales a 1’abri de toutes les
fluctusdiions environnantes et qui entrainent I’ apparition des phénotypes ou pool de protéines dif-
férents. Les microsatellites utilisés sont des marqueurs codominants, stables et faciles a utiliser,
mieux que les marqueurs RFLP. Se sont des marqueurs spécifiques et peuvent étre utilisés
comme marqueurs pour 1’étiquetage moléculaire et comme marqueurs associés a des facteurs gé-
nétiques, écologiques (Youchum LI, et al., 2000) et édaphiques. L’ utilisation de ia technique mi-
crosatellites peut renforcer 1’approche de Ia conservation In-Sirue visant le maintien de la diver-
sité génétique et I’empéchement de la perte du germoplasme (Enjalbert I, et al., 1998).
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