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Résumé 

La gestion et la préservation des formations steppiques à base d’Acacias sahariens (Acacia tortilis 

subsp raddiana) nécessitent au préalable une évaluation et une caractérisation de leur variabilité. Cette 

approche se base sur des études pluridisciplinaires faisant appel à l’analyse de la diversité des 

caractères adaptatifs (caractères agro-morphologiques) et neutres (marqueurs génétiques). Dans ce 

contexte, la présente étude vise à explorer à l’aide de marqueurs agro-morphométriques et 

moléculaires, la variabilité génétique des Acacias sahariens du Maroc. Cette étude a été menée en trois 

parties : i) Variabilité de la germination des graines collectées sur six provenances par l’utilisation de 

trois traitements (mécanique, chimique et thermique) avec un suivi de la cinétique de croissance au 

stade plantule. ii) Variabilité de neuf caractères morpho-métriques liés aux fruits (gousses) par une 

étude comparative au niveau des descendances (familles de demi-frères), des provenances (Agdz, 

N’Koub, Tazarine, Mcissi, Tata, Tissint, Foum Zguid, Guelmim, Msied et Assa) et des saisons (deux 

années d’étude). iii) la troisième partie a porté sur la cytogénétique et la diversité génétique révélée 

par des marqueurs moléculaires (microsatellites SSR) au sein de six provenances.  

Les résultats obtenus ont montré que l’inhibition de la germination est d’origine tégumentaire, et par 

suite sa levée par un traitement physique ou chimique s’est avérée efficace pour augmenter le taux et 

la vitesse de germination. Le facteur provenance est très hautement significatif. Les plants sous-serre 

ont adopté la même cinétique de croissance durant le premier mois, ensuite elle a considérablement 

changé, ainsi on trouve que les provenances Foum Zguid & Mcissi sont les plus performantes au 6
ème

 

mois avec 157 & 116 épines et 155 & 140 feuilles respectivement. 

L’étude de la variabilité morpho-métrique a montré l’existence de six formes de base, avec une nette 

dominance de la forme arquée. Durant les deux années d’étude (2009 et 2010), Tazarine, N’koub et 

Tissint ont présenté les valeurs moyennes les plus élevées pour la majorité des caractères étudiés, 

indiquant ainsi l’importance du facteur provenance. D’après les analyses de variance et leur 

décomposition, et selon les caractères biométriques étudiés, on peut opter dans la stratégie de gestion 

des ressources des Acacias sahariens soit pour le facteur arbre (i.e., poids de la gousse, poids de 100 

graines) ou provenance (i.e., Longueur de la gousse, nombre de graines par gousse et nombre de 

graines infestées par gousse). 

L’étude cytogénétique moyennant différentes techniques de coloration avec et sans fluorescence a 

montré l’existence de la polyploïdie : octaploïdes (2n=8x=104). Dans un second lieu, la technique 

d’hybridation fluorescente in situ (FISH) avec double étiquetage a été utilisée pour tester à un niveau 

ponctuel quelques anomalies intrachromosomiques,  

L’étude de la diversité génétique a été réalisée à l’aide de marqueurs microsatellites développés à 

partir de séquences codantes chez Acacia mangium et Acacia auriculiformis. L’analyse bio-

informatique a permis de retenir 11 marqueurs dont quatre se sont révélés polymorphes avec 15 allèles 

au total. Ainsi, 50 haplotypes ont pu être identifiés. La diversité intraprovenance est très importante, 

elle est de l’ordre de 0,432 sous l’hypothèse de Hardy Weinberg. La variation intraprovenance 

représente 96  % de la variation totale (test AMOVA). La différenciation génétique interprovenances 

(GST=0,03) est très faible ce qui reflète le niveau élevé du brassage génique entre les peuplements. De 

plus, le test de Mantel a montré une divergence entre la distance génétique et la distance géographique 

(r = -0,06) ce qui traduit son indépendance de sa répartition spatiale.  

L’ensemble des résultats obtenus apporte des informations et des connaissances de base sur le 

patrimoine marocain à base des ressources d’Acacia tortilis subsp raddiana. Nous suggérons ainsi une 

investigation plus approfondie en matière de recherche, pour bien mettre en valeur cette espèce qui 

joue un rôle de barrière contre la désertification et une ressource multiusage pour les nomades 

sahariens. 

Mots clés : Acacia tortilis (subsp) raddiana – provenance – variabilité – pouvoir germinatif - gousses- 

cytogénétique - marqueurs microsatellites 
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Abstract  

Management and conservation of the Saharan Acacias (Acacia tortilis subsp raddiana) steppe 

formations require a prior multidisciplinary study in order to characterize this species via 

different approaches based on the diversity of adaptive traits (agro-morphological characters) and 

neutral genetic markers. The objective is to study the variability and genetic diversity of Acacia 

tortilis subsp raddiana using morpho-metric and molecular markers. The objective of this study 

was three fold: i) variability of seed germination from individuals sampled at six locations 

collected through the use of three treatments (mechanical, chemical and thermal) to monitor the 

growth kinetics in the seedling seed stage. ii) Variability of nine morpho-metric traits of the fruit 

(pods) in a comparative study including progenies (half-sib families), locations (Agdz N'Koub, 

Tazarine Mcissi, Tata Tissint, Foum Zguid, Guelmim Msied and Assa) and seasons (two year 

study). iii) The third part focused on the cytogenetic and genetic diversity based on molecular 

microsatellites markers. 

The results show that the inhibition of germination has cutaneous origin, and consequently, its lift 

by physical or chemical treatment increased the rate and speed of germination. The location 

factor is highly significant. Plants in greenhouses had the same growth kinetics during the first 

month, and then changed dramatically. We find that individuals from Foum Zguid & Mcissi are 

the best in the sixth month with thorns 157 & 116 and 155 & 140 sheets respectively. The 

morpho-metric variability showed the existence of six basic shapes, with a clear dominance of the 

arcuate shape. During the two years of study (2009 and 2010), Tazarine N'koub Tissint presented 

the highest mean values for most traits studied, indicating the importance of the location factor. 

According to analyses of variance and their decomposition, and based on biometric 

characteristics, the strategy of resource management for Acacias Saharan can either be based on 

the tree factor (ie, weight of the pod, weight of 100 seeds) or on the location factor (ie, length of 

the pod, number of seeds per pod and number of infected seeds per pod). 

The cytogenetic study with and without fluorescence staining showed the existence of polyploidy: 

octaploid (2n = 8x = 104). For the latter, the fluorescent in situ hybridization (FISH) technique 

with dual labeling was used to test for intrachromosomal anomalies. 

The study of genetic diversity was performed using microsatellite markers developed from coding 

sequences in Acacia mangium and Acacia auriculiformis. The bioinformatics analyses allowed us 

retaining 11 markers of which four were found to be polymorphic with 15 alleles in total. 50 

haplotypes were identified. The diversity within provenance was very important, in the order of 

0.432 under the assumption of Hardy Weinberg. The intraprovenance variance represents 96  % 

of the total variance (AMOVA test). Inter-provenance genetic differentiation (GST = 0.03) was 

very low, which reflects the high level of genetic mixing between provenances. In addition, the 

Mantel test showed a discrepancy between the genetic distance and geographic distance (r = -

0.06), which reflects its independence from its spatial distribution. 

The overall results provide genetic and evolutionary information on Moroccan Acacia tortilis 

subsp raddiana, We suggest further exhaustive investigation since many view this species as a 

barrier against desertification and a multipurpose resource for Saharan nomads. 

Keywords: Acacia tortilis (subsp) raddiana - from - variability - Cytogenetics - microsatellite 

markers 
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Introduction 

Grâce à sa position géographique privilégiée, entre la Méditerranée au Nord, 

l’Océan Atlantique à l’Ouest et le Sahara au Sud, et grâce à la diversité de son relief et de 

ses conditions bioclimatiques, le Maroc présente une grande diversité bioécologique et 

une gamme très importante de milieux naturels. Le domaine forestier marocain s’étend 

sur une superficie d’environ 9 millions d’hectares, dont 4,5 millions d’hectares de forêts 

et de matorrals, 3 millions d’hectares de nappes alfatières, 1 million d’hectares d’Acacia 

sahariens et 0,5 million d’hectares de reboisement (HCEFLCD 2012). Chaque année, le 

Maroc produit 30 à 40 millions de plants destinés aux plantations forestières (HCEFLCD 

2012), en termes de lutte contre la désertification. Malgré les faibles taux de boisement 9  

%, soit un taux inférieur à l’optimum qui se situe entre 15 et 20  % (Bijaber et al., 2005) 

et 5,8  % de boisement artificiel (Birouk et al., 1996), tant par rapport à l’étendue du 

territoire national qu’en terme de leur densité, ils constituent un rempart important et 

efficace contre la désertification, les formations d’Arganiers et d’Acacia constituent les 

premières barrières de lutte contre l’érosion éolienne et l’ensablement qui menacent le 

pays par le sud. La diversité naturelle du paysage marocain a rapidement suscité l'intérêt 

des chercheurs nationaux et étrangers. Les espèces fourragères et pastorales en 

représentent un bon exemple. Plusieurs variétés fourragères ont été sélectionnées à partir 

de matériel végétal collecté au Maroc telles que la luzerne (Medicago sativa L.) et le 

trèfle souterrain Trifolium subterranum (Birouk et al., 1989  ; Al Faiz 1999) et sont 

commercialement exploitées à l'étranger (Saidi et al., 2007). Parmi les caractères 

recherchés figurent la dormance estivale, la croissance hivernale, la résistance aux 

maladies et la dureté des graines chez les légumineuses. Malheureusement, cette diversité 

a connu ces dernières années un important déclin. La succession des périodes de 

sécheresse, combinées à une forte activité anthropique, a entraîné une perte remarquable 

de cette diversité en particulier dans les zones arides et sahariennes. La strate arborée a 

été particulièrement touchée à cause d'une demande croissante en bois de feu, fourrage et 

produits dérivés. Parmi les taxons affectés, on trouve Acacia tortilis subsp raddiana arbre 

multiusage « ethno-agro-sylvo-pastoral » et d’un grand intérêt écologique en raison de sa 

participation à la stabilisation et la fertilisation des sols. 
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I. Répartition géographique et intérêt de l'espèce 

I.1. Origine 

Le genre Acacia compte un nombre d’espèces relativement élevé estimé à 1200 

dont 700 sont endémiques à l'Australie (Guinet et al., 1978). Appartenant à la famille des 

Mimosacées, son pollen a été retrouvé dans des sédiments paléocènes. Les analyses 

polliniques, réalisées dans l'oasis de Kourkoiir (Égypte), datées du Pliocène supérieur, 

ont montré des traces de pollens indiquant la présence de taxons tropicaux avec un 

pourcentage de 20  %. Les taxons dominants mis en évidence sont : 63  % Acacia tortilis 

spp. raddiana et spp. spirocarpa, 3,1 % Acacia etbaica, 5,1  % Hyphaene, 1,6  % 

Celastrales, 1,6  % Olea et Oleaceae et 0,9 Capparidaceae (J.Maley 1980  ; Maley 1980) 

Au Maroc, des études de pollens et de bois fossiles trouvés à la base du 

Moghrébien ont été réalisées par Ballouche et Thinon. Ces auteurs concluent après une 

analyse du bassin de Tarfaya que la végétation locale « sur la bande côtière devait être 

très proche de l'actuelle » tandis qu'à l'intérieur se développait une steppe à Acacia tortilis 

subsp raddiana (Barathon 1999), les ancêtres directs des Acacias tortilis subsp raddiana 

actuels proviendraient du Moghrébien.  

I.2. Répartition géographique  

Les espèces du genre Acacia couvrent des aires géographiques très diversifiées 

comprenant l'Afrique, l'Australie, l’Asie et l'Amérique (Guinet et al. 1978). Cependant, 

Acacia tortilis reste une espèce spécifique des régions arides et sahariennes (Grouzis et 

al., 2003a). Ainsi, on la trouve dans : 

 Nord du Sahara : Maroc, Algérie, Tunisie, Libye et Égypte. 

 Sud du Sahara : Toute la zone Sahélo-Soudanaise, notamment dans 

la Mauritanie, le Sénégal, le Mali, le Niger, le Burkina, le Tchad, et le Soudan.  

 Zone tropicale humide (Nigeria, Cameroun), l’arbre s’étend jusqu’à 

la République Centrafricaine (Grouzis et al. 2003a) 

 Moyen-Orient : Arabie Saoudite, Yémen (Vesey-Fitzgerald 1955). 
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Au Maroc, trois espèces d’Acacia se développent spontanément : Acacia 

gummifera, Acacia tortilis subsp raddiana et Acacia ehrenbergiana. Acacia gummifera 

« gommier du Maroc » est un arbre endémique du Maroc, on le trouve sur les marges 

septentrionales du Sahara, mais surtout plus au nord dans l’aire de l’arganier et dans le 

Haouz. Acacia tortilis subsp raddiana et Acacia ehrenbergiana sont typiquement 

sahariens. Ce sont les arbres les plus communs et les plus utiles. On estime leur superficie 

à 1.011.000 ha (Mhirit et al., 1999), mais la densité moyenne des peuplements est très 

faible. Leur aire s’étend sur toutes les régions sahariennes au sud des Atlas depuis 

Lagouira jusqu’à Rissani. Les populations riveraines distinguent facilement les deux 

arbres et chacune porte son propre nom vernaculaire, « talh el horr » ou « Amrad » pour 

la première et « tahlat » ou « tamat » pour la seconde. Acacia tortilis subsp raddiana est 

l’arbre le plus répandu et le plus commun dans le Sahara Marocain. Il est le symbole du 

désert en Afrique du Nord (Mhirit et al. 1999) 

I.3. Intérêt économique et écologique d’Acacia tortilis (subsp) 

raddiana 

Étant donné qu’Acacia tortilis se développe dans des régions sahariennes 

caractérisées par un couvert végétal limité, il est devenu la source de plusieurs usages, 

d’autant plus que toutes les parties du végétal sont utilisables. Les feuilles, les gousses, 

les jeunes rameaux et même les épines sont très appréciés particulièrement par les 

chèvres et les dromadaires. L’arbre sert de fourrage ligneux là où les herbacés ne se 

développent que périodiquement ou sont carrément absents (Grouzis et al. 2003a). Il 

assure également l'ombre aux nomades et un excellent bois de feu et de charbon, grâce à 

son important pouvoir calorifique. Acacia tortilis subsp raddiana participe à 

l’amélioration de la qualité des sols par sa capacité à fixer l’azote atmosphérique 

(Dommergues 1995  ; Labidi et al., 2007  ; Abdallah et al., 2008  ; Abdallah et al., 

2012 b). L’arbre nodule et fixe l’azote atmosphérique grâce à une association 

symbiotique avec une bactérie du genre Rhizobium (Zerhari et al., 2000  ; Shetta et al., 

2011  ; Fterich et al., 2012a). 
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Il a été démontré que le taxon contient 19  % de protéines, 2,5  % de graisses, 46,5  

% de carbohydrates, 5,1  % de minéraux, et 20,1  % de fibres brutes (Roodt 1998). Les 

feuilles contiennent des glucosides. Le taxon possède de nombreuses propriétés 

médicinales. La population locale l’utilise pour de nombreux traitements. Il est utilisé 

pour traiter la diarrhée, l'asthme, les maladies pulmonaires et comme anthelminthiques 

(Centre for Mediterranean Cooperation 2005). 

II. Spécificité du milieu saharien au Maroc 

Les écosystèmes à Acacia tortilis subsp raddiana au Maroc, appartiennent à l'étage 

bioclimatique saharien, caractérisé par la faiblesse de ses précipitations, de l’ordre de 100 

mm par an, avec dix à douze mois secs par an et des températures annuelles maximales 

qui peuvent atteindre 50  °C (Birouk et al. 1996). Des formations sont rencontrées dans le 

bassin de moyen et bas Dra. 

Le moyen Dra couvre une grande partie des provinces d’Ouarzazate et Zagora. Son 

climat est très aride. Il est caractérisé par des hivers âpres (-7  °C et -1  °C) et des étés 

chauds (40  °C). Il compte un nombre de jours de pluie variant entre 30 et 40 jours par an. 

L'évaporation est importante, de l'ordre de 2000 à 3000 mm/an (Ministère de l'Energie 

2012). La population de ce sous bassin s’élève à 643.420 habitants dont 80  % en milieu 

rural, concentrée dans les périmètres irrigués.  

Le bas Dra renferme les provinces de Tata, Assa-Zag et Tantan. Il est très peu 

peuplé : 277.110 habitants dont 50  % en milieu rural concentré dans les « foums » 

(gorges étroites) et dans les hautes vallées étroites du versant Sud de l'Anti Atlas. Les 

principaux affluents de l'oued Dra dans cette zone sont issus de l'Anti-Atlas à travers les 

Foums qui sont séparés par les Feijas, une sorte de plaines du quaternaire à substratum 

schisteux. Ces « Feijas » renferment des aquifères qui sont exploités au débouché des 

Foums, pour l'irrigation des palmeraies. Il est caractérisé par un climat très aride, de 

genre saharien avec des étés chauds (44  °C à Tata). La pluviométrie moyenne est de 

80 mm à la sortie des foums et 90 mm à Tata. Le nombre de jours de pluie est très réduit 

(10 jours par an). L'agriculture de type traditionnel et l’élevage constituent les principales 
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activités dans le secteur. Cependant, l’apparition, ces dernières années, d'une agriculture 

moderne basée sur le pompage (aspiration) dans la nappe de certains foums notamment à 

Foum Zguid, a conduit à l'assèchement des khettaras traditionnelles et à la surexploitation 

de la nappe. Dans la basse vallée de l'oued Dra, l'occupation capitale est le nomadisme 

pastoral. Le long des lits d’oueds et sur leurs terrasses (Ministère de l'Energie 2012), les 

cultures pratiquées visent principalement les céréales  

Au moyen Dra, les phénomènes de salure des sols sont assez abondants et amplifiés 

par les systèmes d'irrigation, particulièrement dans la région d’Errachidia et Taffilalt. Les 

sols halomorphes (sols salés = sols sodiques) que l'on rencontre aussi dans les basses 

vallées et les estuaires des oueds littoraux sont liés à une forte évapotranspiration 

combinée aux faibles précipitations et à la présence de dépôt géologique salifère (Aubert 

1976). Les sols halomorphes sont caractérisés par leur teneur élevée en sels solubles, qui 

limitent la croissance de la végétation dans le temps et dans l'espace, au point de la faire 

disparaitre en laissant des sols nus ou parfois recouverts d'un simple voile organique 

(Aubert 1976). 

L’aire d’Acacia au Maroc est caractérisée par des sols minéraux bruts qui se 

développent sur les différentes structures géomorphologiques sahariennes (regs des 

piémonts et des hamadas, ergs et dunes isolées des plaines et vallées) (Roose et al., 

2011). 

III. Position systématique 

Le genre Acacia regroupe environ 1200 espèces (Guinet et al. 1978). Dans ce 

taxon, la délimitation et la subdivision des groupes sont très difficiles vu la variation 

continue de ces caractères. La première classification de ce groupe fut proposée en 1864 

par Bentham qui fait état d'un genre Acacia divisé en 11 séries. Onze ans plus tard, 

Bentham (1875) a proposé une nouvelle classification qui divise le genre Acacia en 6 

séries (Ducousso et al., 1991). Par la suite, Vassal a présenté une nouvelle classification 

qui subdivise le genre Acacia en trois sous genres, Heterophyllum, Aculeiferum et Acacia 

(Guinet et al. 1978). La dernière classification, proposée par Pedley (1986) (Pedley 
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1986), divise la tribu des Acacieae en trois genres schématiquement représentant les trois 

sous genres précédemment décrits par Vassal  ; Acacia Miller (= sous genre Acacia), 

Senegalia Raf (sous genre Aculeiferum), et Racosperma (= sous genre Heterophyllum). 

Cette dernière classification est très peu adoptée (B. R. Maslin et al., 2003). Les premiers 

résultats de la phylogénétique moléculaire ont suggéré la nécessité de réviser et de 

compléter la systématique actuelle de ce taxon Fig.1 (Bouchenak-Khelladi et al., 2010). 

Ceci a conduit à la subdivision du taxon en 5 genres avec l'utilisation de nouveaux noms 

génériques pour Acacia sensu lato : Acacia Sensu stricto, Vachellia, Senegalia, Acaciella 

et Mariosousa (Bouchenak-Khelladi et al. 2010).  

En 2011, une session de nomenclature du genre Acacia a été organisée en Australie 

(session de nomenclature Melbourne) (Pennington 2012). Lors de cette session, il a été 

décidé de réserver le nom d'Acacia s.l au sous-genre Phyllodineae qui est typiquement 

Australien, et Vachellia au sous-genre Acacia qui comprend des espèces appartenant à 

l'Afrique, l’Amérique et l’Asie.  

Dans cette étude, nous avons adopté la nomenclature proposée par Vassal (1972) : 

Acacia tortilis ssp. raddiana (Savi) Brenan 

 Subsp. Raddiana avec deux variétés : 

o var. Raddiana 

o var. Pubescens 

 Subsp. Spirocarpa avec deux variétés : 

o var spirocarpa 

o var. crinita 

 Subsp. Heteracantha 

 Subsp. tortilis 
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Fig.1. Classification de la tribu Acacieae (Bouchenak-Khelladi et al. 2010) 

(Chronogramme des analyses de BEAST montrant la reconstruction de l’état ancestral en 

utilisant le maximum de vraisemblance et le modèle dispersion-extinction-cladogenèse en 

utilisant LAGRANGE v2.0. Les cercles noirs représentent des habitats fermés ou boisés, 

et les cercles blancs des environnements ouverts. AF : Afrique, AM : Amériques, AS : 

Asie et de l'UA : l'Australie) 
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IV. Botanique et description d'Acacia tortilis subsp raddiana 

Acacia tortilis subsp Raddiana est un arbre qui peut atteindre une hauteur de 18 m 

(Fig 2), à cime large et plate et à tronc pouvant atteindre un mètre de diamètre (FAO 

1983). Les feuilles alternes sont de type composé bipenné. Elles sont formées d’un rachis, 

qui porte 5 à 15 paires de folioles. À la base du pétiole de longueur de 10 à 15 mm, deux 

stipule épineuses blanchâtres connées se présentent, glabres et divariquées longues de 2 à 

4 cm (Maire 1987). L’inflorescence est un glomérule coloré d'un blanc crème, de 4 à 

10 mm de diamètre (Fig.3). Elles sont disposées au sommet d’un pédoncule long de 15 à 

30 mm. Ces pédoncules peuvent être groupés par 2 ou 3, à l’aisselle des feuilles. Les 

fleurs sont pentamères, sessiles et peu odorantes. Le fruit est une gousse comprimée d’un 

polymorphisme spectaculaire avec au moins six classes (El Ayadi et al., 2012) de 10 à 

15 cm de long et 5 mm de large, verte au stade juvénile et brun à brun clair à maturité. 

Elle contient jusqu’à 12 graines ovales, brunes, lisses et plus ou moins luisantes. Le 

système racinaire est de type pivotant et bien développé, ce qui permet à l’arbre 

d'atteindre des couches de sol profondes (Maire 1987  ; Fennane et al., 2007 ) 

 

Fig.2. Aspect général d’un exemplaire d'Acacia tortilis subsp raddiana au sud 

du Maroc (photos F. Msanda & A. El Mousadik) 
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Fig.3. a : d’une jeune feuille, b : feuilles âgées stipulées, c : l’inflorescence 

(glomérule), d : fruit (gousse), e : de la gomme d'Acacia tortilis subsp raddiana 

(photos F. Msanda & A. El Mousadik) 
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V. Problématique et objectifs de l'étude 

L’aire d’Acacia tortilis subsp raddiana au Maroc se caractérise par un climat 

contrasté, caractérisé par une grande variabilité des précipitations et par une hyperaridité 

marquée par de faibles pluies, de l’ordre de 100 mm, avec un caractère orageux, 

favorisant le ruissellement et l'érosion sur des zones préalablement très dégradées. La 

sécheresse de l'été est encore plus aggravée par les hautes températures dues à la 

continentalité (Msanda 2004). Dans ce secteur, où ne se développe qu’une végétation 

clairsemée, l'élevage occupe une part importante dans l'activité des paysans et exerce une 

charge relativement élevée sur le milieu. Les besoins accrus en combustibles et en 

énergie pour le chauffage et la cuisson ont contraint les populations à s'attaquer aux 

espèces ligneuses et graminéennes. Des peuplements entiers ont été décimés par le bétail 

et par les coupes anarchiques. La régression de certaines espèces comme Acacia tortilis 

subsp raddiana et Panicum turgidum affecte directement la qualité des pâturages, elles 

sont remplacées sur les rocailles dénudées par des espèces peu appétables comme 

Hammada scoparia (Msanda 2004). 

Les jours des souks hebdomadaires, notamment à Zagora, Tagounite, Rissani et 

Erfoud, on peut assister à la vente de charbon de bois (généralement d'Acacia), utilisé par 

les potiers ou pour les besoins domestiques (Benmohammadi et al., 2000). Ce milieu est 

naturellement fragile, mais c'est surtout la forte pression humaine alliée à des conditions 

climatiques très sévères qui ont conduit par de lents processus à la dégradation du couvert 

végétal. 

Compte tenu de l’importance et du rôle d’Acacia tortilis subsp raddiana dans les 

écosystèmes sahariens. En effet c’est un des rares taxons qui peut organiser des structures 

de végétation arborées en milieu saharien. C’est un arbre aux propriétés multiples, en 

plus de sa capacité à supporter des conditions de températures et de sécheresse extrêmes, 

il a un intérêt fourrager certain. En effet, les feuilles, gousses et jeunes rameaux sont 

appréciés par le bétail. Son effet bénéfique sur le sol ainsi que pour la flore et la faune 

naturelle environnante sont indéniables. La conservation et la gestion durable des 

peuplements d’Acacia tortilis subsp raddiana prennent une importance particulière qui 

nécessite une bonne connaissance de l’espèce.  
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L’objectif de cette étude est de contribuer à l’étude de la variabilité et la diversité 

génétique d’Acacia tortilis subsp raddiana à l’aide de marqueurs morpho-métriques et 

moléculaires. Ce qui permettra de dresser un schéma de gestion et de préservation des 

ressources génétiques à base d’Acacias sahariens. 

La première partie de ce travail est consacrée à l’étude de la variabilité de la 

capacité germinative et de la croissance de jeunes plants d’Acacia tortilis subsp raddiana 

dans six provenances. À cet effet, trois traitements ont été utilisés pour lever la dormance 

des graines et un suivi de la croissance des plantules sous-serre a été réalisé. 

La deuxième partie est consacrée à l’évaluation de la variabilité génétique des 

gousses d'Acacia tortilis subsp raddiana et la possibilité d'intégrer ce caractère dans la 

sélection des arbres à intérêt écologique et socio-économique. 

La troisième partie est une contribution à l’étude cytogénétique d’Acacia tortilis 

subsp raddiana qui présente des jeux de chromosomes très variables allant de 2n=2x= 26 

à 2n=8x=104. Cette étude nous permettra donc de compléter la base de données sur le 

nombre de chromosomes d'Acacia tortilis subsp raddiana du Maroc. La connaissance du 

matériel génétique de cette espèce aidera ainsi à l'analyse des données génomiques issues 

des marqueurs moléculaires.  

La quatrième partie de ce travail est réservée à l’examen de la diversité génétique 

de ce taxon à travers le développement de marqueurs moléculaires neutres et 

polymorphes, d'autant plus qu’aucun marqueur n'a été développé sur cette espèce. Cette 

partie portera sur le développement de marqueurs microsatellites à partir d'une banque 

génomique d’EST. Cette étude va nous permettre d'évaluer le niveau actuel de la diversité 

de cette espèce qui résulte de l’effet des principaux facteurs évolutifs. 

Notre étude rentre dans le cadre d’une stratégie de conservation et de gestion des 

ressources génétiques à base d’Acacia raddiana au Maroc. 

  



 
 

14 
 

 

 

Stratégie de conservation et de gestion des ressources génétiques à base d’Acacia raddiana  
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B. Chapitre 1. 

Effet provenances et des 

prétraitements sur la variabilité de la 

germination des graines d'Acacia 

tortilis subsp raddiana 
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Résumé 

L’optimisation des conditions de la germination et le suivi de croissance au stade pépinière 

chez Acacia tortilis subsp raddiana a été suivi selon un dispositif totalement randomisé chez 

les graines échantillonnées sur six provenances : Msied, Guelmim, Tata, Foum Zguid, 

Tazarine et Mcissi. Cette étude a porté sur les mesures de pouvoir germinatif (pourcentage de 

germination), taux de germination, et la cinétique de croissance des plantules. Le test de la 

levée de la dormance des graines a été réalisé à l’aide de trois traitements en plus du témoin : 

Le trempage dans l’acide sulfurique concentré à 97  % pendant 1 h, scarification manuelle à 

l’aide de papier abrasif (verre), et trempage dans l’eau bouillante pendant 24 h. Le facteur 

traitement, provenance et leur interaction sont hautement à très hautement significatifs. La 

scarification mécanique et ou chimique sont les plus efficaces avec une légère supériorité du 

traitement à l’aide du papier abrasif ( % de germination varie de 85 à 100  %) pour les deux 

tiers des provenances étudiées (Foum Zguid, Msied, Mcissi et Tazarine). D’après les résultats 

obtenus, l’inhibition de la germination est d’origine tégumentaire, et par suite sa levée par un 

traitement physique ou chimique ne peut être que bénéfique pour augmenter le taux et la 

vitesse de germination chez les pépiniéristes. Les plants sous-serre ont adopté la même 

cinétique de croissance durant le premier mois, cependant cette cinétique a considérablement 

changé pendant les cinq mois qui suivent, ainsi on trouve que la provenance de Foum Zguid 

au troisième mois a déjà développé 60 feuilles, 72 épines. L’analyse de la variance montre 

que seul pour les caractères nombre de ramification, de feuilles, de nœuds et d’épines où le 

facteur provenance est très hautement significatif. Le classement des moyennes par le test de 

Newman et Keuls à 5  % montre que les plants issus de Foum Zguid sont les mieux classés, 

suivi de Mcissi. Ces deux provenances apparaissent avoir une production en biomasse au 

moins deux fois plus importante que les quatre autres provenances. Par ailleurs, les génotypes 

originaires de Foum Zguid et Mcissi peuvent être plus prometteurs et le suivi de ces individus 

sur plusieurs années pourrait servir pour la sélection d’arbres plus productifs. 

Mots clés : Acacia tortilis subsp raddiana, germination, plantules, cinétique de croissance 
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Introduction  

La biodiversité, au Maroc, connait de graves problèmes liés à l’intense activité humaine 

et à la succession des périodes de sécheresse. L’interaction entre conservation de la 

biodiversité et développement socio-économique n’a pas toujours été bien perçue si l’on juge 

l'impact négatif des activités humaines qui a conduit, dans de nombreux endroits, à une 

dégradation irréversible des écosystèmes. Au Maroc, sur les 7000 espèces qui composent la 

flore marocaine, près de 1700 taxons sont actuellement considérés comme rares et menacés de 

disparition, ce qui représenterait une perte potentielle de plus de 24  % de notre richesse 

floristique. La déforestation entraine la disparition de 31000 ha de forêt par an. Acacia tortilis 

subsp raddiana est une espèce considérée comme en danger du fait de la réduction de son aire 

de répartition et de la difficulté de sa régénération naturelle. La dégradation de l’écosystème à 

Acacia tortilis subsp raddiana résulte de causes multiples, cumulatives, liées aux activités 

anthropiques (surexploitation, coupes abusives, surpâturage …) et climatiques (aridité 

climatique, sécheresses récurrentes …). La régénération naturelle de ce taxon est délicate dans 

la partie nord de son aire (Lefebvre, 1889). Les obstacles à la faible régénération naturelle 

sont, pour l’essentiel, à mettre en relation avec l’infestation des graines par les bruches 

(Derbel et al., 2007  ; Noumi et al., 2010), la consommation des gousses par le bétail, 

auxquels il faut ajouter l’intense activité humaine et le surpâturage. 

De nombreux programmes de réhabilitation des écosystèmes à Acacia tortilis subsp 

raddiana ont été mis en place, cependant la maitrise des techniques de multiplication, 

d’élevage et de croissance des jeunes plants avec une bonne connaissance de la variabilité 

génétique de l’espèce peuvent contribuer à l’amélioration de ces types de programmes. 

L’objectif de cette partie est d’étudier la capacité germinative des graines d’Acacia 

tortilis subsp raddiana. Le test de trois traitements sur la levée de la dormance et un suivi des 

graines ayant germé a été réalisé. Nous avons ainsi réalisé, d’une part, une analyse de l'effet 

des traitements sur la vitesse et le taux de germination des graines d'Acacia tortilis subsp 

raddiana et d’autre part un suivi de la croissance des plantules sous serre pour déterminer les 

performances des différentes provenances. 
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I. Synthèse bibliographique 

I.1. La dormance 

Chez les plantes à fleurs, l'embryogenèse aboutit au développement d’une graine 

enfermée dans le fruit. Après séchage et dessiccation de la graine, l'embryon entre dans une 

période de repos ou de dormance. Les graines au repos germent lorsque les conditions 

appropriées nécessaires à la reprise de la croissance de l'embryon sont fournies, tandis que les 

graines dormantes ne germent que lorsque d'autres conditions additionnelles hormonales, 

environnementales, métaboliques, ou physiques sont respectées (Raghavan 2002). Malgré les 

différentes recherches menées sur la dormance, il n'existe pas de définitions claires du 

phénomène, peut-être parce qu'elle se manifeste et se brise de différentes façons chez 

différentes espèces (Bewley 1997). La dormance des graines peut être considérée comme 

l'échec d'une graine intacte et viable de compléter le processus de la germination sous des 

conditions favorables (Bewley 1997).  

La dormance est une propriété innée des semences qui définit les conditions de 

l'environnement dans lequel la semence sera capable de germer. Elle est déterminée par la 

génétique, et les conditions environnementales qui ont également une influence importante 

sur la germination. Elle est due, au moins en partie, aux hormones : acide abscissique 

(Hilhorst 1995) et gibbérellines de la plante. (Finch-Savage et al., 2006) et joue un rôle 

important chez les plantes pour surmonter les conditions environnementales défavorables 

(Bentsink et al., 2008).  

Chez certaines espèces, les graines ne peuvent pas accomplir la germination parce que 

leurs embryons sont soumis aux contraintes de structures qui les entourent. Ce phénomène est 

connu sous le nom de dormance renforcée, car les embryons isolés à partir de ces graines ne 

sont pas dormants. Chez d'autres espèces, un second type de dormance se manifeste, dans 

lequel les embryons eux-mêmes sont en dormance (dormance embryonnaire).  

Pour comprendre les mécanismes de la dormance, il faut comprendre ceux de la 

germination qui restent inconnus en raison de la difficulté de gestion des populations de 

semences qui ne complètent pas le processus d'une manière synchronisée. Ajoutant à cela que 

la libération de la dormance peut être encore plus irrégulière parce que le stimulus seuil 

nécessaire pour favoriser la germination varie considérablement selon les graines. 
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les types de dormances sont répartis en deux groupes : dormance primaire et secondaire 

(Vallée et al., 1999) : 

 Dormance primaire liée à une dormance embryonnaire ou tégumentaire, 

observée même si les conditions environnementales sont favorables à la germination.  

 Dormance secondaire liée principalement aux conditions nécessaires au bon 

déroulement de la germination, ainsi une levée de dormance primaire chez une graine qui 

coïncide avec des conditions défavorables de déroulement de la germination (manque de 

lumière, excès ou déficit de température, …) peut provoquer une dormance secondaire 

(Symons et al., 1987). 

Plusieurs plantes de la famille des légumineuses sont caractérisées par des graines dures 

résistantes avec une dormance physique. Ces graines persistent plusieurs années, elles ne 

germent que lorsque leurs téguments sont fissurés, permettant ainsi une perméabilité à l'eau 

(Raven et al., 2011). Les graines qui présentent une dormance physique, généralement leurs 

embryons ne sont pas dormants, cependant, elles ne peuvent pas germer à cause de leur 

imperméabilité à l'eau (dormance tégumentaire) (Baskin et al., 2000b), une caractéristique qui 

doit être levée en réponse à des facteurs environnementaux qui signalent l'installation des 

conditions favorables pour amorcer une germination. Dans les régions tropicales/subtropicales 

et tempérées, les graines de type récalcitrantes sont intolérantes à la déshydratation, d'où le 

besoin continuel d'un environnement humide qui assure leurs viabilités (Baskin et al., 2000a).  

I.2. Interaction d'Acacia tortilis subsp raddiana avec son environnement 

Les facteurs abiotiques environnementaux occupent une place fondamentale dans les 

études et les théories écologiques sur la structuration des groupements végétaux (Callaway et 

al., 1997  ; Grime 1998). Ainsi, la compétition, facilitation et allélopathie se superposent dans 

le bilan qui peut être fait de l’état ou de la distribution des individus à un moment donné. 

Depuis une vingtaine d'années, les relations de compétitions sont évoquées à plusieurs 

reprises dans les modèles de fonctionnement et d'aménagement des zones arides. 

Actuellement, le regain d’intérêt pour les interactions positives a permis de favoriser la 

facilitation par rapport aux autres relations (Brooker et al., 2008  ; Kikvidze et al., 2011). De 

point de vue pratique, la facilitation paraît un outil très fascinant pour la restauration des 

milieux dégradés (Padilla et al., 2006  ; Gómez-Aparicio 2009  ; Munro et al., 2009  ; 
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Richardson et al., 2010), que ce soit dans les milieux méditerranéens (Kunstler et al., 2006  ; 

Riverst et al., 2011) ou dans les forêts tropicales (Parrotta et al., 1997  ; Engel et al., 2001  ; 

Shono et al., 2006  ; Griscom et al., 2011  ; Ortega-Pieck et al., 2011). L’action de la 

facilitation ne se limite pas seulement à l’amélioration de la survie ou de la croissance des 

plantes (Cavieres et al., 2012), mais également à l’amélioration de la fertilité et de la teneur en 

eau du sol ainsi qu’à la modification du substrat (Abdallah et al., 2012a  ; Ross et al., 2012).  

Des études ont été menées dans ce sens à titre d’exemple nous notons : l’évaluation des 

variations spatiales et temporelles des effets positifs, négatifs et nets d’une herbe sur un autre 

(Maestre et al., 2003)  ; mesure des petites interactions biotiques  ; et les variations locales 

déterminant la répartition spatiale  ; et la performance des plantes (Gazol et al., 2012)  ; 

l’examen de l’effet de facilitation des plants (Callaway et al. 1997  ; Kunstler et al. 2006  ; 

Abdallah et al. 2008  ; Gómez-Aparicio 2009 ; Riverst et al. 2011  ; Goergen et al., 2012). 

Acacia tortilis subsp raddiana est une espèce clé de voûte des zones arides et 

sahariennes de l’Afrique (Munzbergova et al., 2002  ; Andersen et al., 2007a  ; Andersen et 

al., 2007 b  ; Noumi et al., 2012). Elle joue un rôle important dans l'amélioration des facteurs 

microclimatiques de son écosystème (Weltzin et al., 1990  ; Khanna 1997  ; Abdallah et al. 

2008) ce qui assure un développement de la diversité et de la production de la strate herbacée 

(Abdallah et al. 2008). L’impact positif d’Acacia est dû principalement à l’amélioration des 

disponibilités en eau et en nutriments du sol est approuvé par un ensemble des études 

(Weltzin et al. 1990  ; Bowie et al., 2004  ; Abdallah et al. 2008  ; Abdallah et al. 2012a  ; 

Abdallah et al. 2012 b  ; Fterich et al., 2012b). 

La maitrise de la germination et de la croissance des plants est essentielle d’une part, 

pour une meilleure gestion de la sélection des espèces autochtones, candidates, compte tenu 

de leur possible succès (tolérance à la sècheresse) au niveau de l’amélioration des systèmes 

agroforestiers et d’autre part pour augmenter les chances de réussite, et minimiser le coût des 

travaux de reboisement. Il est actuellement établi que la régénération des espèces sous 

bioclimat présaharien et aride est souvent entravée par un faible établissement des semis. 

L'information sur la biologie des semences et les indices de germination souffre d'une grande 

défaillance (Abari et al., 2012). La germination est entre autres sujette à des caractéristiques 

endogènes des semences, mais aussi aux conditions environnementales du milieu, et en 

particulier à la disponibilité de l’eau, ainsi qu’à la salinité du sol (Gutterman 2000).  
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II. Matériels et méthodes 

II.1. Test de germination 

II.1.1. Collection des graines 

L’étude des propriétés germinatives des graines d’Acacia tortilis subsp raddiana a porté 

sur six provenances marocaines : Msied, Guelmim, Tata, Foum Zguid, Tazarine et Mcissi. La 

collecte des fruits murs, de type gousse, a été réalisée au mois de juin 2008. Les fruits récoltés 

ont été conservés dans des sachets en papier et placés dans un endroit aéré au Laboratoire de 

Biotechnologies et de Valorisation des Ressources Naturelles de la Faculté des Sciences 

d’Agadir.  

Les graines utilisées dans notre expérimentation étaient toutes saines, sans traces de 

bruchidés, ou d’autres parasites. La viabilité des graines a été testée en plaçant les semences 

dans de l'eau  ; les graines qui coulent sont supposées viables. 

II.1.2. Prétraitement et prégermination des graines 

Les téguments des graines d’Acacia tortilis subsp raddiana ont une structure 

anatomique typique des légumineuses, qui se traduit par une forte inhibition tégumentaire de 

la germination (dormance physique). Cela implique qu’une scarification naturelle ou 

artificielle du tégument est nécessaire pour permettre l’imbibition et la germination des 

graines. Pour lever la dormance physique des graines, trois prétraitements ont été testés en 

comparaison avec le témoin non traité : 

- Trempage dans l’acide sulfurique (H2SO4) concentré à 97  % pendant 1 h (Masamba 

1994  ; Ashraf et al., 2005  ; Akram Kiani Abari 2011  ; Abari et al. 2012) 

- Scarification manuelle (Masamba 1994  ; Ashraf et al. 2005  ; Akram Kiani Abari 

2011  ; Tadros et al., 2011  ; Fox et al., 2012) : à l’aide d’un papier abrasif (verre), nous avons 

réalisé une petite entaille au niveau du tégument de la graine du côté opposé au pôle de 

l'embryon (Orozco-Almanza et al., 2003). 

- Trempage dans de l’eau bouillante pendant 24 h (Masamba 1994  ; Akram Kiani Abari 

2011  ; Ammondt et al., 2012) 

Après chaque traitement, les graines ont été désinfectées séparément par trempage dans 

l’hypochlorite de sodium (Eau de javel) 1  % additionné de quelques gouttes de Tween, 
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pendant une heure, suivie de trois rinçages de 10 min avec l’eau distillée stérile afin 

d’éliminer les traces de l’hypochlorite de sodium. 

Pour chaque population et pour chaque traitement, nous avons réalisé trois répétitions à 

raison de 25 graines. 

II.1.3. Mise en germination des graines 

La préparation des graines et leur stérilisation a été réalisée sous une hotte à flux 

laminaire, afin d’éviter la contamination microbienne des échantillons. La hotte est équipée 

d'une lampe UV à effet germicide qui permet de stériliser le plan de travail et son contenu 

lorsqu'il n'est pas utilisé. Les graines traitées ont été placées dans des boites de Pétri contenant 

du papier Whatman préalablement stérilisé et imbibé d’eau distillée stérile (3 ml pour chaque 

boite). Les boites ont été ensuite incubées à l’obscurité à 25  °C. La germination d'Acacia 

tortilis subsp raddiana est optimale (supérieure à 90  %) dans une gamme de températures 

comprises entre 20 et 35  °C (Grouzis et al. 2003a). 

Un apport de 1 ml d'eau distillée stérile est réalisé tous les sept jours avec, si nécessaire, 

changement de papier Whatman.  

Un suivi journalier, de la germination, a été effectué sur une durée de 28 jours. Les 

pourcentages cumulés de germination ont été déterminés afin de comparer la capacité 

germinative d’Acacia tortilis subsp raddiana à l’échelle des différentes provenances étudiées. 

La germination est déterminée par l'extension de la radicule au-delà de 1 mm (Miller 1995  ; 

Mbaye et al., 2002) 

II.2. Test de croissance des plantules d’Acacia tortilis subsp raddiana 

sous serre. 

II.2.1. Repiquage des graines germées sous serres. 

Le montage de l’essai sous serre a été réalisé selon un dispositif en blocs aléatoires 

complets avec trois répétitions, où chaque répétition est représentée par cinq graines germées. 

Les graines ont été repiquées dans des plaques de 40 alvéoles, où chaque alvéole a une 

dimension de 20 cm de profondeur et 8 cm de diamètre, contenant un mélange de sable et de 

tourbe dans des proportions de 2:1 (Fig. 4). 
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Fig.4. Transplantation des graines germées dans les plaques 

 

Fig.5. Mesure du diamètre au collet à l’aide d’un pied à coulisse 
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L’arrosage a été effectué quotidiennement à raison de 80 ml d’eau pour chaque alvéole. 

La température de la serre n'était pas contrôlée, elle variait selon les conditions climatiques, 

de 27  °C à 38  °C. Le suivi de la croissance a été réalisé du 23 Mars au 23 septembre 2010.  

II.2.2. Paramètres de suivi de la croissance des plantules 

Dans le but de déterminer la vitesse de démarrage de croissance des plantules, nous 

avons effectué un suivi de la date d’apparition de la première feuille, la deuxième feuille et 

des épines au niveau des six provenances étudiées. 

Le suivi de la croissance des plantules d’Acacia tortilis subsp raddiana, a été réalisé sur 

une période de six mois. Chaque semaine, sept paramètres ont été mesurés (Mehari et al., 

2005) : longueur de la tige (StL) en cm, mesurée en utilisant une règle graduée, la mesure est 

prise du collet à l’insertion du méristème apical, diamètre au collet (DC) en mm : mesure 

prise à l’aide d’un pied à coulisse numérique (Fig. 5), nombre de feuilles (NbLv), nombre de 

nœuds (NbNd), nombre d’épines (NbP) et leur taille moyenne (ASP). 

II.3. Analyse statistique 

II.3.1. Test Levene homogénéisation des variances, et 

transformation des données 

« Un postulat important à la base de l'ANOVA concerne l’homogénéité des variances. 

Plusieurs études semblent démontrer que dans le cas d’échantillons d’effectifs égaux, le test F 

est un test robuste, c'est-à-dire qu’il est peu affecté par la violation du postulat de normalité 

des données brutes et la violation de l’homogénéité des variances. C’est une des raisons pour 

laquelle plusieurs auteurs recommandent fortement l’utilisation de groupes égaux. Toutefois 

(Wilcox 1987) démontre que même dans le cas d’échantillons de tailles égaux, le test F peut 

être affecté par une hétérogénéité sévère des variances, d’où l’importance d’une vérification 

préalable à l’aide de tests statistiques. Conover et ses collaborateurs (Conover et al., 1981) 

ont recensé et comparé 56 tests d’homogénéité des variances. Un des meilleurs est le test de 

Levene (Levene 1960) et sa variante, le test de Morton (Morton et al., 1974),  

Le rejet de l’hypothèse nulle (un ratio F significativement supérieur à 1.00) implique la 

présence d’hétérogénéité dans les variances et la nécessité de recourir à une transformation 

non linéaire des données dans le but de ramener les scores extrêmes plus près de la 

moyenne. » (Anonyme 2012b) 
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En effectuant le test de (Levene 1960) sur nos échantillons il s'est avéré que nous avons 

une hétérogénéité des variances d'où nous avons procédé à une transformation des 

(normalisation) données selon l'équation :         , ou             dans le cas des 

valeurs sous forme de pourcentage. 

II.3.2. Analyse de variance 

L’ensemble des données a été soumis à une analyse de variance à deux critères de 

classification : prétraitement et provenance pour le test de germination, provenance et bloc 

pour le test de croissance. Une comparaison multiple Post-Hoc des moyennes selon le test de 

Duncan au seuil de 5  % a été également réalisée pour définir les groupes homogènes. Ces 

derniers ont été réalisés par la procédure GLM (Modèle Linéaire Général) du logiciel 

Statistica V6.0 (StatSoft France 2003). 

Nous avons calculé le pourcentage de germination des graines dans le but de définir le 

pouvoir germinatif de chaque provenance en nous basant sur l'équation :     
 

 
     

Avec    le pourcentage final de germination, n le nombre de graines germées, N le 

nombre initial des graines mises à germer. 

De même, nous avons calculé le taux de germination qui donne une idée sur l'évolution 

de la germination des graines dans le temps. Le taux de germination est déterminé par le 

calcul du nombre de graines germées dans un intervalle de temps selon l'équation : 

     
 

 

 

   

   

Avec    le taux de germination, n le nombre de graines germées à l'intervalle de temps 

t, dans notre cas nous avons pris comme intervalle de temps une semaine (7 jours)  

La vitesse de germination est également prise comme critère. Elle peut être quantifiée 

soit par le temps nécessaire pour obtenir la germination de 50  % du pourcentage cumulé des 

graines (Orozco-Almanza et al. 2003), soit par la valeur de la pente de la courbe représentant 

le pourcentage de germination en fonction du temps. 
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III.  Résultats et discussion 

III.1. Effet des prétraitements sur la germination in situ des graines 

Nous avons testé trois méthodes pour lever la dormance des graines d'Acacia tortilis 

subsp raddiana. Les figures (6a.b) montrent que le traitement chimique avec l'acide sulfurique 

et le traitement mécanique à l’aide du papier de verre ont donné les meilleurs résultats pour 

toutes les provenances à l’exception de Foum Zguid où le meilleur pourcentage de 

germination (75  %) a été obtenu par le traitement à l'eau bouillante (Fig.7). L'acide sulfurique 

est un acide fort, il dégrade les téguments augmentant ainsi leur perméabilité, ce qui rend le 

processus de germination plus rapide. L’usage de l’acide sulfurique concentré peut se révéler 

dangereux, l'application de cette technique en pépinière reste difficile et non recommandée 

aux débutants.  

La scarification mécanique a généré les meilleurs pourcentages de germination pour les 

deux tiers des provenances étudiées il s'agit de : Foum Zguid, Msied, Mcissi, Tazarine, avec 

successivement un pourcentage de germination de 95  %, 87  %, 84  %. Pour la provenance de 

Tata et Msied ; l'effet de l'acide sulfurique et du papier de verre sur la germination finale était 

étroitement proche. Les deux traitements permettent d’obtenir un pourcentage de l’ordre de 

100  % pour la provenance de Msied, tandis que pour les échantillons de la localité de Tata 

nous avons noté 76  % pour la scarification à l’aide du papier verre et 72  % de pour les 

graines traitées avec l’acide. La scarification par l’eau bouillante parait la moins rentable en 

terme de pourcentage par rapport aux autres traitements. Les pourcentages de germination 

varient entre 75  % Foum Zguid et 47  % à Guelmim.  
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Fig.6a. Pourcentage de germination des provenances sous les trois traitements 
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La majorité des espèces d'Acacia ont un tégument dur qui leur permet de survivre dans 

des conditions environnementales difficiles (Teketay 1998  ; Venier et al., 2012a  ; Venier et 

al., 2012b  ; Venier et al., 2012c), connue sous le nom de dormance physique (imperméabilité 

du tégument à l’eau) des graines. Ce mécanisme revêt une importance écologique en 

déterminant le lieu et le temps de germination des graines. Jurado et Westoby (Jurado et al., 

1992) supposent que les espèces à germination rapide profitent d'un seul événement de 

précipitations, tandis que, les espèces à germination lente ont besoin de l'incidence de 

plusieurs événements pluviométriques pour assurer une humidité suffisante du sol sur une 

longueur de temps considérable. 

La dormance des graines d'Acacia peut être rompue par scarification mécanique ou 

ramollissement chimique (Sy et al., 2001). Toutefois, la scarification manuelle ne garantit pas 

la germination de toutes les graines viables, et n'est pas appropriée pour une utilisation à 

grande échelle (Clemens et al., 1977). Cependant, il a été démontré que la scarification 

mécanique des graines de A. origena et A. pilispina, assure une germination de 100  % 

(Teketay 1998). La germination d’A. oerfota a été augmentée de manière significative lorsque 

les graines ont été scarifiées par du papier verre. Pour A. pilispina et A. origena, le trempage 

dans l'acide sulfurique pendant 60 min, 90 min, 120 min fait que le pourcentage de 

germination peut augmenter de façon significative (>95  %) (Teketay 1998). Les travaux de 

(Rodrigues et al., 2008) ont également démontré que l'immersion des graines de A. mangium 

dans l'acide sulfurique pendant 90 min, et dans l'eau bouillante pendant 60 s étaient les plus 

efficaces pour lever la dormance des graines, cela est dû au ramollissement du tégument qui 

augmente la perméabilité de la couche endocarpe (Rostami et al., 2009). 
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Fig.6b. Pourcentage de germination des provenances sous les trois traitements 
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Ces résultats qui s'accordent en partie avec ceux de (Teketay 1996 ; Aref 2000 ; Abari et 

al. 2012) montrent que la levée de dormance chez Acacia tortilis subsp raddiana se fait d'une 

manière efficace à l’aide de la scarification mécanique. Cette technique présente l’avantage 

d’être plus facile et plus sécurisée et peut remplacer l'eau bouillante et l'acide sulfurique, 

techniques plus lourdes et plus dangereuses. Cela n’empêche pas que plusieurs études ont 

démontré l’efficacité de l’eau bouillante et/ou de l’acide sulfurique pour la levée de la 

dormance chez les graines d’Acacia tel qu’Acacia farnesiana et A. salicina (Foroughbakhch, 

2000 ; Rehman et al., 1999). Le trempage dans l'eau du robinet froide pendant 48 h, génère 

les pourcentages de germination les plus faibles par rapport aux autres techniques (Abari et al. 

2012). Un résultat similaire a été obtenu sur les graines A. nilotica après trempage de ses 

graines dans l'eau du robinet pendant 72 h. Cette dernière a produit un pourcentage de 

germination très faible de l’ordre de (4  %) (Goda 1986).  

Nos constatations nous permettent de conclure que la dormance chez Acacia tortilis 

subsp raddiana et de type physique (Venier et al. 2012b), associée à la structure du tégument 

de la graine imperméable à l’eau. Le ramollissement du tégument par un traitement chimique 

(acide sulfurique) ou fissuration par traitement mécanique (papier de verre) s’avère essentiel 

pour favoriser la germination, en augmentant la perméabilité à l'eau et l'afflux de l'oxygène à 

l'embryon. Après un traitement approprié par l’acide sulfurique et/ou papier de verre, la 

majorité de nos graines a rapidement germé. 
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Fig.7. Comparaison de l'uniformité de germination des six provenances étudiées 
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III.2. Uniformité et taux de germination des provenances 

L’analyse des courbes de germination (fig.6a, et 6 b) montre l’existence de trois phases 

dans la cinétique de germination : 

  Une première phase de latence de très courte durée, la majorité des graines ont germé à 

partir du premier ou du deuxième jour, cette phase correspond à la phase d’imbibition 

des graines  ; 

  Une deuxième phase exponentielle où l’on assiste à une accélération de la germination  

; 

  Une troisième phase caractérisée par un palier indiquant un arrêt de la germination. 

Bien que les courbes aient la même forme générale, d'importantes différences dans le 

pourcentage de germination cumulé apparaissent entre les populations. La forme des courbes 

dépend aussi de l'uniformité de la population, le degré de simultanéité ou la synchronie de la 

germination. Il est surtout évident que la population des graines représentée par la courbe de 

Foum Zguid pour les trois traitements, Mcissi dans le graphe de traitement par l'eau 

bouillante, et Guelmim dans le graphe de traitement par papier de verre n’est pas uniforme. 

Dans ces cas, un pourcentage limité de graines parvient à germer assez tôt, mais le reste 

commence à le faire après un délai. 

En prenant le cas de Foum Zguid, on remarque que cette dernière a adopté le même 

comportement dans les trois traitements, par conséquent, la population semble se composer de 

deux groupes distincts : un groupe à germination rapide et l'autre à germination lente (voir 

Fig.7). Cet exemple illustre également le fait que les populations avec la même faculté 

germinative, par exemple, Msied et Guelmim pour le traitement d'acide sulfurique, peuvent 

être différentes par autres points tels que le pouvoir germinatif. Ainsi, on trouve que Msied 

avait un pouvoir germinatif de 99  % pour l’acide sulfurique alors que Guelmim n’avait que 

76  %. L’allure homogène représentée chez l’ensemble des populations par une pente reflète 

que la majorité de la germination des graines, se produit sur une période de temps 

relativement court. Cela prouve que les graines en général germent plus dans la première que 

dans la seconde moitié de la période de germination. 

.   
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Fig.7b. Comparaison de l'uniformité de germination des six provenances étudiées 
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Bien que les échantillons de graines puissent être identiques dans la mesure où la 

capacité de germination et l'uniformité à la fois sont concernées, ils peuvent être très 

différents dans leur taux de germination. Le taux de germination peut être défini comme 

l'inverse du temps pris pour que le processus de germination soit achevé, en commençant à 

partir du moment de l'ensemencement. Cela peut être déterminé pour une graine individuelle, 

mais elle est généralement exprimée pour une population.  

La mesure du taux de germination peut être basée sur le temps requis par un 

pourcentage quelconque de graines, généralement de 50  %, pour terminer le processus de 

germination (Bewley et al., 1994). À ce stade, il est utile de revenir brièvement à la question 

de l'uniformité. La population de graine qui est très uniforme est celle dans laquelle les taux 

de germination individuels sont proches du taux moyen de germination pour la population 

dans son ensemble. L'uniformité, par conséquent, peut être exprimée comme la variance de 

temps individuels autour de la moyenne du temps de la population.  

III.3. Effet de la provenance et des traitements sur le pourcentage et le 

taux de germination 

L’ensemble des données a été soumis à une analyse de variance à deux critères de 

classification : prétraitement et provenance pour le test de germination. 

Les résultats montrent que le facteur provenance n'a pas d’effet significatif pour le taux 

de germination (tableau 1), alors que ce facteur a un effet significatif pour le pouvoir 

germinatif au seuil α=0,001 (tableau 2). L'effet du facteur traitement s'avère très hautement 

significatif pour les deux cas, ce qui prouve l’intérêt des traitements utilisant le papier verre et 

l'acide sulfurique par rapport au traitement à l'eau chaude. L’interaction des deux effets 

provenances et traitements présente des différences très hautement significatives pour le taux 

et le pourcentage de germination. 

Nous avons eu recours au test Newman-Keuls au seuil α = 0.001 pour associer les 

groupes homogènes avec les meilleures moyennes du taux et du pourcentage de germination 

(tableau 3). Les provenances Mcissi, Foum Zguid sont les meilleures en terme de pourcentage 

et taux de germination, suivie par Guelmim et en dernier on trouve successivement Tata et 

Tazarine. 
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Les meilleures vitesses de germination sont notées pour la provenance de Mcissi et 

Msied qui ont atteint 50  % de germination au premier jour après semi pour le traitement 

papier verre, et au deuxième jour pour le traitement acide sulfurique Fig.8.  

 

Fig.8. Vitesse de germination pour les trois traitements acide sulfurique, papier verre et 

eau bouillante pour les six provenances. 

.   
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Tableau 1. Analyse de variance à une voie des taux de germinations des graines 

d'A. raddiana (prov : provenance, Trait : traitement) 

 

df  

1
ère

 et 2
ème

 phase de germination   3
ème

 phase de germination  

 
 1

ère
 semaine 2

ème 
semaine 3

ème
 semaine   

 
F P F P F P 

Prov 5 1,66** 0,20 3,62** 0,02 7,53** 0,00 

Trait 3 38,70*** <0,001 97,17*** <0,001 84,78*** <0,001 

Prov*trait 15 22,48*** <0,001 6,071*** <0,001 4,36*** <0,001 

Erreur 48             

Tableau 2. Analyse de variance à une voie du pourcentage de la germination d'A. 

raddiana 

 df 
Pourcentage de germination  

 
F P 

Provenance 5 7,53*** <0,001 

Traitements 3 84,78*** <0,001 

Provenance*traitement 15 4,36*** <0,001 

Erreur 48 
  

Tableau 3. Les groupes homogènes formés à partir test Newman-Keuls au seuil α = 

0.001 

  

Tata Guelmim 
Foum 

zguid 
Msied Tazarine Mcissi 

T
a
u

x
 d

e 

g
er

m
in

a
ti

o
n

  

1
ère

 semaine  7,47c 7,50c 7,54c 7,58bc 7,66b 7,79a 

2
ème

 semaine  7,73a 7,62b 7,82a 7,83a 7,74a 7,82a 

3
ème

 semaine  7,78b 7,60c 7,89ab 7,85ab 7,86ab 7,91a 

Pourcentage de germination  4,17b 3,98c 4,28ab 4,24a 4,24ab 4,30a 

Tableau 4. Analyse de variance de l'apparition de la première et la deuxième 

feuille et la première épine entre les six provenances 

Source de variance  Df 
1

ère
 feuille feuille 2

ème
 Épine 

F P F P F P 

Provenance  5 0 1 0,045 0,998801 0,0329 0,999438 
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III.4. Croissances des plantules 

III.4.1. Le plant de six mois 

D’une façon générale, le plant d'Acacia tortilis subsp raddiana de six mois est constitué 

d'une tige dressée qui présente, au-dessus des cotylédons, une série de feuilles penninerves 

composées paripennées à phyllotaxie alterne spiralée avec des folioles, et des épines qui 

marquent la présence d'un nœud. Le plant présente également un pivot, muni de nombreuses 

racines latérales fines. Dans la partie aérienne, la ramification apparait entre le troisième et le 

quatrième mois de croissance, ces ramifications continuent de se prolonger et portent, par la 

suite, de nouvelles ramifications latérales. Ce mode de croissance a été observé chez toutes les 

provenances. Cependant, certains plants ont montré une importante croissance en hauteur sans 

présenter de ramification ce qui a fragilisé la tige et a causé sa courbature. 

III.4.2. Cinétique de croissance des plants 

III.4.2.1. Premier mois 

L’existence d’une différence très hautement significative de la vitesse de germination 

des graines entre les provenances durant les premiers jours, nous a mené à suivre la cinétique 

de croissance des plantules durant le premier mois après repiquage des graines germées. Les 

variables étudiées sont l'apparition de la première et de la deuxième feuille, et de la première 

épine. L'analyse de variance à une voie ANOVA à un seul facteur « la provenance » (Tableau 

4) a montré qu’il n'y a aucune différence significative entre les provenances pour ces trois 

variables, ce qui permet de conclure que toutes les provenances commencent leur croissance 

avec la même vitesse. 

III.4.2.2. Taux de croissance durant les six mois 

Les plants sous serre ont adopté la même cinétique de croissance durant le premier 

mois, cependant cette cinétique a considérablement changé durant les mois suivants. Par 

exemple, au troisième mois la provenance de Foum Zguid a développé un cumul de 60 

feuilles et 72 épines, alors que pour la même période la provenance de Tazarine n’a montré 

que 15 feuilles et 15 épines (fig.9).  

La comparaison des taux de croissance des plants a montré l’existence de périodes de 

croissance rapides en alternance avec des périodes de croissance lente (Fig.10). À titre 

d'exemple, on va citer celui de la provenance de Foum Zguid qui a développé 14  % de feuille  
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Fig.9.. Comparaison de la vitesse de croissances chez les six provenances durant six mois 

pour le nombre d’épines, de feuilles et des nœuds. 
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Fig.10. Comparaison du taux de croissance des plants pendant six mois. 
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au premier mois, il a remonté à 25  % au troisième mois, pour redescendre à 13,47  % au 

quatrième mois et remonter encore une fois à 25  %. Le même patron est adopté par les autres 

provenances pour le développement des feuilles, nœuds et des épines.  

I.1.1.1. Effet de la provenance sur la croissance des plants 

L’analyse de la variance (Tableau 5) montre que le facteur provenance est très 

hautement significatif pour les caractères nombre de feuilles, de nœuds et d’épines. Le 

classement des moyennes par le test de Newman et Keuls à 5  % (Tableau 6) montre que les 

plants issus de Foum Zguid sont les mieux classés, suivi de ceux de Mcissi. Ces deux 

provenances paraissent avoir une production en biomasse au moins deux fois plus importante 

que les quatre autres provenances (fig.11). 

Les génotypes originaires des descendances de Foum Zguid et Mcissi peuvent être 

considérés comme vigoureux, leur suivi dans le temps et dans l’espace (différents sites) après 

transplantation pourrait servir pour la sélection des individus élites. À l’heure actuelle, il est 

encore prématuré de considérer les autres caractères (Longueur de la tige, diamètre au collet, 

nombre de ramifications, taille moyenne des épines) comme non discriminants, étant donné 

qu’une période de six mois reste insuffisante pour avoir des différences notables, les 

corrélations juvéniles adultes nécessitent une période d’étude plus importante. 

 

Fig.11. Cumul en nombre de feuilles, épines et des nœuds chez les six provenances. Nb 

Ep : Nombre des épines, Nb Fl : Nombre des feuilles, Nb : Nombre des nœuds. 
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Tableau 5. Analyse de la variance pour le facteur provenance en relation avec les 

caractères de croissance au stade plantule 

 

Effet de provenance  

 
F P-valeurs  

Longueur de la tige (StL) en cm 0,28 0,38 

Diamètre au collet (DC) en mm 0,753 0,15 

Nombre de feuilles (NbLv),  12,91 <0,001 

Nombre de nœuds (NbNd),  13,66 <0,001 

Nombre d’épines (NbP)  13,66 <0,001 

Taille moyenne des épines (ASP). 0,94 0,33 

Tableau 6. Comparaison des moyennes par le test de Newman et pour les caractères 

ayant une différence significative (nombre de feuilles, de nœuds et des épines) 

 
Foum zguid Tata Tazarine Guelmim Mcissi Msied 

Nombre de feuilles  155
b
 70

a
 62

a
 50

a
 140

b
 60

a
 

Nombre des noeuds  157
c
 73

a
 63

a
 52

a
 116

b
 60

a
 

Nombre des épines  157
c
 73

a
 63

a
 52

a
 116

b
 60

a
 

Tableau 7.Pourcentage de variation avec définition des axes de l'analyse canonique 

discriminante pour les six provenances d’Acacia tortilis subsp raddiana 

  Axe 1 Axe 2 

Valeur propre 11,7 2,79 

Proportion de la variance 78 % 18 % 

Les variables définissant les 

axes et leurs corrélations 

NbLv (0,69) 

ASP (0,29) NbNd (0,68 

NbP (0,68) 
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I.1.2. Analyse canonique discriminante ADC 

L’analyse canonique discriminante a été appliquée sur les données du sixième mois. Le 

tableau 7 donne les pourcentages de variation et les paramètres qui contribuent le plus à la 

définition des deux premières composantes canoniques. Ainsi, on trouve que la première 

composante est définie par le nombre de feuilles, des épines et des nœuds présentant 78  % de 

l’inertie, et la deuxième composante est définie par la taille moyenne des épines qui absorbe 

18  %. Ces deux axes rendent compte de la plus grande partie de la dispersion, puisqu'elles 

absorbent 96  % de la variabilité totale. 

La représentation graphique (figure. 12) révèle un chevauchement plus ou moins 

marqué entre les polygones de dispersion représentant les six provenances. La composante 

canonique 1 oppose les populations Foum Zguid et Mcissi qui possèdent un nombre de 

feuilles important, par rapport au reste des provenances. La composante canonique 2 

représente 18  % seulement de la variation totale. Elle permet de distinguer la provenance 

Foum Zguid caractérisée par une taille moyenne d’épines la plus basse que celle de Mcissi. 

Foum Zguid présente les moyennes les plus importantes pour les variables 

discriminantes canoniques (NbLv, NbNd et NbP), en formant le premier groupe, cela pourrait 

s’expliquer par une adaptation d’Acacia tortilis subsp raddiana à la forte aridité de ce milieu 

par rapport aux autres provenances. La sècheresse du sol permettrait aux racines de s’allonger 

en profondeur, pour arriver aux horizons les plus humides (Grouzis and Le Floc'h, 2003). Par 

ailleurs, ce caractère pourrait être dû à l’influence de l’environnement d’une part sur la 

sélection des génotypes les plus vigoureux, les plus résistants et les plus aptes de subsister 

dans un microclimat stressant et d’autre part sur l’expression du génotype, menant à des 

changements dans la répartition des hormones de croissance dans la plante (Segura et al., 

2004). En effet, la présence d’un nombre de feuilles plus élevé permettrait aux plants de 

synthétiser plus de matière organique ce qui faciliterait ainsi leur croissance (Sanon, 2009). 

La provenance de Mcissi montre une dispersion la plus importante ce qui indique une 

variabilité intraprovenances très marquée au sein de cet écotype. 
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Le troisième groupe forme une hétérogénéité continue entre les individus des quatre 

écotypes restants qui sont : Tazarine, Msied, Tata et Guelmim, ce groupe se caractérise par les 

moyennes les plus basses pour toutes les variables analysées. Ceci pourrait s’expliquer par le 

mode de reproduction chez l’espèce Acacia tortilis subsp raddiana qui est de type allogamie, 

ce dernier est capable de créer des variétés identiques, même avec un éloignement entre les 

provenances étudiées. 

 

Fig.12. Analyse canonique des paramètres de croissance : cumul du nombre de feuilles, 

des nœuds, des épines et la taille moyenne des épines des six provenances étudiées Foum 

Zguid, Tata, Tazarine, Guelmim, Mcissi et Msied. 
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II. Conclusion 

Les résultats relatifs aux tests de germination ont montré que la méthode la plus efficace 

pour lever la dormance tégumentaire chez Acacia tortilis subsp raddiana consiste au 

trempage des graines dans l’acide sulfurique 99 % pendant une heure. La scarification 

mécanique à l’aide du papier abrasif a donné également de bons résultats. 

La germination des graines a été réalisée à une température de 25 °C, avec une 

incubation à l'obscurité, ce qui reflète le caractère non photosensible des graines. Une 

différence très hautement significative a été démontrée par l’analyse de variance pour le 

facteur provenance et traitement. Les meilleures moyennes du  % de germination ont été 

notées pour la provenance de Msied, Foum Zguid et Mcissi avec successivement 97  %, 92  % 

et 99  %  pour le prétraitement à l’acide sulfurique et 99  %, 95  % et 84  % pour le 

prétraitement avec du papier de verre. 

L'acide sulfurique est un acide fort, il dégrade les téguments en augmentant ainsi leur 

perméabilité, ce qui rend le processus de germination plus rapide. Cependant, son usage peut 

se révéler dangereux, l'application de cette technique en pépinière reste difficile et non 

recommandée, ce qui rend son application limitée. Cette méthode peut être réalisée dans des 

laboratoires spécialisés. La scarification mécanique à l’aide du papier verre, quant à elle, peut 

s'appliquer sans danger et les moyens utilisés ne requièrent pas de compétence particulière et 

sont à la portée. Cette technique peut être recommandée pour la production de plants à faible 

coût. La scarification par l'eau bouillante, qui a prouvé son efficacité pour quelque espèces 

d'Acacia reste la technique la plus rapide, mais chez Acacia tortilis subsp raddiana son 

rendement était le moins satisfaisant.  

Nous avons conclu, également que les populations avec des taux de germination 

similaires, peuvent différer pour leur cinétique. D'un autre point de vue, les provenances qui 

donnent des taux de germination importants ne sont pas forcément corrélées à la vitesse de 

leur croissance après transplantation. Ainsi, la provenance de Msied qui a donné un 

pourcentage de germination de l’ordre de 97  % pour le traitement chimique et 99  % pour le 

traitement mécanique, possède une croissance faible représentée par les plus faibles cumule 

de feuilles, de nœuds et des épines.  
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Le suivi de la croissance des plants pendant six mois est marqué par un démarrage avec 

la même vitesse, mais dès le deuxième mois, ils commencent à se distinguer. En conséquence, 

nous avons trouvé que la provenance de Guelmim qui a présenté des taux de germination 

faibles a développé une biomasse la meilleure par rapport à Msied, et Tazarine qui ont donné 

des taux de germination importants. Toutefois, d’autres provenances gardent des niveaux 

élevés à la foi pour leur taux de germination et de leur vigueur au stade pépinière. Ainsi, la 

provenance de Mcissi a gardé le même comportement avec la meilleure capacité de 

germination et de croissance. De ce fait, on peut qualifier la provenance de Mcissi comme 

étant la meilleure provenance suivie par Foum Zguid pour les programmes de conservation et 

de sélection afin de boiser les espaces dégradés. 
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C. Chapitre 2 

Quantification de la variation morpho-

métrique des gousses d'Acacia tortilis 

subsp raddiana 
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Résumé 

Dans le but de la caractérisation du polymorphisme des fruits (gousses) chez les acacias 

sahariens (Acacia tortilis subsp raddiana) du Maroc, une étude comparative au sein et entre 

dix provenances (Mecissi Tazarine, Agdz, N’koub, Foum Zguid, Tata, Tissint, Assa, 

Gluemim, et Msceid) a été réalisée. En plus de la détermination de la forme des gousses 

échantillonnées, huit caractères biométriques ont été mesurés sur deux compagnes successives 

(2009 et 2010) : longueur de la gousse (LNGS) ; largeur de la gousse (LRGS) ; poids de la 

gousse (PGS) ; poids des graines de la gousse (PGR) ; poids de la gousse sans graine (PGS-

PGR) ; nombre de graines par gousse (NGR/GS) ; nombre de graines infestées par gousse  

(NGRIf/GS) ; poids de 100 graines (P100GR).  

Les résultats obtenus montrent que six formes de base ont été déterminées au niveau de la 

gousse (allongée, spiralée, ondulée, ronde, arquée et ressort) avec une nette dominance de la 

forme arquée. Pour les deux années d’étude, Tazarine, N’koub et Tissint présentent les 

valeurs moyennes les plus élevées pour la majorité des caractères étudiés. Les valeurs du 

coefficient de variabilité phénotypique (PCV) les plus faibles sont notées pour le caractère 

largeur de la gousse (LRGS) avec environ 12,5 % pour les deux années. Les valeurs les plus 

élevées pour le PCV ont été notées pour le nombre de graines infectées par gousse avec 

successivement 64,48 % (année 1) et 65.02 % (année 2). Les coefficients de variation 

génotypique (GCV) ont montré des tendances similaires à celles des coefficients de variation 

phénotypique (PCV). En ce qui concerne l'héritabilité au sens large, 92,75 % et 92,63 % pour 

le poids de 100 graines ont été enregistrés successivement pour l’année 1 et 2. D’après les 

analyses de variance et leur décomposition, selon les caractères, on peut opter dans la 

stratégie de gestion de la conservation de la diversité et dans la sélection soit pour le facteur 

arbre (i.e., poids de la gousse, poids de 100 graines) ou provenance (i.e., Longueur de la 

gousse, nombre de graines par gousse et nombre de graines infectées par gousse). 

Mots clés : Acacia tortilis subsp raddiana – Variabilité - Gousses - Analyse de variance- 

coefficient de variation génotypique - coefficient de variation phénotypique – héritabilité 
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Introduction 

Une population est composée d'un ensemble d'individus de la même espèce, ces 

individus occupent un habitat défini par des frontières géographiques. Elle présente une 

structure définie par ses structures spatiales et génétiques ainsi que par son taux de natalité et 

de mortalité. La structure spatiale comprend la densité, la taille, la distance de mouvement de 

ses individus, l’aire de répartition de ses espèces. La structure génétique quant à elle, mesure 

la variation génétique intra et inter populations (Ricklefs et al., 2005).  

On entend par variabilité génétique d’une population la mesure des différences 

génétiques entre les individus qui la composent. Ces différences génétiques génèrent des 

phénotypes multiples. Les variations phénotypiques se manifestent de deux manières, il s’agit 

soit de variations discontinues contrôlées par un nombre limité de gènes, on parle dans ce cas 

de caractères qualitatifs ou mendéliens, soit de variations continues reconnues sous le nom de 

caractères quantitatifs ou adaptatifs qui sont généralement contrôlés par un grand nombre de 

gènes et par la variation du milieu. Le terme de « variabilité génétique » est réservé aux 

caractères quantitatifs tandis que le terme « diversité génétique » est utilisé pour les caractères 

qualitatifs (Nanson 2004). L'intérêt de la variabilité génétique découle de son importance dans 

la sélection et l’évolution. Sa mesure permet d’évaluer la capacité d’une population à 

s'adapter aux changements environnementaux. Ainsi, une population avec une variabilité 

génétique importante garantit sa durabilité dans le temps, car sa variabilité lui permet 

d’évoluer rapidement en s’adaptant aux nouvelles contraintes environnementales. La 

variabilité génétique est donc sous le contrôle combiné des conditions environnementales et 

du génotype (Via et al., 1985).  

Des méthodes simples permettent de calculer la variabilité génétique : l'écart-type, la 

variance ou le coefficient de variation (écart-type / moyenne), l’ANOVA a deux facteurs 

permet de comparer deux ou plusieurs génotypes développés dans les mêmes conditions 

environnementales. L’ANOVA permet de calculer trois composantes : variance due au 

génotype (G), variance due à l'environnement (E), et la variance due à l'interaction des deux 

(G x E) (Schlichting 1986). Il faut distinguer entre la variabilité génétique qui décrit les 

variations au niveau d'un groupe et la plasticité phénotypique qui décrit les variations au 

niveau individuel.  
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Plusieurs études se sont intéressées à l’évaluation de la variabilité génétique dans le but 

de l'exploiter dans la sélection de caractères à intérêt économique et/ou écologique. Parmi les 

caractères étudiés, on peut citer le nombre de fleurs et de gousses par plante de soja, ces 

caractères présentent les traits agronomiques les plus importants pour la production des 

semences (Zhang et al., 2010). Il s'est avéré que les conditions environnementales telles que 

la latitude et les températures basses influencent le développement des gousses chez le soja 

(Ohnishi et al., 2010). Chez le colza d’hiver, le nombre de gousses et de graines par gousse et 

par plante constituent les composantes de rendement les plus variables, ainsi, le nombre 

d'ovules par gousse et le potentiel des ovules à se développer en une graine mûre peut 

dépendre de la position de gousse dans l'architecture des plantes et du moment de leur 

apparition (Wang et al., 2011). Pour Acacia senegal (L.) Willd une étude s’est intéressée à la 

variation quantitative dans le but de caractériser les régions les plus susceptibles d’être 

désignées comme une source de semence pour la conservation du matériel génétique, 

sélection pour domestication et production de la gomme arabique (Chiveu et al., 2009). 

Cette partie a pour but de déterminer la variabilité morphologique des gousses d’Acacia 

tortilis subsp raddiana, dans le domaine saharien du Maroc. Nous cherchons, ainsi, à mettre 

en évidence l’étendue et le potentiel de la variabilité génétique des gousses d'Acacia tortilis 

subsp raddiana, l’adaptabilité intra et inter populations caractérisées par des conditions 

climatiques et édaphiques spécifiques et, enfin, de chercher si la variabilité des gousses peut 

constituer un trait agronomique. 

I. Matériel et méthodes 

I.1. Sites d’échantillonnages 

Cette étude a pour objectif la caractérisation morphologique des gousses d’Acacia 

tortilis subsp raddiana de quelques régions sahariennes du Maroc. La variabilité 

morphologique a été étudiée chez les gousses matures par des mesures biométriques et des 

évaluations qualitatives des caractères illustrés dans le tableau 8. 

Les caractères biométriques ont été étudiés chez dix provenances  ; Agdz, N’Koub, 

Tazarine, Mcissi, Tata, Tissint, Foum Zguid, Guelmim, Msied, et Assa (fig.13, tableau 9).  

Au Maroc, le domaine saharien se caractérise par des conditions climatiques très 

sévères  ; les précipitations ne dépassent pas les 100 mm et se caractérisent par leur extrême 
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variabilité (Hübener, Schmidt et al. 2005 ; (Klose et al., 2008). Les variations de température 

sont très larges et le taux de l’évaporation est très important (2000- 3000 mm/an). 

Tableau 8. Présentation des caractères quantitatifs étudiés 
 

Variable  Abréviation  

Longueur de la gousse  LNGS (cm) 

Largeur de la gousse  LRGS (mm) 

Poids de la gousse PGSp (g) 

Poids des graines/ Gousse PGR/GS (g) 

Poids de la gousse vide (PGS - PGR)(g) 

Nombre de graines/Gousse NGR/GS 

Nombre de graines infectées/Gousse NGRI/GS 

Poids de 100-graines P100 GR 

 

Tableau 9. Caractéristiques géographiques des sites de collection des gousses. 

 

I.2. Technique d’échantillonnage 

L’échantillonnage a été réalisé au mois de juillet sur deux années successives (2009 et 

2010). Dans chacune des 10 provenances 10 arbres ont été échantillonnés. Afin de minimiser 

le risque d'échantillonnage d’individus étroitement apparentés nous avons respecté un 

Province Provenance Altitude (m) Latitude Longitude

Agdz (1) 834 30°45’ N 5°30’ W

N’kob (2) 960 30°50’ N 5°44’ W

Tazarine (3) 1100 30°42’ N 6°31’ W

Foum Zguid (4) 743 30°13’ N 6°51’ W

Errachidia Mecissi (5) 820 31°13’ N 4°48’ W

Tissint (6) 676 29°51’ N 7°30’ W

Tata (7) 630 29°43’ N 7°57’ W

Guelmim Guelmim (8) 527 28°48’ N 9°27’ W

Tan Tan Msied (9) 249 28°02' N 10°50 W

Assa-Zag Assa (10) 385 28°42’ N 9°14’ W

Zagora

Tata
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espacement de 100 m entre les arbres dans chaque station. Sur chaque arbre nous avons 

récolté cent gousses dont 30 ont fait l’objet des mesures quantitatives. 

 

Fig.13.Carte des sites d’étude d’Acacia tortilis subsp raddiana. 
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I.3. Variabilité morphologique 

I.3.1. Biométrie des gousses 

Chaque arbre a été défini par huit caractères morpho-métriques : longueur de la 

gousse LNGS (cm)  ; largeur de la gousse LRGS (mm)  ; poids de la gousse PGS (g)  ; poids 

des graines de la gousse PGR (g)  ; poids de la gousse vide PGS-PGR (g)  ; nombre de graines 

par gousse NGR/GS  ; nombre de graines infestées par gousse NGRIf/GS  ; poids de 100 

graines P100 GR (g) compté sur des graines saines Fig.. 14. 

Une graine est considérée infestée lorsqu’elle présente un orifice visible à l’œil nu, 

orifice encore fermé, ou quand elle est noire (figure. 15 et 16).  

I.1.1. Forme des gousses 

Les gousses ont été également caractérisées par leur forme, en effet, l’observation des 

gousses à l’œil nu a permis de repérer un niveau élevé de polymorphisme morphologique, ce 

qui nous a incités à étudier ce caractère. 

 

Fig.14. Mesure de la longueur et 

largeur de la gousse. 

 
 

Fig.15. Graine infectée collée sur l’épiderme 

 

 

Fig.16 Graines infectées. 
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I.2. Méthode d’analyse des données  

I.2.1. Structure de la variation phénotypique 

Les données biométriques et des paramètres de génétique quantitative sont analysés sur 

deux ans à l’échelle uni et multivariable, à différents niveaux de structuration des arbres (intra 

et interprovenances) (El Ayadi et al. 2012 ; El Ayadi et al., 2011). D’abord, une analyse 

statistique descriptive a été appliquée : la moyenne, l'intervalle de variation, la déviation 

standard et le coefficient de variation ont servi à caractériser la tendance centrale et la 

dispersion de chacun des traits mesurés. La recherche d’une structure au sein d’un ensemble 

d’individus peut s’effectuer par le calcul de paramètres de corrélation. Ces paramètres sont 

ensuite utilisés dans les méthodes de classification des provenances. La structure de la 

variation phénotypique a été examinée successivement par :  

1) L'analyse du degré d'association entre les différents caractères morpho-métriques, à travers 

le calcul du coefficient de corrélation de Person. 

2) Une analyse de variance hiérarchique « ANOVA » séparant la variance observée en trois 

niveaux : entre provenances, entre arbres-mères au sein des provenances et à l'intérieur des 

arbres-mères. 

3) Une analyse en composantes principales (ACP).  

Les méthodes d'analyse multivariées ont été utilisées pour confirmer les patrons de 

classification des populations en accord avec l'ensemble des caractéristiques évaluées. Cette 

classification a pour objectif de déterminer si les entités échantillonnées (provenances) se 

différencient dans des groupes homogènes en accord avec leur origine, s'il existe une tendance 

à la différenciation. 

Pour chacun des caractères mesurés, une matrice de données a été élaborée, dans 

laquelle chaque caractère constitue une variable et chaque gousse une unité d'observation. Ces 

matrices de données ont été utilisées pour calculer les statistiques descriptives et faire 

l'analyse de variance hiérarchique. 

Pour les analyses multivariées (ACP), des matrices de moyennes par provenance ont été 

créées, dans le but de diminuer l'effet des différentes échelles et unités de mesure de chaque 

variable. 
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L'ensemble de ces analyses a été réalisé par le programme Statistica version 6.0 et Excel 

2007. 

I.2.1.1. Analyse de variance hiérarchique 

Pour l'analyse de la structure de la variation phénotypique, on a considéré un modèle 

d'ANOVA hiérarchique à effet aléatoire, dans lequel les dix provenances testées représentent 

un échantillon aléatoire des populations présentes sur la zone d'étude et, pareillement, les 

arbres-mères collectés constituaient un échantillon aléatoire des individus présents dans 

chaque provenance.  

L’analyse de variance (ANOVA), qui est une extension du test de comparaison des 

moyennes, elle s’intéresse à plus de deux groupes indépendants. Ce seront les écarts de la 

variance à la moyenne des populations étudiées qui permettront d’évaluer la pertinence de la 

séparation. La comparaison de la variance inter-provenance et intraprovenance permettra 

d’obtenir une statistique suivant la loi de Fisher-Snedecor qui servira à juger l’importance des 

différences entre les échantillons étudiés. Pour déterminer les différences entre les 

provenances, nous avons utilisé le test Duncan qui va comparer par pair les groupes retenus. 

Elle a été réalisée par la procédure Statistica version 6 avec le modèle statistique suivant  

Yijk = μ + αi + β(α)j(i) + εk(ij) 

Yijk = une observation 

μ = moyenne générale 

αi = effet de la i-ème provenance 

β(α)j(i) = effet emboîté du j-ème arbre dans la i-ème Provenance 

εk(ij) = effet aléatoire de la résiduelle 

Avec un modèle à effet aléatoire, la structure de l'analyse de variance pour la 

décomposition de la variation phénotypique est celle présentée dans le Tableau10. 
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Tableau 10. Analyse de variance hiérarchique à trois niveaux 

 

Carré moyen = CM 

Degré de liberté = dl 

Espérance des carrés moyens = ECM 

Pour chacune des provenances, le même modèle d'ANOVA hiérarchique a ensuite 

permis de subdiviser la variation intraprovenance en variance inter-arbres et variance intra-

arbre  

Le test de Levene a été utilisé pour comparer la variabilité intra-arbre d'une même 

provenance. Si le test de Levene est statistiquement significatif (P < 0.05), l'hypothèse 

d'homogénéité des variances intra-arbre au sein de la provenance doit être rejetée et par suite 

faire appel à une transformation des données. Ce test est robuste quand les effectifs des 

groupes à comparer sont égaux, ce qui est le cas de notre étude. 

I.2.1.2. Estimation des paramètres génétiques 

Les analyses de génétique quantitative ont été réalisées à l’aide du logiciel Statistica 

version 6. Les caractères mesurés suivent une distribution normale.  

Comme les variances sont supposées indépendantes, la variance phénotypique totale σ²p 

a été calculée comme suit (Nanson 1970 ; Jacques et al., 2004 ): 

  
     

      
  

Source de variation  dl  CM  ECM  

Saison  1 CMs s
2
+30 s

2
s*t/p+3000s

2 
s 

Provenance 9 CMp s
2
+60s

2
t/p+3000s

2 
s 

Saison * Provenance  9 CMs*p s
2
+30s

2
s*t/p+300s

2 
s*p 

Tree / Provenance  90 CMa/p s
2
+60s

2
t/p 

 

Saison*Tree/Provenance  90 CMs*a/p s
2
+30s

2
s*t/p  

Saison*Tree/Provenance*Echant  5800 CMe s
2
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La variation de chaque caractère a été exprimée par le coefficient de variation 

phénotypique, le coefficient de variation génotypique et l’héritabilité au sens large calculé 

comme suit : 

    
  

  
,     

  

  
et    

  
 

  
  

Pour estimer les corrélations phénotypiques et génotypiques (rp et rg respectivement), 

une analyse bivariée a été réalisée. Ainsi, rp et rg ont été estimés comme suit : 

   
         

    
     

 
    

         

    
     

 
 

I.2.1.3. Calcul du gain génétique  

Les gains génétiques attendus pour les caractères étudiés ont été obtenus en utilisant 

l’équation (Nanson 2004 ; Jacques et al. 2004 ) : 

      
      

Où x fait référence au caractère sélectionné, h²x est l’héritabilité au sens strict de ce caractère, 

i est l’intensité de sélection, σPx est l’écart type de la mesure du caractère dans la population. 

Dans le cas d’une étude des caractères d’une population dans son état naturel, et dont le 

but de réaliser une comparaison rapide des caractères qui peuvent être sélectionnés, la 

différentielle de sélection standardisée est égale à 1. Ce principe est adapté aux espèces 

forestières longévives (i.e, (Bani-Aameur et al., 2001 ; Nanson 2004 ; Ait Aabd et al., 2011) 

ainsi l’équation devient : 

     
      

I.2.1.4. Analyse en composantes principales 

L’analyse en composantes principales permet de visualiser des données quantitatives, 

l’analyse factorielle des correspondances multiples, quant à elle, elle permet de mettre en 

évidence des données qualitatives. Nos données étant quantitatives, nous avons donc utilisé 

une analyse en composantes principales. Elle est utilisée à titre exploratoire en tant que 

technique d’analyse multidimensionnelle descriptive, elle vise à résumer l’information 
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contenue dans un ensemble de variables selon un certain nombre d’axes factoriels. Ces axes, 

appelés facteurs, correspondent à des combinaisons linéaires des variables initiales. L’objectif 

est de maximiser le pourcentage de variance de l’information initiale prise en compte par les 

facteurs. 

À partir de la matrice de données, une matrice de corrélation a été calculée entre 

variables et on a obtenu les vecteurs propres permettant d'identifier les caractères les plus 

importants pour la différenciation morphologique dans chacune des composantes principales. 

Les provenances ont ensuite été projetées dans l'espace des deux premières composantes 

principales.  

II. Résultats et discussion 

II.1. Statistique descriptive des variables quantitatives 

La moyenne, le coefficient de variation, écart type des différents traits observés lors des 

deux années d'essai sont présentés dans le tableau 11. Des variations importantes sont 

apparues pour tous les traits considérés, ainsi qu'entre les provenances et les deux saisons 

d’étude.  

Les traits morphologiques relatifs à la largeur de la gousse et au poids de 100 graines 

sont régulièrement les moins variables, ils correspondent respectivement à 12  % et 20  %. 

Les coefficients de variation du nombre de graines infectées sont supérieurs à 70  % pour les 

deux saisons avec des valeurs de 87,16  % et 73,53  % respectivement pour la première et la 

deuxième saison. Les autres caractéristiques morphologiques de la gousse présentent des 

niveaux intermédiaires de variabilité, entre 26 et 39  %. 

Les niveaux de variation sont très comparables entre les deux années d’étude, les 

valeurs de la moyenne, les minimums et les maximums révèlent que les deux années étaient 

similaires dans leurs conditions climatiques. 

  



  
 

58 
 

Tableau 11. Statistique descriptive des caractères biométriques de la gousse pour deux 

saisons  

 

L’interaction des deux années présente les mêmes tendances de variation que présente 

chaque année indépendante, de plus le calcul de l’indice de l’intensité des effets (R
2
) que le 

génotype exerce plus de 30 % d’effet sur l’ensemble de l’inertie observée au sein des 

provenances (fig.17), cette intensité intra-provenance augmente à plus de 40 % lors de sa 

combinaison avec le facteur saison et ceci pour la majorité des caractères étudiés. Le caractère 

nombre de graines infectées par gousse échappe à cet effet, on a observé que l’effet du facteur 

provenance sur la variation dépasse les 39  % et 30  % pour l’effet du facteur saison. Ceci 

trouve son explication du fait que des études (Ernst et al., 1989 ; Barnes 2001 ; Grouzis et al. 

2003a) ont démontré que le taux d’infestation des graines Acacia varie beaucoup entre les 

génotypes de la même provenance et du même génotype entre deux années différentes 

(fig.18). 

  

Variables Saison Moyenne Minimum Maximum Varianace Ecart type Coefficient de variation %

Longeur de la gousse 1 13,14 1,36 28,20 12,17 3,49 26,55

2 13,12 3,60 27,00 11,79 3,43 26,18

Largeur de la gousse 1 7,4 3,97 11,08 0,85 0,92 12,44

2 7,33 3,97 11,08 0,88 0,94 12,83

Poids de la gousse 1 1,1 0,14 2,97 0,14 0,38 34,35

2 1,08 0,25 2,97 0,14 0,37 34,06

Poids des graines/ Gousse 1 0,44 0,03 1,29 0,03 0,17 39,28

2 0,42 0,03 1,16 0,03 0,16 39,03

Poids de la gousse vide 1 0,65 0,06 2,26 0,06 0,25 38,84

2 0,66 0,06 2,04 0,06 0,25 38,17

Nombre des graines/Gousse 1 7,59 1,00 15,00 4,46 2,11 27,81

2 7,5 1,00 15,00 4,30 2,07 27,66

Nombre de graine infectée/Gousse 1 3,78 0,00 13,00 9,25 3,04 80,44

2 3,85 0,00 13,00 8,01 2,83 73,52

poids de 100-graines 1 6,56 3,16 11,00 1,64 1,28 19,53

2 6,68 3,40 11,00 1,85 1,36 20,34
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Fig.17. Intensité des effets saison, provenance, génotype et leur interaction sur l’inertie 

totale. 

 

 

Fig.18. Taux d’infestation des graines entre les provenances des deux saisons Ag :Agdz, 

N’kb : N’Koub, Taz : Tazarine, Tata : Tata, Mec : Mcissi, Tsnt : Tisint, Guel : 

Guelmim, Msd : Msied, Ass : Assa, F.Zg : Foum Zguid. 
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II.2.   Analyse de corrélation entre les traits morphologiques 

Les coefficients de corrélation entre les différents traits observés chaque année sont 

présentés dans le tableau 12. La plupart des traits liés à la taille de la gousse (poids de la 

gousse, poids des graines de la gousse, poids de la gousse vide et nombre de graines par 

gousse) ont une corrélation positive avec la longueur de la gousse. En revanche, celle-ci reste 

indépendante de l’indice de qualité de la production en graine représentée dans notre étude 

par le poids de 100 graines non infectées. Dans les deux saisons, le poids de 100 graines 

présente une corrélation positive avec largeur de la gousse, poids de la gousse et le poids des 

graines de la gousse avec des valeurs de r ≥ 36. 

Les coefficients de corrélation les plus faibles ont été notés pour le nombre de graines 

infestées par gousse, ce qui montre qu’il n’y a aucun lien entre la qualité des traits de la 

gousse et l’infestation de ses graines. Bien que l’infestation des gousses d’Acacia tortilis 

subsp raddiana se produise dans une période très précoce de la floraison (Derbel et al. 2007), 

ceci n’altère pas le développement de la gousse (longueur, largeur, poids de la gousse) sauf 

pour le nombre de graines par gousse, la corrélation reste très faible avec une valeur moyenne 

de r=0.31 

II.3.   Structure de la variation phénotypique 

L'importance relative des composantes inter-provenances, inter-génotypes et intra-

génotype de la variance phénotypique était différente selon le trait considéré, et a montré un 

patron similaire entre les deux saisons (Fig.19). 

La variation des traits morphologiques (LNGR, LRGS, PGS, PGR/GS et PGS-PGR) 

était dominée par les composantes : inter-génotypes et inter-gousses, le reste de leur variation 

est représenté par la composante entre provenances (sauf pour LRGS, pour laquelle la 

variation inter-provenances était presque nulle).  

La variation du nombre de graines infestées par gousse est marquée par les composantes 

inter-provenances et inter-gousses. Le poids de 100 graines par gousse était le trait le plus 

fortement marqué au niveau des génotypes. 
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.  

Tableau 12. Coefficient de corrélation Spearman entre les traits morphologiques observés dans les deux saisons. 
 

saison2 

saison 1 
LNGS (cm) LRGS (mm) PGSp (g) PGR/GS (g) PGS - PGR NGR/GS NGRI/GS P100 Gr 

LNGS (cm) 
 

0,262*** 0,804*** 0,605*** 0,787*** 0,604*** 0,224*** 0,178*** 

LRGS (mm) 0,16*** 
 

0,472*** 0,368*** 0,452*** -0,007 0,009 0,432*** 

PGSp (g) 0,72*** 0,48*** 
 

0,812*** 0,927** 0,591*** 0,166*** 0,369*** 

PGR/GS (g) 0,61*** 0,38*** 0,85*** 
 

0,553*** 0,639*** 0,049 0,400*** 

PGS - PGR 0,68*** 0,46*** 0,93*** 0,60*** 
 

0,463*** 0,224*** 0,276*** 

NGR/GS 0,67*** 0,05        0,70*** 0,71*** 0,57*** 
 

0,349*** -0,100*** 

NGRI/GS 0,24*** 0,01 0,15*** 0,01 0,22*** 0,28 
 

-0,161*** 

P100 Gr 0,20*** 0,47*** 0,40*** 0,50*** 0,25*** 0,05 -0,15 
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La composante intra-génotype (inter-gousses) était plus importante que les 

composantes : inter et intra provenance pour la plupart des traits étudiés, sauf pour les 

caractères LRGS, NGRI/GS et le poids de 100 graines. La variation intra-génotype présente 

plus que 75 % de la variation totale pour le trait NGR/GS.  

Deux groupes de traits semblent donc se distinguer : 

 Ceux liés étroitement aux génotypes (arbre-mère): ils sont avant tout caractéristiques 

des génotypes eux-mêmes. Il s’agit des traits dont la variation intra-provenance 

dépasse les 60 % de la variation totale (poids de 100 graines saines, la largeur de la 

gousse). 

 Ceux liés à la qualité de la gousse dominée par la variation intra-génotype (poids de la 

gousse, poids de graines par gousse, poids de gousse vide et nombre de graines infecté 

par gousse) : ils sont beaucoup plus dépendants du niveau gousse et liés aux 

conditions particulières de fécondation et d’infestation qui se déroule pendant la 

période de floraison, où les deux phénomènes se produisent avec des probabilités très 

différentes au sein du même génotype. Ce patron semble d'ailleurs bien illustré pour le 

trait nombre de graines infectées par gousse comme le suggère l'augmentation de la 

variance intra-génotype en saison 2.  

Il ne s'agit donc pas à proprement parler de traits morpho-métriques de gousses qui sont 

liés, mais plutôt d'un résultat de deux phénomènes indépendants agissant étroitement sur la 

qualité de la gousse. 

II.4.   Variation inter-provenances 

Des différences significatives existent entre les dix provenances d’Acacia tortilis subsp 

raddiana pour chacune des deux saisons (Tableau 13). Les traits LNGS, NGR/GS et 

NGRI/GS ont montré des différences inter-provenances significatives et stables entre les deux 

années d’études : Agdz, N’Koub, Tazarine suivie par Mcissi, Foum Zguid et Tissint ayant 

régulièrement les moyennes les plus élevées pour ces traits, à l’exception de Tissint qui 

présentait pour les deux saisons des taux d’infestations très élevés par rapport aux autres sites. 

Les caractères PGS et PGS-PGR ont présenté des différences non significatives durant 

la première saison, ces mêmes caractères ont montré lors de la deuxième saison des 
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différences significatives. Alors que le caractère LRGS et le poids de 100 graines ont gardé, 

pendant les deux années d’étude, une différence non significative entre les provenances. 

 

 

 

Fig.19. Distribution de la variance phénotypique au sein des dix provenances d’Acacia tortilis 

subsp raddiana) en saison 1 (2008-2009) et b) saison 2 (2009-2010) 

Rouge : variation intra-provenance, bleue : variation intra-génotypes, verts : variation inter-

provenance. 
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Tableau 13. Variation inter et intra provenance Analyse statistique de la saison 1 et 2 (dl : degré de liberté, SD : écart type, CV % : 

coefficient de variation, R² : intensité des effets et F : borne du domaine de rejet pour le seuil choisi. 

 
Variables Moyenne  

Provenances Génotype/Provenance 

 

dl (SD) CV  % F R
2
 dl (SD) CV  % F R

2
 

S
ai

so
n
 1

 

Longueur de la gousse (cm) 13,16 9 3,54 26,88 3,27** 24,64 90 3,54 26,88 22,37*** 75,36 

Largeur de la gousse (mm) 7,47 9 0,91 12,17 0,47ns 4,54 90 0,91 12,17 62,38*** 95,46 

Poids de la gousse (g) 1,11 9 0,39 34,7 1,08
ns

 9,77 90 0,39 34,7 27,02*** 90,23 

Poids des graines/gousse (g) 0,47 9 0,18 37,91 2,31
ns

 18,77 90 0,18 37,91 18,58*** 81,23 

Poids de la gousse vide (g) 0,65 9 0,25 39,12 0,75ns 7,01 90 0,25 39,12 35,76*** 92,99 

Nombre des graines/gousse 7,68 9 2,14 27,87 3,98*** 28,5 90 2,14 27,87 8,58*** 71,5 

Nombre de graines infectées /gousse 3,71 9 3,23 87,16 31,68*** 76,01 90 3,23 87,16 12,45*** 23,99 

Poids de 100 graines (g) 6,44 9 1,18 18,39 0,90
ns

 8,3 90 1,18 18,39 385,06*** 91,7 

S
ai

so
n
2

 

Longueur de la gousse (cm) 13,12 9 3,44 26,21 3,48*** 25,82 90 3,44 26,21 14,05*** 74,18 

Largeur de la gousse (mm)  7,33 9 0,94 12,84 1,10
ns

 9,94 90 0,94 12,84 39,97*** 90,06 

Poids de la gousse (g) 1,08 9 0,37 34,18 2,87*** 22,32 90 0,37 34,18 16,13*** 77,68 

Poids des graines/gousse (g) 0,42 9 0,16 39,44 2,94** 22,73 90 0,16 39,44 13,94*** 77,27 

Poids de la gousse vide (g) 0,66 9 0,25 38,12 3,27*** 24,68 90 0,25 38,12 17,49*** 75,32 

Nombre des graines/gousse 7,5 9 2,08 27,7 4,90*** 32,89 90 2,08 27,7 5,69*** 67,11 

Nombre de graines infectées /gousse 3,85 9 2,83 73,53 15,46*** 60,73 90 2,83 73,53 7,969*** 39,27 

Poids de 100 graines (g) 6,68 9 1,36 20,37 2,55
ns

 20,34 90 1,36 20,37 378,16*** 79,66 

 

Différence significative à : *** α= 0.001 ,  ** α= 0.01 et * α=0.05 ;  
ns

 Différence non-significative. 
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La stabilité inter-saisons des traits : longueur de la gousse, nombre de graines par 

gousse et nombre de graines infectées par gousse traduisent la relation entre la taille de la 

gousse et la production de graines, malgré les fluctuations certaines de la production à cause 

des infestations. Ces traits pourraient donc être caractéristiques des provenances, mais seuls 

des essais de comportement des génotypes face à des stress environnementaux marqués 

permettraient de conclure. 

II.4.1. Variation inter-génotype 

Dans notre étude nous avons noté une variance inter-génotype importante par rapport à 

la variance inter-provenances. Celle-ci dépendait à la fois de l'année, de la localité et du trait 

considéré (Fig 20). Cela est dû en partie au type de reproduction, chez Acacia tortilis 40 % 

des graines proviennent d’une allo-fécondation (Campa et al., 1998), et au caractère 

polyploïde de notre subsp raddiana (Cardoso 1995 ), ajoutant à cela que nos mesures ont été 

réalisées sur des sites non préservés, sauvages, dont les effets maternels sont forts et ont 

contribué fortement à  

D'une façon générale, la variabilité intra-génotype dépasse la variabilité inter-génotype 

pour la majorité des provenances, ce qui suggère qu’une héritabilité des traits morpho-

métriques de la gousse serait donc moins forte pour la plupart des traits concernés, à 

l’exception du poids de 100 graines et la largeur de la gousse.  

Néanmoins, deux groupes de variables peuvent être distingués : 

 Pour LNGS, PGS, PGR/GS, et PGS-PGR et NGRI/GS, la proportion de variances inter-

génotypes a varié considérablement entre provenances et années. Pour Tissint par 

exemple, cette proportion est passée de 70 % pour LNGS en saison 1 à 18 % pour 

saison 2 et, pour cette même provenance le PGS de 58 % en saison 1 à 31 % en saison 

2. 

 Les traits poids de 100 graines et largeur de la gousse ont présenté généralement une 

variation inter-génotype importante, supérieure à 80 % pour le poids de 100-graine et 

a dépassé les 45 % pour LRGS.  
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Fig.20. Répartition de la variance phénotypique inter-génotype (rayure rouge) et intra-

génotype (rayure bleue) pour les huit traits morpho-métriques observés au sein des dix 

provenances étudiées (à gauche saison 1, à droite saison 2) 
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(Suite  Fig.21) Répartition de la variance phénotypique inter-génotype (rayure rouge) et intra-

génotype (rayure bleue) pour 8 traits morpho-métriques observés au sein de dix provenances 

d’Acacia tortilis subsp raddiana à gauche en saison 1, à droite en saison 2 
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(Suite  Fig.22) Répartition de la variance phénotypique inter-génotype (rayure rouge) et intra-

génotype (rayure bleue) pour 8 traits morpho-métriques observés au sein de dix provenances 

d’Acacia tortilis subsp raddiana à gauche en saison 1, à droite en saison 2 

Mseid

LNGS (cm)

LRGS (mm)

PGSp (g)

PGR/GS (g)

PGS - PGR

NGR/GS

NGRI/GS

P100 GR

0

20

40

60

80

100

V
a
ri
a
n
c
e
 R

e
la

ti
v
e
 E

s
ti
m

é
e
 (

%
)

Mseid

LNGS (cm)

LRGS (mm)

PGSp (g)

PGR/GS (g)

PGS - PGR

NGR/GS

NGRI/GS

P100 Gr

0

20

40

60

80

100

V
a
ri
a
n
c
e
 R

e
la

ti
v
e
 E

s
ti
m

é
e
 (

%
)

Tata

LNGS (cm)

LRGS (mm)

PGSp (g)

PGR/GS (g)

PGS - PGR

NGR/GS

NGRI/GS

P100 GR

0

20

40

60

80

100

V
a
ri
a
n
c
e
 R

e
la

ti
v
e
 E

s
ti
m

é
e
 (

%
)

Tata

LNGS (cm)

LRGS (mm)

PGSp (g)

PGR/GS (g)

PGS - PGR

NGR/GS

NGRI/GS

P100 Gr

0

20

40

60

80

100

V
a
ri
a
n
c
e
 R

e
la

ti
v
e
 E

s
ti
m

é
e
 (

%
)

Gluemim

LNGS (cm)

LRGS (mm)

PGSp (g)

PGR/GS (g)

PGS - PGR

NGR/GS

NGRI/GS

P100 GR

0

20

40

60

80

100

V
a
ri
a
n
c
e
 R

e
la

ti
v
e
 E

s
ti
m

é
e
 (

%
)

Gluemim

LNGS (cm)

LRGS (mm)

PGSp (g)

PGR/GS (g)

PGS - PGR

NGR/GS

NGRI/GS

P100 Gr

0

20

40

60

80

100

V
a
ri
a
n
c
e
 R

e
la

ti
v
e
 E

s
ti
m

é
e
 (

%
)



  
 

69 
 

Inter-génotype  Intra-génotype  

 

 

(Suite  Fig.23) Répartition de la variance phénotypique inter-génotype (rayure rouge) et 

intra-génotype (rayure bleue) pour 8 traits morpho-métriques observés au sein de dix 

provenances d’Acacia tortilis subsp raddiana à gauche en saison 1, à droite en saison 2 

II.5.   Estimation des paramètres de variation génétique 

Le coefficient de variation phénotypique (PCV) et génotypique (GCV), l’héritabilité au 

sens large (h
2
b) et le gain génétique (GA) sont présentés dans le tableau 15. Pour la plupart 

des caractères, les interactions génotype-environnement sont plus grandes que la variance 

génétique. 

Dans la première et la deuxième saison les valeurs du coefficient de variabilité 

phénotypique (PCV) les plus faibles sont notées pour le caractère de largeur de la gousse, 

avec successivement 12,42  % et 12,84  % et il diminue à 10,62  % pour l'interaction des deux 

années. Les valeurs les plus élevées ont été notées pour le nombre moyen de graines infectées 

par gousse avec successivement 64,48  % (saison 1), 65.02  % (saison 2). Cette valeur 

diminue à 61,32  % à l'interaction des deux saisons. Les coefficients de variation génotypique 

(GCV) ont montré des tendances similaires à celles des coefficients de variation phénotypique 

(PCV) qui variaient entre 10,65  %  ; 9,18  % pour la largeur des gousses et 33,89  %  ; 28,23  

% pour le nombre de graines infectées par gousse simultanément pour la première et 

deuxième saison. En ce qui concerne l'héritabilité (h
2
), les estimations varient de 20,19  % à 

13,53  % pour le nombre de graines par gousse, et 92,75  %  ; 92,63  % pour les poids de 100 

graines.  
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Tableau 14. Estimation des paramètres génétiques des traits de la gousse par saison. 
 

 
Variables  

Variance Coefficient of variance ( %) 
Héritabilité ( %)  Gain génétique ( %) 

 

Génotypique  Phénotypique  Génotypique  Phénotypique  

sa
is

o
n
 1

 

Longueur de la gousse (cm)  4,80 11,54 16,65 25,81 41,61 10,74 

Largeur de la gousse (mm) 0,58 0,86 10,18 12,42 67,17 8,34 

Poids de la gousse (g) 0,07 0,15 23,66 34,71 46,45 16,13 

Poids des graines/ Gousse (g) 0,01 0,03 22,57 37,13 36,96 13,72 

Poids de la gousse vide (g) 0,03 0,06 28,91 39,47 53,68 21,18 

Nombre de graines/Gousse  0,87 4,32 12,17 27,07 20,19 5,47 

Nombre de graines infectées/Gousse 1,58 5,72 33,89 64,48 27,63 17,81 

poids de 100-graines (g) 1,32 1,43 17,86 18,55 92,75 17,20 

sa
is

o
n

 2
 

Longueur de la gousse (cm)  3,35 11,06 13,95 25,34 30,32 7,68 

Largeur de la gousse (mm) 0,50 0,89 9,65 12,84 56,51 7,26 

Poids de la gousse (g) 0,04 0,13 19,25 33,24 33,53 11,15 

Poids des graines/ Gousse (g) 0,01 0,03 21,09 38,42 30,14 11,58 

Poids de la gousse vide (g) 0,02 0,06 21,92 36,79 35,48 13,05 

Nombre des graines/Gousse  0,55 4,09 9,92 26,96 13,53 3,65 

Nombre de graine infectée/Gousse 1,18 6,28 28,23 65,02 18,85 12,26 

poids de 100-graines (g) 1,53 1,65 18,52 19,24 92,63 17,82 
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II.6.  Analyse multi-variable (ACP) 

L’application de l’analyse en composante principale (ACP) sur les données 

quantitatives a permis de tracer les affinités entre les provenances par rapport à la globalité 

des variables ainsi que de définir des éventuelles corrélations. La projection sur le plan de 

l’ACP couvre 76,12  % de l’inertie totale (Fig 24-25). Le tableau 15 reporte la contribution 

des valeurs de chaque variable aux plans factoriels 1 et 2.  

 

Figure 24. Cercle de corrélation entre les variables et les facteurs 1 et 2 

Tableau 15. Contributions des variables en pourcentage dans la définition des facteurs 1 

et 2. 

 
F1 F2 

LNGS (cm) 19,099 6,086 

LRGS (mm) 13,275 0,686 

PGSp (g) 24,631 0,205 

PGR/GS (g) 14,138 10,890 

PGS - PGR 19,862 2,218 

NGR/GS 6,795 15,874 

NGRI/GS 0,073 28,570 

P100 GR 2,127 35,471 
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La longueur de la gousse, le poids de la gousse, le poids des graines par gousse et le 

poids de la gousse vide sont les plus déterminants pour l’axe factoriel 1 qui absorbe presque 

50 % de la variation. Tandis que le facteur 2 est défini par le nombre de graines infectées par 

gousse et le poids de 100-graines. 

 

Figure 25. Projection sur le plan factoriel 1-2 des provenances sur la base des variables 

ayant une différence significative. 

D’après les valeurs propres (cosinus carré) de chaque provenance (Tableau 16), 

toutes les provenances sont bien représentées sur le plan 1-2, sauf la provenance Tazarine. 

En effet, la somme des cosinus carrés qui mesure la proximité entre un point et la 

provenance qu’il représente, cette valeur est de 0,096 ce qui correspond à une faible 

représentativité sur le plan principal. La distance entre deux projections n’est proche de la 

distance réelle que si les deux provenances sont bien représentées (Anonyme 2012a) 
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Tableau 16. Cosinus carrés des observations  

  F1 F2 somme des cosinus carrés 

Agdz 0,003 0,245 0,248 
 

N’kob 0,461 0,255 0,716 
 

Tazarine 0,053 0,043 0,096 
 

F.Zguid 0,644 0,060 0,704 
 

Mcissi 0,396 0,337 0,733 
 

Tissint 0,061 0,742 0,803 
 

Tata 0,572 0,286 0,858 
 

Guelmim 0,560 0,333 0,892 
 

Msied 0,792 0,159 0,950 
 

Assa 0,940 0,013 0,954 
 

D'un côté, les provenances de Foum Zguid, N’Koub et Tata sont négativement corrélées 

avec le nombre de graines infectées par gousse, du fait qu’elles sont les plus saines, 

inversement à la provenance de Tissint, Mcissi qui sont positivement corrélé avec cette 

variable. D’un autre côté, les provenances Mcissi et Tazarine sont caractérisées par des 

valeurs moyennes du nombre de graines par gousse les plus importantes. La provenance de 

Tata et Foum Zguid quant à eux sont caractérisées par des valeurs moyennes supérieures à la 

moyenne pour le poids de 100 graines, au temps que Tissint est marquée par les moyennes les 

plus élevées de graines infectées. Les provenances d’Assa, Msied et Guelmim sont marquées 

par des valeurs les plus faibles des traits étudiés.  

Dans l’ensemble, les provenances N’Koub et Tazarine peuvent être considérées comme 

sources assez stables pour l’approvisionnement en semis, puisqu’elles ont gardé le même 

comportement entre la première et la deuxième année. Ces provenances appartiennent à la 

province d’Ouarzazate, relativement moins soumises à la sécheresse par rapport aux autres 

provenances (Tableau 17).   



  
 

74 
 

Tableau 17. Performances annuelles moyennes des provenances en fonction des caractères biométriques de la gousse 

 

Variables  Agdz N’koub Tazarine F.Zguid Mcissi Tissint Tata Guelmim Msied Assa 

sa
is

o
n
 1

 

LNGS (cm) 13,07 cd 13,80 bc 13,91 bc 11,92 d 12,16 d 15,68 a 14,52 ab 12,18 d 11,91 d 12,42 d 

LRGS (mm) 7,49 a 7,35 a 7,32 a 7,77 a 7,68 a 7,38 a 7,53 a 7,27 a 7,31 a 7,51 a 

PGSp (g) 1,01 a 1,23 a 1,20 a 0,97 a 1,13 a 1,22 a 1,14 a 1,06 a 1,09 a 1,06 a 

PGR/GS (g) 0,46 a 0,53 a 0,51 a 0,37 a 0,51 a 0,50 a 0,49 a 0,41 a 0,42 a 0,43 a 

PGS - PGR 0,54 a 0,69 a 0,68 a 0,59 a 0,61 a 0,71 a 0,64 a 0,64 a 0,66 a 0,63 a 

NGR/GS 7,07 cd 8,41 a 8,01 ab 6,41 d 7,99 ab 8,43 a 7,64 abc 7,30 abc 7,96 ab 7,52 abc 

NGRI/GS 0,37 a 0,56 a 1,11 a 4,15 bc 3,61 b 6,67 d 5,25 c 4,56 bc 4,09 bc 6,70 d 

P100 GR 6,93 a 6,55 a 6,69 a 6,23 a 6,75 a 6,27 a 6,66 a 6,15 a 5,76 a 6,38 a 

sa
is

o
n
 2

 

LNGS (cm) 13,93ab 13,27b 13,47b 13,94ab 14,96a 12,88bc 13,63b 11,64d 11,55d 11,90cd 

LRGS (mm) 7,28a 7,44a 7,26a 7,78a 7,15a 7,43a 7,62a 7,23a 6,98a 7,14a 

PGSp (g) 1,06abc 1,17ab 1,09abc 1,24a 1,20a 1,00bc 1,15ab 0,99bc 0,93c 0,90c 

PGR/GS (g) 0,38a 0,50a 0,45ab 0,44ab 0,42ab 0,34a 0,46ab 0,38a 0,38a 0,37a 

PGS - PGR 0,67abc 0,66abcd 0,64cd 0,79a 0,78ab 0,66bcd 0,68abc 0,61cd 0,55cd 0,53d 

NGR/GS 7,52abc 7,99ab 8,24a 7,08cd 7,97ab 7,98ab 7,59abc 6,64d 6,63d 7,33bcd 

NGRI/GS 3,22abc 2,98ab 2,39a 3,93bcd 4,88d 7,39e 3,39abc 2,75a 3,29abc 4,30cd 

P100 GR 6,22cd 7,40ab 5,98c 7,24ab 6,29abc 5,8c 7,52a 7,00abc 7,02abc 6,31abc 
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II.7. Forme des gousses. 

Six formes de base de gousses ont pu être identifiées (Fig 27) : allongée, arquée, ronde, 

spiralée, ondulée, et ressort. Les formes les plus abondantes sont arquées et rondes (Tableau 

18), tandis que les formes complexes (ondulées spiralées, ressort, spiralées ondulées) restent 

rares au niveau de l’ensemble des provenances. 

Les provenances ont tendance à garder les mêmes formes entre les deux saisons.  

 

Figure 26. Cercle de corrélation entre les variables quantitatives mesurées et la forme de 

la gousse 

à partir de l’établissement du cercle de corrélation des variables (Fig. 26), nous constatons que 

le poids de 100 graines est corrélé avec la forme ronde et arquée.  

La largeur de la gousse est bien corrélée avec la forme allongée, au temps que la longueur de 

la gousse, le poids de la gousse et nombre de graines par gousse sont corrélés avec les formes 

ondulées et spiralées ouvertes.  
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L’étude plus approfondie de la forme des gousses peut éclaircir davantage la structuration des 

provenances selon ce paramètre relativement discontinu. 

 

Figure 27. Formes des gousses détectées au sein des six provenances. 
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Tableau 18. Répartition des pourcentages des formes des gousses au sein des six provenances. 
 

  

allongée arquée ondulée ressort ronde spiralée spiralée ouverte spiralée plate ondulée spiralée spiralée ondulée ronde nœud 

sa
is

o
n
 1

 

Mcissi 0,67 42,33 19,67 2,67 16,00 9,33 5,33 3,00 1,00 0,00 0,00 

Tissint 0,33 6,67 27,67 0,33 28,00 2,67 33,67 0,67 0,00 0,00 0,00 

Guelmim 0,00 42,67 8,00 1,67 19,67 6,00 14,33 6,67 0,67 0,33 0,00 

Msied 1,00 30,33 11,00 0,00 19,33 0,67 18,00 15,67 0,33 0,00 3,67 

Assa 2,67 50,33 5,00 0,00 17,33 0,33 10,67 12,33 0,00 0,00 1,33 

F.Zguid 3,33 30,00 19,33 1,33 21,00 4,33 13,67 3,33 1,67 0,00 2,00 

sa
is

o
n

 2
 

Mcissi 0,00 50,33 13,33 0,00 21,33 5,00 2,00 4,00 0,00 0,00 3,67 

Tissint 1,00 11,67 20,67 0,00 29,33 0,00 28,33 7,33 0,00 0,00 1,67 

Guelmim 1,00 32,33 10,33 0,00 30,00 4,00 10,33 2,33 0,00 0,00 9,67 

Msied 0,33 33,67 11,00 0,67 24,00 4,00 6,67 3,00 0,00 0,00 16,33 

Assa 0,00 40,33 3,33 5,33 13,67 12,67 9,67 6,67 0,00 0,00 8,33 

F.Zguid 0,00 30,00 23,33 1,00 18,00 5,00 16,67 1,67 0,67 0,00 3,00 
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Conclusion  

Dans cette étude, les caractères morpho-métriques de la gousse ont été utilisés pour la 

caractérisation de la variabilité génétique au sein des peuplements naturels d’Acacia tortilis 

subsp raddiana au Maroc. Ils ont montré que tous les caractères morpho-métriques sont 

influencés par la part génétique et surtout environnementale, vu que les coefficients de 

variation phénotypique étaient supérieurs aux variations génotypiques. Ainsi, certaines 

variables étaient non significatives à la 1
ère

 saison et ils le sont à la 2
ème

 saison. Les facteurs de 

variation étudiés (Arbre dans la provenance, provenance et saison) sont tous significatifs. Des 

variations importantes au sein de l'arbre dans la provenance, entre provenances et entre saison 

pour l’ensemble des traits ont été observées. La variabilité intra et inter-provenances est 

parfois de même ordre. Par conséquent, la caractérisation des provenances en fonction de leur 

origine géographique n’est pas systématique. Différents cas de figure de ressemblances et ou 

de dissemblances ont été mises en évidence. En outre, les provenances de Tazarine et N’Koub 

ont présenté des valeurs moyennes élevées pour la majorité des caractères étudiés pendant la 

première et la deuxième année. L’approche de présélection pour des éventuels vergers à 

graines peut être initiée en exploitant les données recueillies sur l’arbre et sur la provenance. 

Ainsi, selon la répartition des génotypes qui dépassent la moyenne de l’ensemble des 

provenances pour les caractères étudiés, on peut opter pour la stratégie de gestion des 

ressources des Acacias sahariens soit pour le facteur arbre (i.e., poids de la gousse, poids de 

100 graines) ou provenance (i.e., Longueur de la gousse, nombre de graines par gousse et 

nombre de graines infectées par gousse). 

L’évaluation de la variabilité des caractères adaptatifs s’avère très utile pour la présélection 

d’arbres élites, mais elle reste insuffisante pour une description de la structure génétique des 

peuplements d’Acacias sahariens. Pour cela, l’exploitation du polymorphisme des marqueurs 

moléculaires neutres vis-à-vis de l’environnement, est une approche complémentaire et très 

utile pour la conception de la gestion des ressources phytogénétiques. 
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D. Chapitre 3. 

Dénombrement chromosomique chez 

Acacia tortilis subsp raddiana du 

Maroc 
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Résumé 

L’étude cytogénétique n’a jamais fait l’objet à notre connaissance d’une recherche 

sur les Acacias sahariens du Maroc, et notamment chez Acacia tortilis subsp raddiana. 

La présente étude cherche en premier lieu à savoir le nombre chromosomique à travers 

différentes techniques de coloration avec et sans fluorescence. Dans un second lieu, la 

technique d’hybridation fluorescente in situ (FISH) avec double étiquetage via deux 

sondes de l’ADNr (18S-28S marquée à la biotine et 5S marquée au digoxigénine) a été 

utilisée pour tester l’existence d’anomalies intrachromosomiques.  

Les résultats ont révélé une polyploïdie avec un nombre de base x = 13. Nous avons 

mis en évidence : des octaploïdes (2n=8x=104). Les plaques à 104 chromosomes ont 

montré deux signaux à la fois pour ARNr 5S et pour ARNr 18S-28S. Un signal provenant 

d’ARNr 5S était moins intense. Cette inégalité d’intensité peut être expliquée par une 

différence du nombre de copies formant chacun des sites d’hybridation 5S. Le nombre 

limité des sites d’hybridation des ARNr 5S et 18S-28S chez Acacia tortilis subsp 

raddiana «type octaploïde» suggère que le dédoublement des chromosomes chez les 

autopolyploïdes affecte le réarrangement des gènes qu’ils portent, tout comme chez les 

allopolyploïdes. La présence d’un site ARNr 5S avec un faible signal peut être témoin de 

la présence d’une perte de copies des ARNr au cours du temps de l’évolution. Ce résultat 

peut expliquer l’absence des autres sites qui ont probablement perdu un nombre 

important de leurs copies lors de la méiose, mettant en place des remaniements ou 

anomalies intrachromosomiques (i.e., insertion/délétion), lesquels sont techniquement 

traduits par la diminution ou la perte du signal au seuil détectable par la FISH.  

Mots clés : Acacia tortilis subsp raddiana, chromosomes, polyploïdie, FISH, délétion 
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Introduction 

La cytogénétique est une science née du brassage de la cytologie et de la génétique. 

Elle a grandement participé dans la compréhension de la phylogénie et la taxonomie de 

nombreux taxons, et dans l'exploitation de la variabilité interspécifique. Elle s'intéresse au 

dénombrement des chromosomes et à leurs brassages. Pour ce faire, elle utilise des 

colorations homogènes des chromosomes, tels que le carmin acétique, acéto-orcéine, ou 

des colorations inhomogènes qui donnent lieu à des colorations en bandes. Avec le 

progrès de la biologie moléculaire, cette technique a été appliquée sur les chromosomes 

sous le nom de la technique FISH (hybridation in situ avec une sonde fluorescente). Le 

but de ce chapitre est la mise au point d’une technique permettant de dénombrer les 

chromosomes chez Acacia tortilis subsp raddiana du Maroc et savoir son niveau de 

ploïdie, ce qui permettra de bien mener l’étude de la diversité génétique chez cette 

espèce. En outre, aucune étude à notre connaissance au Maroc n’a été réalisée au niveau 

de sa diversité ou de sa garniture chromosomique.  

I. Synthèse bibliographique 

I.1. Le cycle cellulaire 

La division cellulaire est une étape qui marque la vie d'une cellule qui n'est pas en 

quiescence (phase G0 = phase de repos). Une fois, la cellule est excitée par un facteur de 

croissance, elle rentre en cycle cellulaire. Les premières études de division cellulaire 

remontent au 1821, avec le célèbre aphorisme de Rudolf Virchow (1821-1902) « Omnis 

Cellula E Cellula» « toutes cellules proviennent d'une cellule ». Depuis, les recherches se 

sont concentrées sur la compréhension du processus de cette division et la manière dont 

les cellules transmettent fidèlement l'information génétique d'une génération à la 

suivante. Deux événements majeurs sont une caractéristique commune pour tous les 

cycles cellulaires qui sont facilement détectables par microscopie optique. Il s'agit de la 

phase M et l'interphase. La phase M (phase mitotique = division cellulaire) composée de 

la mitose où les chromosomes répliqués ségrèguent dans deux noyaux (Howard et al., 

1951  ; Howard et al., 1986  ; Nurse 1990) et la cytocinèse (cytodiérèse), où la cellule en 

division se sépare en deux cellules filles. La phase d'interphase où les chromosomes sont 
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répliqués. La notion de cycle cellulaire, a été mise en évidence par les travaux de Howard 

et Pelc en 1953, où il a été découvert que le cycle mitotique normal au niveau du 

méristème racinaire s'étale sur plusieurs heures, dont une période très courte est réservée 

à la division cellulaire, tandis que, le reste des heures est consacré pour la synthèse d'un 

nouvel ADN jusqu'à l’apparition de la prophase du nouveau cycle mitotique (Howard et 

al. 1986).  

I.1.1. Les phases du cycle cellulaire 

I.1.1.1. Interphase 

L’interphase est une phase de croissance cellulaire. Elle comprend trois phases G1, 

S et G2. C'est une étape clé du cycle cellulaire, la cellule se prépare pour entamer la 

mitose. Ainsi, la cellule consacre toute sa machinerie pour répliquer son ADN et 

synthétiser son stock de protéines, et produire une quantité suffisante d'organites et de 

composants cytoplasmiques pour les deux cellules filles.  

 La phase G1 (Gap) : constitue une phase très variable en longueur qui précède la 

phase S, au cours de laquelle la cellule assure sa croissance en s'alimentant des 

nutriments absorbés (Galas et al., 2008). Durant cette période, la cellule produit les 

composants nécessaires au déroulement des phases postérieures tels que les nucléotides, 

les enzymes, les acides aminés, les organites, etc., d'où son augmentation de volume. 

Aucune synthèse de l'ADN n'est notée à cette phase. Elle peut durer de quelques jours à 

des années comme le cas des cellules nerveuses qui ne se divisent pas ou les cellules 

cultivées qui cessent de se diviser par inhibition de croissance (De Robertis et al., 1983). 

Si les conditions de croissance cessent à un moment spécifique de G1, la cellule entre en 

phase G0 état de repos de la cellule.  

 La phase S (Synthèse) : C'est la phase de synthèse d’ADN par l'intermédiaire de 

l'activation de l’ADN polymérase. Les nouvelles molécules d'ADN synthétisées sont 

structurées sous forme de nucléosomes à l'aide des Histones (Galas et al. 2008), on note 

également le déroulement des mécanismes de correction du matériel génétique pour 

éviter une accumulation des mutations. À la fin de la phase S, tous les chromosomes sont 
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sous forme de deux chromatides. La cellule entame également la duplication de son 

centrosome au cours, de la phase de transition entre G1/S (Lacey et al., 1999) 

 La phase G2 (Gap) : C'est l'étape qui précède la mitose, les préparatifs se 

complètent. À ce stade, la cellule contient un matériel génétique répliqué qui peut bien 

être visualisé en fusionnant des cellules en G2 avec des cellules en phase M (Karp et al., 

2004). Les chromosomes dupliqués sont dispersés dans le noyau, et commencent leur 

condensation. Les cellules avec un centriole achèvent la duplication de ce dernier, ainsi 

on trouve deux paires de centrioles en dehors de l'enveloppe nucléaire.  

Les deux phases G, servent de phase de contrôle de l'intégrité du matériel génétique 

synthétisé, ainsi elles assurent la réparation en cas d'erreurs éventuelles risquant d'être 

ensuite transmises aux cellules filles (Lüllmann-Rauch et al., 2008). 

I.1.1.2. La division mitotique ou phase M 

La division mitotique comporte deux évènements : la mitose et la cytodiérèse. C'est 

une phase très bien contrôlée grâce aux mécanismes moléculaires et structuraux. À 

l'encontre de l'interphase qui peut être arrêtée selon les facteurs de la cellule à la phase 

G1 ou phase G2 grâce aux points de passage localisés à la fin de ces deux phases, la 

phase M est un processus continu dans le temps qui ne dure que quelques minutes à une 

heure (Raven et al. 2003). La mitose est divisée en 5 phases principales : prophase, pro 

métaphase, métaphase, anaphase et télophase.  

I.1.1.2.1. Les stades de la mitose 

a. La prophase 

Le début de ce stade est marqué par des chromosomes encore filamenteux bien 

dispersés dans tout le noyau. Au fur et à mesure que ce stade progresse la condensation 

des chromosomes se poursuit pour se trouver à la fin de ce stade avec des chromosomes 

volumineux qui sont unis sur toute leur longueur, adhérés à l'enveloppe nucléaire avec 

libération du centre du noyau (Chen 1936). On assiste à un début de formation du fuseau 

qui permettra la séparation des deux chromatides sœurs, ainsi un pont se forme entre les 

deux pôles de la cellule.  
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b. Pro métaphase 

Pendant ce stade, les chromatides sœurs attachées par des protéines spécialisées 

(complexe protéique de cohésine) se détachent au niveau des bras, mais reste attachées au 

niveau de la région du centromère (Lüllmann-Rauch et al. 2008). Les chromosomes 

condensés se fixent par l’intermédiaire du kinétochore au niveau du centromère sur le 

fuseau mitotique et se déplacent vers le centre de la cellule, en même temps l'enveloppe 

nucléaire termine sa désintégration. Les chromosomes pro métaphasiques occupent tous 

l'espace du noyau antérieur. À la fin, les chromosomes se regroupent tous au centre du 

fuseau mitotique. 

c. Métaphase 

La métaphase est la phase spectaculaire de la mitose. Les chromosomes sont 

rassemblés dans la plaque métaphasique (équatoriale) à l’aide des microtubules des 

kinétochores développés au niveau du centromère. Ces derniers exercent des forces 

équilibrées sur les chromosomes, les tiraillements continuent jusqu'à ce que les 

chromosomes soient tous alignés sur la plaque métaphasique, chaque chromatide est 

connectée vers un pôle opposé avec le centromère sur le plan équatorial. Si l'un des 

chromosomes reste non connecté à un microtubule, la mitose s'arrête : c'est le point de 

contrôle fusal (Lüllmann-Rauch et al. 2008). À cette étape, les chromosomes sont prêts 

pour entamer la phase suivante anaphase.  

d. Anaphase 

L'anaphase est caractérisée par sa courte durée, chacune des chromatides sœurs d'un 

chromosome migre brusquement dans un pôle contraire. À cette étape, la cohésine au 

niveau de la région centromérique (Warren et al., 2000) se scinde ce qui permet la 

séparation des deux chromatides sœurs de telle sorte que chacune se déplace vers le pôle 

auquel elle est connectée. Le déplacement des deux chromatides sœurs vers les pôles se 

fait grâce aux protéines motrices qui fournissent de l'énergie, à côté on trouve aussi le 

phénomène de dépolymérisations kinétochoriens en perdant des sous unités.  
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e. La télophase 

Au stade télophase, on s'aperçoit avec deux lots de chromosomes, identiques en 

nombre, qui commencent à perdre leur contraste en se décondensant. Ainsi, les 

chromosomes reprennent leur forme de filaments minces jusqu'à leur disparition, on ne 

peut plus les détecter sous microscope. La membrane nucléaire se reconstitue à nouveau 

pour les deux cellules filles et le fuseau mitotique disparait (Lodish et al., 1997).  

I.1.1.2.2. La cytocinèse 

Cytocinèse signifie la division du cytoplasme (Samuels et al., 1995). Chez les 

plantes, deux événements marquent cette phase, il s'agit de la formation du 

phragmoplaste et de la plaque cellulaire (Samuels et al. 1995 ; Valster et al., 1997 ; 

Otegui et al., 2000 ). En 1993, Zhang et al, ont démontré que lors du déplacement des 

chromosomes vers les pôles, les microtubules du centre de l'appareil mitotique fusionnent 

latéralement pour donner naissance à la structure du phragmoplaste (Zhang et al., 1993). 

Des microtubules du reste de l'appareil mitotique et des filaments d'actines qui ont une 

polarité définie (Otegui et al. 2000 ; Otegui et al., 2001 ; Karp et al. 2004) s'assemblent 

avec d'autres qui sont nouveaux, pour former deux ensembles opposés de chaque côté du 

plan de division (Goddard et al., 1994 ; Otegui et al. 2000), ces microtubules servent de 

moyen pour transporter les vésicules drivées de Golgi avec lesquels ils fusionnent 

(Brown et al., 2001 ; Liu et al., 2001 ; Damme et al., 2004) pour former la structure du 

phragmoplaste, les nouveaux microtubules s'insèrent sur les marges latérales ainsi la 

structure s'étend par voie centrifuge (Karp et al. 2004) pour atteindre la membrane 

plasmique de la cellule mère. Les vésicules formant le phragmoplaste deviennent ensuite 

la membrane plasmique des cellules filles (Lodish et al., 2005). La plaque cellulaire sera 

ensuite synthétisée grâce aux complexes enzymatiques contenus dans les vésicules 

dérivées de Golgi (Sonobe et al., 2000).  

I.2. Polyploïdie 

On entend par polyploïdie, une augmentation du nombre de chromosomes dans une 

cellule animale ou végétale. Généralement, les cellules des animaux et des plantes 
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supérieures contiennent deux jeux de chromosomes dont chacun provenant de l'un des 

parents. Dans la reproduction sexuée ordinaire, ce nombre est réduit à la moitié lors de la 

maturation des cellules germinales (gamètes). Le nombre diploïde (2x) est restauré 

pendant le processus de fécondation par l'union de deux cellules germinales dont les 

noyaux portent chacun un nombre de chromosomes haploïde (x) (Gates 1924).  

La polyploïdie peut être naturelle à la suite d’un croisement de deux espèces avec 

des nombres chromosomiques différents ou à une ségrégation non parfaite des 

chromosomes (Gates 1924 ; Navashin 1925)  ; comme elle peut être induite par des 

agents extérieurs tels que la température et des radiations (Randolph 1932). Cette 

augmentation du nombre de chromosomes est accompagnée par un agrandissement de la 

taille des cellules et par suite des organes qu'elles forment (Gates 1924 ; Navashin 1925), 

d'où une croyance largement répandue, mais non fondée, que les polyploïdes sont plus 

grands que les diploïdes correspondants (Comai 2005). 

Avec l'apparition de la théorie « caryo-géographique » et celle de la résistance des 

polyploïdes par rapport au diploïde aux années 30 (Bowden 1940), la polyploïdie a retenu 

l'attention de beaucoup de chercheurs dans le but de dévoiler les mécanismes développés 

chez ces espèces pour faire face aux conditions défavorables. Il s'est avéré que ce 

phénomène apportait un bénéfice aux plantes de tomates en terme de résistance au déficit 

hydrique et à la salinité (Tal et al., 1976) grâce à certains changements physiologiques 

tels qu’une augmentation de la pression racinaire, et une diminution de la transpiration 

stomatique d'une part, d'autre part il y avait une réduction du nombre des ARN, et de 

l'activité des ARNase (Tal 1977). Une revue brève sur la polyploïdie chez les plantes à 

fleurs (Levin 1983) a permis de conclure que ce phénomène n'est pas nécessairement 

néfaste, et il est accompagné de plusieurs changements, parfois progressifs ou brusques, 

ce qui permet son développement au point qu'il peut générer des espèces carrément 

différentes de leur ancêtre diploïde, ce qui fait de lui un obstacle à l'évolution 

progressive. Cependant, la polyploïdie a joué un grand rôle dans l'évolution des 

angiospermes dont 70  % à 80  % ont vécu une période de polyploïdisation (Leitch et al., 

1997  ; Soltis et al., 1999) ceci a été vérifié grâce à l'émergence des marqueurs 

moléculaires (polymorphisme de la longueur des fragments de restriction RFLP) et de 
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l'hybridation in situ génomique (GISH) qui ont permis d'étudier l'origine de certaines 

plantes (Leitch et al. 1997). Ainsi, il a été suggéré que l'origine polyploïde des plantes est 

le cas normal et non pas l'exception chez les angiospermes, d'où une hypothèse d'origine 

polyphylétique a été mise en place pour ces espèces (Soltis et al. 1999).  

Sur la base d'un nombre limité d'études revues par Soltis et al (Soltis et al., 2000 ; 

Soltis 2005) des caractéristiques génétiques ont été liées à la polyploïdie :  

(1) La polyploïdie à l'échelle individuelle et de population, maintient généralement 

des niveaux d'hétérozygotie plus élevés que ne le font leurs progénitures diploïdes.  

(2) Elle présente moins de dépression de consanguinité que leurs parents diploïdes, 

et donc ne peuvent pas tolérer des niveaux élevés de l’autofécondation  ; cependant, les 

angiospermes polyploïdes ne diffèrent pas en taux de croisement de leurs parents 

diploïdes. 

(3) La plupart des espèces polyploïdes sont polyphylétiques, ils sont formés à partir 

de géniteurs diploïdes génétiquement différents. Ainsi, leur diversité génétique est 

beaucoup plus élevée que prévu par les modèles de formation polyploïde impliquant une 

origine unique. 

(4) À la base des données provenant d'hybridation in situ du génome (GISH), 

polymorphisme de longueur des fragments de restriction (RFLP) et de la cartographie des 

chromosomes, le réarrangement du génome peut être une caractéristique commune des 

polyploïdes. 

(5) Plusieurs groupes de plantes peuvent être des polyploïdes anciens, avec de 

grandes régions de l'ADN homologue. La duplication des gènes et des génomes peut 

subir une évolution divergente et crée de nouvelles fonctions.  

En résumé, les avantages de la polyploïdie sont les conséquences de la possibilité de faire 

un meilleur usage de l'hétérozygotie, de l'effet tampon de la redondance génique sur les 

mutations, et dans certains cas, la facilitation de la reproduction par les moyens 

d'autofécondation ou asexuée (Comai 2005). Par ailleurs, la polyploïdie est une source de 

diversité naturellement induite et qui peut répondre à des situations adaptatives.  
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I.2.1. Classes de polyploïdie 

Le premier critère de classification de polyploïdie est le mode d'origine (Ramsey et 

al., 1998) : ainsi, on utilise le terme «Autopolyploïdie» pour désigner les polyploïdes 

découlant d'un croisement à l'intérieur ou entre population formée d'une espèce unique, et 

«Allopolyploïdie» pour indiquer les polyploïdes dérivants d'hybride entre espèces, où 

espèce est défini selon son degré d'isolation prés ou post zygotique. Que ça soit 

autopolyploïdie ou allopolyploïdie, les deux sont le résultat de l'union de gamètes non 

réduit (Soltis et al., 2004) à l’état naturel. 

II. Matériel et méthodes 

Pour tout comptage de chromosomes, les cellules doivent être en division 

mitotique, et plus spécialement en métaphase pour que les chromosomes soient bien 

individualisés. Pour cela, il faut choisir des tissus reconnus pour leurs activités de 

division cellulaire, d’où notre choix du méristème racinaire. 

II.1. Matériel végétal 

Les graines issues de trois régions Tissent, Mcissi et N’Koub ont fait l'objet de 

l'étude cytogénétique. Les graines ont été mises en germination à 25° C dans des boites 

de Pétri jusqu’au développement d’une radicule de un à deux centimètres de taille, selon 

le protocole décrit au chapitre de germination. Les racines en croissance active sont 

excisées toutes à environ 1 cm de la pointe racinaire et collectées dans la solution de 

prétraitement.  

II.2. Préparation des chromosomes 

II.2.1. Prétraitement 

Les radicules sont prétraitées avec la solution de 8-Hydroxyquinoline (0.0375 %) 

(Tjio et al., 1950  ; Ganesan et al., 1958) qui bloque l'activité du fuseau mitotique et 

contracte les chromosomes (Yakar 1952). Deux périodes de traitements ont été testées (2 
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et 4 heures) afin de déterminer le temps approprié pour accumuler un maximum de 

cellules au stade métaphase. 

II.2.2. Fixation 

Après rinçage des radicules deux fois pendant 10 min avec de l'eau distillée et une 

fois pendant 5 min avec la solution de fixation (méthanol-acide acétique glacial (3:1)), on 

les incube à 4 °C pendant 24 h dans la solution de fixation (Tlaskal 1979  ; D'Hont et al., 

1995).  

Les racines fixées sont rincées pendant 10 min avec l’alcool à 70  % pour enlever 

l'excès du fixateur, puis transférées dans une nouvelle solution d'alcool à 70  % pendant 

une journée à température ambiante avant d'entamer l'étape d'hydrolyse et de préparation 

des plaques chromosomiques. Les racines peuvent être stockées dans l'alcool pendant 

plusieurs années, il faut juste renouveler la solution de temps en temps. 

II.2.3. Hydrolyse 

Nous avons testé deux types d’hydrolyse  ; une chimique à l'aide d'acide 

chlorhydrique (HCl) 2 N, et une enzymatique. La première permet d'amollir la racine 

tandis que la deuxième permet la préparation de protoplastes.  

 Hydrolyse chimique (Schreiber 1951  ; Ganesan et al. 1958) : les 

radicules sont trempées dans une solution d'acide chlorhydrique 2N avec 

essai de trois temps d'hydrolyse 10 min, 20 min et 40 min pour comparer le 

degré de ramollissement.  

 Hydrolyse enzymatique (D'Hont et al. 1995  ; Islam-Faridi et al., 

1995) : les radicules fixées sont rincées trois fois avec de l'eau distillée 

pendant 10 min, puis traitée avec HCl 0,2 N pendant 15 min à 20 min, 

rincées avec l'eau distillée pendant 20 min, suivies d'un lavage avec le 

tampon citrate 0,1 M pendant 5 à 10 min. Une portion de 2 mm de la pointe 

racinaire méristématique est coupée sous la loupe binoculaire et transférée 

dans un tube eppendorf de 1,5 ml contenant la solution enzymatique 
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(tableau 19) de dégradation de la paroi pecto-cellulosique pour une durée de 

25 à 30 min selon l'épaisseur de chaque radicule à 37  °C. 

 

Tableau 19. Composition de la solution enzymatique 

 

Après trois lavages avec le tampon citrate pour éliminer les traces des enzymes de 

dégradation, les radicules sont mises dans de l'eau distillée pour entamer la dernière étape 

qui est la préparation des lames.  

II.2.4. Étalement des chromosomes 

L'étalement des chromosomes est réalisé avec deux méthodes différentes selon le 

traitement d'hydrolyse utilisé : 

Étalement par écrasement : les radicules hydrolysées avec HCl, sont transférées sur 

une lame préalablement nettoyée avec de l'alcool, la pointe méristématique est excisée 

sous la loupe binoculaire transférée sur une autre lame propre contenant une goutte 

d'acide acétique 45  %, on recouvre avec une lamelle et on l’écrase doucement.  

Pour les pointes méristématiques hydrolysées par la solution enzymatique, on 

dépose 5 µl de la suspension contenant les protoplastes sur une lame bien nettoyée avec 

de l'alcool, on laisse sécher pendant 30 min à l’air libre. Les lames séchées sont émergées 

dans l’éthanol absolu pendant 1 heure, puis séchées en les passant sur une flamme 

d’alcool (sans ébullition) ou à l’air libre.  

Concentration Quantité 

Cellulase (v/v) (Sigma C2730) 40% 4 ml

Pectinase (v/v) (Sigma P2611) 20% 2 ml

0.1M Citrate buffer 4 ml

Cellulase “Onozuka” RS* (w/v) 3% 0.3g

Macerozyme R-10 (w/v)* 2% 0.2g

Pectolyase Y-23 (w/v)** 1.5% 0.15g
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II.2.5. Technique de coloration des chromosomes 

Nous avons réalisé trois colorations différentes, une avec un colorant simple 

visualisé à la lumière visible sous microscope photonique c'est l'Acéto-Orcéine 1 %, et 

deux colorants fluorescents l’Iodide de Propidium (IP), et le 4 ′,6-diamidino-2-

phenylindole, dihydrochloride (DAPI). L'excitation des deux derniers colorants se fait 

avec les lumières ultraviolets laser sous microscope Confocal qui fonctionne en 

fluorescence, un laser est utilisé comme source de lumière d'où l'appellation de 

microscope Confocal à balayage laser.  

Les lames contenants les pointes racinaires écrasées sont rendues dépourvues de 

leurs lamelles après un passage bref (30 s) dans le liquide nitrogène, et séchées à l'air 

libre.  

II.2.5.1. Coloration à l'Acéto-Orcéine 1 % 

L’Acéto-Orcéine 1  % est à la fois un colorant basique et un colorant acide naturel 

qui est extrait des lichens à orseille (Lecanora et Rocella) (Cour 1941). On met 10 µl de 

la solution colorante fraichement préparée et filtrée sur la préparation des chromosomes 

qu'on laisse réagir pendant 15 à 20 min, on recouvre avec une lamelle, on élimine l'excès 

du colorant et l’on examine sous microscope photonique au grossissement x400. Cette 

coloration a été appliquée sur les pointes méristématiques hydrolysées avec HCl 2 N. 

II.2.5.2. Coloration fluorescente 

Il s'agit de colorants fluorescents qui permettent de visualiser spécifiquement 

l'ADN, car ils s'intercalent entre les bases de la double hélice. 

II.2.5.2.1. L’Iodide de propidium 

Iodide de propidium est un agent intercalant qui a la caractéristique réversible de 

s'intercaler entre les bases des ADN et des ARN d'où la nécessité d'un traitement à la 

RNase avant de procéder à la coloration des lames. Il a un maximum d'absorption et 

d'émission situé successivement vers 535 nm à 617 nm, le maximum d'excitation étant 
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décalé d'environ 30 à 40 nm vers le rouge et le maximum d'émission est décalé d'environ 

15 nm vers le bleu (Molecular 1999). 

a. Protocole de coloration 

Étant donné que nous avons réalisé la fixation avec le méthanol : acide acétique 

glacial 3:1, nous n’avons pas réalisé un traitement avec les RNase comme le prescrit la 

brochure d’IP.  

Les préparations chromosomiques sont équilibrées avec le tampon 2xSSC (0,3 M 

NaCl, 0,03 M citrate de sodium, pH=7.0) pendant 5 min. Par la suite, on remplace le 

tampon avec 40 µl d’Iodide de Propidium préparé à partir d'une solution mère de 

1 mg/ml, en utilisant la proportion de 1:1000 dans le tampon 2xSSC, on laisse agir pour 

une durée de 10 min à l'abri de la lumière. On rince trois fois 5 min avec le 2xSSC, on 

couvre avec une lamelle propre et l’on visualise sous microscope Confocal à balayage 

laser.  

II.2.5.2.2. 4′,6-diamidino-2-phenylindole, 

dihydrochloride (DAPI) et hybridation in situ 

Le DAPI est un colorant cationique fortement fluorescent qui se lie spécifiquement 

aux régions riches en adénine-thymine des acides désoxyribonucléiques (ADN riche en 

AT). Le caractère fluorescent permet l'utilisation du DAPI par la microscopie à 

fluorescence. Il montre une très grande stabilité à la lumière UV. Pour les colorations sur 

une lame, une exposition de 15 à 20 minutes à 37 °C avec une solution de concentration 

de 0,1g /ml de DAPI est suffisante pour une bonne coloration. La solution est stable 

pendant des semaines si elle est conservée au froid. Il présente un maximum d'absorption 

à 340 nm et un maximum de fluorescence à 488 nm (Technical. et al., 1999) 

a. Protocole de coloration 

Les lames avec étalement des chromosomes ont été colorées avec le DAPI (4 ', 6-

diamidino-2-phénylindole), incluant le Vectashield (antidécolorant). Une petite goutte (8 
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à 10 µl) de milieu de montage Vectashield avec le DAPI (H-1200, Vector Laboratories, 

CA, USA) a été appliquée sur chaque préparation, après on recouvre avec une lamelle 

propre bien nettoyée avec de l'éthanol. Les lames sont ensuite placées dans une grande 

boîte de Pétri et recouvertes avec du papier aluminium pour empêcher l’exposition 

lumière. Les préparations de chromosomes ont été visualisées sous l'objectif 

apochromatique 63X, l’image numérique a été enregistrée à l'aide du microscope à épi-

fluorescence (Carl Zeiss, Allemagne) avec jeu de filtres UV (Chroma Technology, VT, 

USA).  

Hybridation in situ : Les lames ont été immergées dans une solution de 2 x SSC 

avec une concentration de 30 µg / ml de RNase pendant 45 min à 37  °C, dénaturées 

premièrement à 70  °C puis dans du formamide à 70 % dans le 2 x SSC 2,5 min, ensuite 

déshydratées dans une série d’éthanol 70 %, 85 %, 95 % et 100 % pendant 2 min chacun 

à -20  °C (1 x SSC est composé de 0,15 M de NaCl, 0,015 M citrate de sodium). Le 

mélange de sondes a été dénaturé à 80 °C pendant 5 min, puis appliqués aux lames avec 

un volume de 25 µl, on recouvre d’une lamelle 20 mm x 40 mm. Les lames sont ensuite 

déplacées dans une chambre humide à 80  °C pendant 7 min, et on laisse incuber pendant 

une nuit à 37  °C. Le volume de 25 µl de mélange d'hybridation contient 50 % de 

formamide déionisée, 10 % de sulfate de dextrane, 9 µg d’ADN d'Escherichia coli, et 90 

ng de sonde d’ADN marqué à la biotine dans la 2 x SSC. Pour le double étiquetage, 90 ng 

de sonde 18S-28S marquée à la biotine et 90 ng de sonde ADNr 5S marquée au 

digoxigénine ont été utilisées par lame.  

Après une nuit d'incubation à 37  °C, on enlève les lamelles et on procède au 

rinçage des lames à 40 °C dans : deux fois à 2 x SSC 5 min chacune, 10 min dans le 

formamide 50 % dans 2 x SSC, puis deux fois dans le 2 x SSC 5 min chacune, et 5 min 

au 2 x SSC. Le signal de sondes marquées à la biotine a été ensuite amplifié avec les 

applications séquentielles 30 min de 5 µg / ml de fluorescéine isothiocyanate (FITC)-

avidine DCS (Vector) dans 4 x SSC, 0,2 % de Tween 20, 10 µg /ml biotinylé anti-avidine 

D (Vector) dans 2 x SSC, 0,2 % de Tween 20 et 5 µg / ml d'avidine-FITC à 4 x SSC, 0,2 

% Tween 20. Pour les deux sondes de détection, une incubation finale avec 20 µg / ml de 

rhodamine anti-digoxigénine (Boehringer Mannheim) a été ajoutée. Après chaque étape, 
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trois lavages ont été effectués dans 4 x SSC, 0,2 % de Tween 20 pendant 5 min chacun à 

37  °C.  

III. Résultats et discussion 

Dans les échantillons issus de la provenance de N’Koub et Tissent, 20 métaphases 

sont analysées, dont 16 présentaient 104 chromosomes sans ambiguïté, sur les 

préparations des trois populations deux présentait des cellules avec un nombre différent 

de chromosomes 54, 65, et 78 avec la coloration à l’Acéto-Orcéine (Fig. 28A, B et C). La 

coloration avec les colorants fluorescents IP (Fig. 29) et DAPI (Fig. 30) confirme un 

nombre chromosomique de 2n=8x=104. La différence est notée entre les préparations 

chromosomiques réalisées avec un écrasement de la pointe racinaire et la suspension des 

protoplastes obtenue après hydrolyse enzymatique, dans ces derniers il y avait une seule 

plaque présentant des cellules avec des nombres différents de chromosomes (manque 

d’un seul chromosome).  

Le nombre de chromosomes a été reporté pour la première fois chez les 

légumineuses en 1936 (Cooper 1936), où l'auteur a fait une description de 13 espèces de 

7 genres. En 1938 dans le cadre d'une étude comparative du nombre des chromosomes 

des herbacés et des ligneuses, il a été noté que chez les légumineuses, le nombre de base 

le plus fréquent parmi les genres herbacés était 8, tandis que 9, 10, 12, et 13 ont été 

enregistrés pour les genres ligneux, dont Acacia n=13 fait partie (Stebbins 1938), les 

genres différents d'une même famille présentaient des écarts significatifs (Stebbins 1938). 

La comparaison du nombre de chromosomes au niveau des racines et des nodules chez 

des Acacia, a révélé un dédoublement au niveau des nodules, qui a été liée à leur 

caractère de fixateur de l’azote (Wipf 1939). 

Le degré de polyploïdie n'a apporté aucun lien avec l'adaptation morphologique 

chez Acacia, cependant les espèces de l'Afrique et de l'Asie montraient une tendance de 

polyploïdie, à l'encontre des espèces australienne et américaine qui étaient diploïdes 

(Atchison 1948  ; Tjio 1948). Aucune division polyploïde n'a été observée au niveau de la 

région méristématique des racines secondaires. 
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Fig.28. Coloration Acéto-Orcéine A. cellules en métaphase 2n=52 ±2, B. cellules en 

prométaphase 2n=64± 2, C. cellules en métaphase 2n=78±2. Gx400. 
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La détection de polyploïdie a été jumelée avec des radicules dont la taille est 

comprise entre 2 à 30 mm pour le genre Albezzia, la fréquence diminue avec la longueur 

de la radicule (Berger et al., 1950 ; Berger et al., 1958).  

L’hypothèse d’un niveau octaploïde a été avancée pour Acacia tortilis subsp 

raddiana de Mauritanie, Algérie, Sénégal et Palestine. En 1975, une note a été publiée 

sur de nouveaux nombres de chromosomes chez le genre Acacia, avec un exemple 

d'Acacia tortilis subsp raddiana de Mauritanie avec 2n=8x=104 (Hamant et al., 1975). 

D’autres études ont reporté le même chiffre au Soudan (Bukhari 1997), au Palestine, 

Sénégal et Niger. Quant au Kenya, Oballa et al., (1993) a reporté un nombre 

chromosomique de 2n=4x= 52. 

 

Fig.29. Coloration avec Iodide de propidium ( A. télophase, B. métaphase) 
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Notre étude est la première à mettre en évidence le nombre de chromosomes de 

cette espèce au Maroc. La polyploïdie est bien développée dans le sous-genre Acacia 

tortilis subsp raddiana avec un nombre de base x= 13 (Guinet et al. 1978). Avec la 

découverte de populations tétraploïde et octaploïdes au Maroc, une question se pose sur 

le sens de l’évolution de la polyploïdie de cette espèce au Nord d’Afrique notamment par 

rapport aux populations tunisiennes qui ont été déclarées diploïdes et tétraploïdes (El 

Ferchichi Ouarda et al., 2009), à savoir que l'étude est venue compléter une étude 

antérieure dans le même pays qui a annoncé l'octaploïdie El Ferchichi (1997) in.(El 

Ferchichi Ouarda et al. 2009). Si on reconstitue la carte de distribution des Acacia tortilis 

subsp raddiana selon le nombre chromosomique, on va trouver que seule la Tunisie qui 

est localisée au centre du Nord d'Afrique présente des populations tétraploïdes, et tous les 

pays qui l’entourent présentent des populations octaploïdes. De ce fait, on peut bien se 

permettre de conclure que les isolats de la Tunisie sont les moins évolués en conservant 

un nombre de chromosomes 2n=4x=52 et 2n=2x=26 par rapport aux autres pays, alors 

que les peuplements Acacias marocains peuvent être en état de transition de polyploïdie 

tétraploïde au octaploïde.  

Des études sur les espèces polyploïdes ont mis en évidence que la formation des 

polyploïdes est un processus répété de façon continue (Leitch et al. 1997  ; Soltis et al. 

1999  ; Soltis et al. 2004  ; Soltis 2005  ; Parisod et al., 2010). La présence de certaines 

plaques avec 2n=52 et 2n = 104 chromosomes sur des Acacias tortilis subsp raddiana au 

Maroc nous laisse à ouvrir l'hypothèse d'un second phénomène d'autopolyploïdie de cette 

espèce dans cette région, sachant qu’un individu a reproduction sexuée nouvellement 

octaploïde au sein d’une population tétraploïde a de forte chance d’avoir une descendance 

hexaploïde, car ses partenaires sont généralement des tétraploïdes.  

Habituellement, les polyploïdes sont connus par leur tendance de diminution de 

fertilité (Comai 2005  ; Parisod et al. 2010) et de viabilité à cause soit des perturbations 

que connaissent leurs chromosomes lors de la ségrégation pendant la division mitotique, 

la méiose, et ou de celle due à l’expression de gène causée par le dosage des gènes altérés 

et des gènes «silencing» (Yu et al., 2009). Hegarty et ses collaborateurs (Hegarty et al., 

2008) reportent que pour les espèces nouvellement polyploïdes, leur chance de 
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croisement avec des polyploïdes est rare, ainsi pour s’échapper à leur élimination, 

l’autofécondation et la reproduction asexuée (exemple apomixie) peuvent être 

développées. Cependant, pour les autopolyploïdes, les croisements restent plus fréquents 

ce qui peut expliquer la coexistence des formes hexaploïdes et pentaploïdes qui restent un 

constat dont il faut approfondir l’étude pour le valider, en réalisant des échantillonnages 

stratifiés entre les peuplements où les hybrides seront plus favorisés. 

L’avantage tiré de la polyploïdie et en particulier la tétraploïdie, repose sur le fait 

que les organismes peuvent avoir recoure à un plus grand nombre de gènes et une 

augmentation du nombre de variant alléliques. Cela est considéré comme intéressant pour 

le métabolisme des plantes en termes des taux de synthèse et ou la variabilité des 

composés métaboliques qu’ils produisent (Yu et al. 2009). Les gènes dupliqués ont trois 

devenirs : ils peuvent être perdus, conservés ou maintenus en copies qui font souvent 

l'objet d’une Néo-fonctionnalisation ou Sous fonctionnalisation (Comai 2005).  

Dans le cadre de l’expression des gènes après hybridation de type allotétraploïde, il 

a été démontré que certains gènes passent à l’état de gène «silencing», qui après une 

accumulation de mutations ils sont perdus (Hegarty et al. 2008), ceci a été vérifié dans 

plusieurs études connectées aux allopolyploïdes, mais qu'est-ce qui se passe pour 

autopolyploïde ? L’hybridation in situ de rDNA 18S-28S réalisée sur deux variétés de 

Parnassia palustris L. var. palustris et var. condensata Travis & Wheldon (Celastraceae) 

tétraploïdes, a montré que ces derniers ont le même nombre de copie de ces gènes que 

leur homologue diploïde (Gornall et al., 2011). L’hybridation in situ des sondes rDNA 5S 

et 18S-28S sur les plaques d’Acacia tortilis subsp raddiana 2n=8x=104 qui est une 

espèce supposée autopolyploïde, et si on considère uniquement les grands signaux, on a 

révélé la présence de deux sites d’hybridations pour chacun des gènes (Fig.31). Alors 

que, si on prend en considération les petits signaux, on va rencontrer deux cas, une plaque 

avec trois sites (Fig.32. A), et une autre représentée par la Fig.32 B avec 5 sites 5S et 4 

sites de 18S-28S. Ces observations remettent en question le dédoublement du nombre de 

gènes chez les autopolyploïdes qui est proportionnel à la duplication des chromosomes, et 

de la rétention préférentielle des gènes intervenant dans la transcription et la traduction 

(Adams et al., 2005). Les données disponibles sur les autopolyploïdes suggèrent que ces 
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derniers ne subissent pas de changement notable ni dans leurs structures génomiques ni 

dans leurs expressions de gènes pendant les premières générations, mais ceci peut se 

procéder dans les générations suivantes (Parisod et al. 2010).  

 

 

 

Fig.30. Coloration au DAPI (échelle représente 5 µm). 
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Fig.31. Distribution des rDNA 5S, 18S et 28 S au niveau des chromosomes d’Acacia 

tortilis subsp raddiana 
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L’absence des sites à très faible signal sur les plaques peut être expliquée par le 

nombre insuffisant de répétitions des copies de rDNA auxquelles les sondes sont 

hybridées, et par suite il reste en dessous du seuil détecté par la FISH. La diminution du 

nombre de copies de rDNA ne peut avoir lieu que suite à une translocation délétion ou 

fusion (Gornall et al. 2011). Une étude réalisée sur les autotétraploïdes synthétiques a 

révélé que ces derniers ont perdu 17 % de leur ADN à la troisième génération (Raina et 

al., 1994). Ce résultat nous laisse supposé qu’après dédoublement des chromosomes chez 

certains autopolyploïdes, un système de restauration du nombre de gènes de leur 

homologue diploïde est déclenché. La perte de gènes a été observée chez les 

allopolyploïdes, elle se produit dans les premières générations, juste après hybridation ou 

dédoublement des chromosomes dans le but de favoriser un équilibre génétique, ainsi il 

contribue d’une façon irréversible dans la diploïdisation de nouveau amphiploïdes 

(Kashkush et al., 2002).  

Des études sur la spéciation par les allopolyploïdes ont suggéré que cette dernière 

se fait par le biais de la perte d’ADN touchant les séquences moins répétitives, le plus 

probable celles qui sont non codantes (Feldman et al., 1997), et elle se fait d’une manière 

équilibrée au niveau de l’ensemble des chromosomes en dehors de leur taille, ainsi que ça 

soit un petit ou un grand chromosome, les deux perdent la même quantité (Raina et al. 

1994). Par ailleurs, une étude ultérieure serait nécessaire à mener dans le complexe 

d’Acacia tortilis subsp raddiana comprenant les espèces diploïdes, tétraploïdes et 

octaploïdes des différents pays abritant cette espèce pour comprendre son processus 

évolutif qui peut être la source du schéma de variation qu’elle montre actuellement d’une 

part, et de chercher d’éventuelles relations avec des critères d’adaptation aux stress 

biotiques ou abiotiques, et des caractères d’intérêts agro-sylvo-socio-économiques d’autre 

part.  
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Fig.32. Les signaux faibles des rDNA sur Acacia tortilis subsp raddiana (les sites rouges 

5S, les sites verts 18S-28S) A. 3 sites 5S et 3 sites 18S-28S, B. 5 sites 5S et 4 sites 18S-

28S 

A 

B 
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Conclusion 

Dans ce chapitre, nous avons mis en évidence la présence de la polyploïdie, 

notamment l’octaploïdie (2n=104 chromosomes) chez Acacia tortilis subsp raddiana du 

Maroc à l’aide de la coloration simple Acéto=Orcéine et la coloration par florescence à 

l’iodide de propidium et le DAPI. 

La technique d’écrasement de racines hydrolysées par l'acide chlorhydrique 2N 

pendant 10 min à 20 min, ensuite colorer par l’Acéto-Orcéine 1 % s’avère suffisante pour 

le dénombrement des chromosomes sous microscope photonique. Cependant, ce 

protocole requiert une expertise des minutages des trois premières étapes, qui sont : i) la 

récolte des radicules que nous avons réalisée le matin entre 8h30 et 10h où on a remarqué 

une activité cellulaire importante. ii) le prétraitement avec le 8-hydroxyquinoline (0.0375  

%) pendant 2h qui permet d’avoir un culminant important de cellules en métaphase, ii) 

L’hydrolyse chimique avec l'acide chlorhydrique 2N pendant 10 min à 20 min.  

L’utilisation d’une suspension de protoplastes suite à une hydrolyse enzymatique 

reste la meilleure technique pour garantir un étalement de cellules le plus facile à réaliser 

avec absence du risque d’éclatement des cellules qui provoque un débordement des 

chromosomes de leurs compartiments, sauf que son coût demeure plus élevé que 

l’hydrolyse chimique. 

La préparation des plaques nous a permet de distinguer les niveaux de polyploïdie : 

pentaploïde 2n= 5x=64±2, hexaploïde 2n=6x=78±2 et octaploïde 2n=8x=104, ce que peut 

avoir un impact sur la capacité d'adaptabilité des individus des populations aux conditions 

climatiques et édaphiques. 

 L’hybridation in situ nous a permis de déceler que les espèces octaploïdes 

présentent quatre sites des rDNA 5S et 18S-28S positionnés sur quatre chromosome, ce 

qui suggère une perte de certains sites avec le dédoublement des chromosomes. La 

présence de sites d’hybridations avec un signal faible témoigne de la présence préalable 

de ces sites au niveau des autres chromosomes, mais peut être sous l’effet de 

remaniements intrachromosomiques (délétion fusion ou translocation), ils ont perdu un 

nombre important de leur copie ce qui les rendent sous le seuil détectable. Ces 
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phénomènes qui se produisent généralement dans les premières générations après une 

hybridation ou dédoublement des chromosomes nous permettent de lancer l’hypothèse 

d’un événement de polyploïdie récent chez cette espèce à cette région. En outre, une 

étude cytogénétique approfondie selon un échantillonnage ciblé par typologie de l’arbre, 

s’avère indispensable afin de mieux comprendre son patron évolutif. 
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E. Chapitre 4 

Développement de marqueurs moléculaires 

EST-SSR et application à l’étude de la 

structure génétique d’Acacia tortilis subsp 

raddiana. 
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Résumé 

Les microsatellites sont des marqueurs informatifs dans l’étude de la génétique des populations. 

Cependant, leur développement constitue un investissement couteux en terme financier et de 

temps. Avec le progrès des études génomiques, une nouvelle source alternative de l'isolement 

des microsatellites a été utilisée, c'est l'identification de microsatellites à partir des Étiquettes de 

Séquence Exprimées (EST). Il s’agit dans cette étude de faire une première contribution à 

l’analyse de la diversité génétique de six provenances d’Acacia tortilis subsp raddiana du 

Maroc, en développant des microsatellites à partir d’EST. Nous avons utilisé deux lots de 

séquences disponibles sur Genbank codantes, issues de l'assemblage de 9110 EST développés 

sur Acacia mangium, et 2459 sur l’hybride Acacia auriculiformis x Acacia mangium pour 

détecter l’ensemble des sites SSR. L’analyse bioinformatique a permis de retenir 46 marqueurs, 

dont trois sont polymorphes. Ainsi, 50 haplotypes ont pu être identifiés. La diversité intra-

provenance est très importante, elle est de l’ordre de 0,432 sous l’hypothèse de l’équilibre Hardy 

Weinberg. La variation intra-provenance représente 96  % de la variation totale (test AMOVA). 

La différenciation génétique inter-provenances (GST=0,03) est très faible ce qui reflète le niveau 

élevé du brassage génique entre les peuplements. De plus, le test de Mantel a montré une 

divergence entre la distance génétique et la distance géographique (r = -0,06 ; p-value = 0,556) 

ce qui traduit son indépendance de sa répartition spatiale. Ces résultats apportent des 

informations de base et présentent une première contribution à l’étude de la structure génétique 

d’Acacia tortilis subsp raddiana au Maroc, d’où nous suggérons une profonde investigation en 

développant des marqueurs microsatellites génomiques spécifiques pour cette espèce.  

Mots clés : Acacia tortilis subsp raddiana - microsatellites SSR-EST - diversité – 

différenciation- 
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Introduction 

Dans le monde des arbres, la description de la variabilité à l’aide des caractères adaptatifs est 

souvent complétée par des caractères neutres vis-à-vis des fluctuations de l’environnement. Les 

premiers sont basés sur des caractères qualitatifs (i.e., forme des fruits, de l’arbre..) ou 

quantitatifs (rendement, poids  ; dimensions des parties de l’arbre, de fruits  ; phénologie…) et 

permettent une évaluation des potentialités adaptatives à différents niveaux de structuration de 

l’espèce étudiée. Ainsi, plusieurs collections de ressources phytogénétiques ont été construites 

sur cette stratégie (i.e., collections SODEA au Maroc ou Vasal en France  ; OWGB Marrakech : 

collection de variétés d’oliviers mondiale à Tassaoute). Elles constituent une réserve qui 

préserve le potentiel de création pour des variétés nouvelles présentant un ensemble inédit de 

caractéristiques notamment chez les espèces sauvages. Par ailleurs, l’observation morphologique 

est la base de la description du matériel végétal  ; elle est simple et facile à pratiquer. Cependant, 

elle manque de précision à cause de la variation importante de l’expression des caractères 

observés due à une interaction «génotype environnement », au manque des caractères 

discriminants. Les marqueurs biochimiques ont ainsi été utilisés pour la description du matériel 

végétal et pour l’identification variétale. Toutefois, ces marqueurs ont également leurs limites: 

faible nombre accessible, faible polymorphisme et influence du stade physiologique (Zhang 

2002). Les marqueurs moléculaires (aussi qualifiés comme des marqueurs génétiques) 

constituent des outils plus performants et ont été développés depuis une vingtaine d’années. Ils 

sont utilisés pour leur capacité à générer du polymorphisme (de séquence, d’insertion délétion et 

de nombre d’unités de répétitions). Par ailleurs, le caractère co-dominant de certains marqueurs 

permet de visualiser tous les allèles. L’évolution des techniques moléculaires, en complément 

des descripteurs morphologiques, apporte actuellement un grand nombre d’outils basés sur 

l’étude du polymorphisme de l’ADN. En effet, ces outils sont utilisés pour l’analyse des 

ressources génétiques et dans les programmes d’amélioration des plantes (Santoni et al., 2000). 

De nombreuses techniques sont actuellement disponibles et leur utilisation dépend du degré 

d’information que l’on souhaite obtenir (Siret 2001). Les marqueurs moléculaires 

communément utilisés sont les marqueurs RAPD (Random Amplified Ploymorphims DNA), les 

marqueurs RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), les marqueurs AFLP 

(Amplified Fragement Lengh Plymorphism) et les microsatellites. 
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Par conséquent, la caractérisation de ressources phytogénétiques via l’approche 

phénotypique et moléculaire constitue une démarche primordiale à la gestion et la conservation 

de la diversité pour la sélection des variétés de demain et faire la distinction entre les génotypes 

qui sont pertinents pour un caractère d'intérêt en amélioration génétique. 

L’objectif de ce chapitre est de rechercher en premier temps des marqueurs SSR-EST à 

partir de séquences codantes d'espèces proches d’Acacia tortilis subsp raddiana disponibles sur 

Genbank et ensuite, de les adapter comme marqueurs neutres polymorphes pour l'étude de la 

diversité génétique des Acacia tortilis subsp raddiana du Maroc. Les résultats attendus 

permettront d'avoir une première connaissance sur la structuration génétique des peuplements 

d'Acacias sahariens, afin d'envisager une stratégie de gestion de cette ressource génétique. 

I. Synthèse bibliographique 

I.1. Les marqueurs moléculaires 

Les marqueurs moléculaires constituent une nouvelle génération de marqueurs génétiques 

qui ont été fournis par l'utilisation de l'ADN (Ziegenhagen et al., 2005). Un marqueur génétique 

par définition, implique les principes de l'évolution : un trait variable ou un phénotype est défini 

comme marqueur génétique lorsque la relation entre le phénotype et le génotype sous-jacent est 

clairement déterminée par l'analyse de descendance (Gillet 1999). Les marqueurs moléculaires 

quant à eux permettent d'observer, de façon plus ou moins fine, le polymorphisme de séquence 

de l'ADN de sites ou de locus répartis sur le génome. Ce polymorphisme est détecté soit 

directement sur des séquences codantes ou non codantes de la molécule d'ADN, d'où le nom de 

marqueurs moléculaire, ou indirectement sur les séquences de certaines protéines qui révèlent le 

polymorphisme des séquences d'ADN, à partir desquelles elles sont traduites, dans ce cas on 

parle des marqueurs biochimiques (Tanksley 1983). Ils constituent un outil puissant pour étudier 

la structuration de la variabilité génétique au sein d'une espèce et retracer son histoire évolutive. 

On admet en général qu'ils révèlent un polymorphisme neutre non soumis à la sélection (Rand 

1996).  

I.2. Techniques de détection du polymorphisme des séquences 

I.2.1. Marqueurs biochimiques 
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I.2.1.1. Allozymes 

L'étude de la diversité génétique dans les populations végétales a été grandement facilitée 

par le développement de marqueurs à base de protéines comme les allozymes (Loveless et al., 

1984  ; Hamrick et al., 1990  ; Chung et al., 2012 ; Flight et al., 2012 ; Glasenapp et al., 2012 ; 

Zhou et al., 2012) qui ont été largement utilisées pour caractériser les patrons de variation 

génétique au sein et entre les populations, et d'examiner les processus de dispersion et les modes 

de reproduction qui influencent les niveaux de la différenciation génétique, ainsi, ils demeurent 

l'outil le plus approprié pour répondre aux questions de la biologie des populations végétales 

(Cruzan 1998). Ces marqueurs ont été appliqués sur les espèces d'Acacia d’Afrique et 

d’Australie, et ils ont fourni des données utiles pour la sélection végétale et l’établissement des 

programmes de conservation (Playford et al., 1993 ; Mandal et al., 1994 ; Mandal et al., 1995 ; 

M. McGranahanl et al., 1997 ; Dangasuk et al., 2000 ; Ng et al., 2009). Il a été mis en évidence 

chez Acacia tortilis subsp raddiana 13 locus et 40 allèles, soit en moyenne 2,5 allèles par locus 

polymorphe (Olng'otie 1991), la diversité génétique attendue était de l’ordre de 0,49, alors que 

le coefficient de différenciation génétique entre populations n’est que de 0,025 (Cardoso 1995 ). 

Cardoso (1995) a mis en évidence 6 locus et 20 allèles, soit 2,4 allèles par locus polymorphe 

chez la même sous-espèce raddiana. Cette diversité élevée est attribuée à l'hérédité 

tétrasomique. La variabilité génétique d'A. tortilis dépasse celle de l'ensemble des espèces 

africaines, qui sont en moyenne nettement plus variable que les espèces australiennes, avec un 

taux de polymorphisme de 79  % contre 47  % et une diversité génétique plus du double. La 

structuration de la variabilité mesurée par le GST varie de 2,5  % (Cardoso 1995 ) à 11 % pour 

raddiana (Olng'otie 1991). 

Cependant, le développement des marqueurs moléculaire à base d'ADN (Karp et al., 1996 

; Jones et al., 1997 ; Khandka et al., 1997) a révolutionné ce domaine au cours des dernières 

années, car il présente un polymorphisme de haut niveau, de plus ils ne sont pas sensibles au 

phénomène de la sélection (Jenczewski et al., 1999). 

I.2.2. Marqueurs moléculaires à base d'ADN 

I.2.2.1. Marqueurs RAPD (Random Amplified Polymorphism 

DNA) 
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Les marqueurs RAPD (Williams et al., 1990 ; Hadrys et al., 1992) sont représentés sur le 

génome en nombre illimité, généralement très polymorphe, dont la plupart d'entre eux sont 

considérés comme non codants et révélés en masse (dominants). Ils impliquent l'utilisation d'une 

seule « amorce arbitraire décamère » dans une réaction PCR. Le résultat consiste en une 

amplification de plusieurs fragments distincts. Chaque produit est dérivé d'une région du 

génome qui contient deux segments courts avec une orientation inversée sur les deux brins 

opposés, qui sont complémentaires de l'amorce. Les produits d'amplification sont séparés sur des 

gels d'agarose, en présence de bromure d'éthidium et visualisé sous une lumière ultraviolette 

(Williams et al. 1990 ; Karp et al. 1996). Il est largement reconnu que, pour obtenir des profils 

reproductibles sur les gels, il est absolument essentiel de maintenir des conditions de réaction 

homogènes. De nombreuses études ont rapporté les effets distincts de la modification des 

différents paramètres de PCR telle que: le ratio de la matrice d'ADN et l'amorce, la 

concentration de la Taq polymérase et de MgCl2 sur les bandes obtenues (Devos et al., 1992 ; 

Pammi et al., 1994). De ce fait, cette technique a été largement critiquée du point de vue 

reproductibilité entre laboratoires, qui reste faible par rapport aux autres techniques moléculaires 

(Karp et al. 1996 ; Jones et al. 1997). Toutefois, les données de l'analyse RAPD ont indiqué que 

leur diversité est généralement supérieure à la diversité des allozymes chez les espèces 

végétales. 

Chez Acacia tortilis subsp raddiana cette technique a été appliquée pour étudier la 

structure génétique de populations isolées dans la région de Nejev en exploitant 18 amorces 

(Shrestha et al., 2002). Ces derniers ont révélé 290 marqueurs dont 90,69 % présente un 

polymorphisme. Certaines populations ont présenté des allèles qui lui sont spécifiques soit un 

pourcentage de 14,89  % des allèles totaux. De ce fait, la variation inter-population était très 

importante de l’ordre de 59,4 %. 

I.2.2.2. Polymorphisme de la longueur des fragments amplifiés 

Les marqueurs AFLP rentrent dans la catégorie des marqueurs anonymes tels que les 

RAPD, ils produisent des marqueurs dialléliques avec un allèle dominant. Ils permettent de 

concevoir des marqueurs génétiques sans développement antérieur. Ils consistent à la recherche 

de bandes polymorphes entre les individus dans un profil multi bandes. Ces marqueurs sont le 
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résultat d'une digestion enzymatique de l'ensemble de l'ADN génomique, puis amplification 

PCR sélective des fragments de restriction (Vos et al., 1995). Il est bien adapté à la réalisation 

de cartes génétiques des espèces non encore cartographiées, en raison du gain de temps et 

d'argent qu'apporte leur utilisation en comparaison avec les marqueurs microsatellites non 

encore développés et l'étude de la diversité génétique (Powell et al., 1996b ; Angiolillo et al., 

1999 ; Pometti et al., 2012) . Il a été adapté pour les espèces avec de grandes tailles de l'ADN 

génomique (Han et al., 1999), et ou polyploïde (McNeil et al., 2011). Pour augmenter sa réussite 

en termes d’élaboration de cartes génétiques chez les espèces polyploïdes, la technique a été 

améliorée en combinant les microsatellites et les AFLP M-AFLP (Albertini et al., 2003). 

À titre d'exemple pour son application sur les Acacia, on note les travaux de structuration 

de la variation génétique chez Acacia auriculiformis (Zhang et al., 2001), l'analyse 

phylogénétique d'Acacia sénégal (Sirelkhatem et al., 2009) et l'évaluation de la diversité 

génétique des habitats nouvellement restaurés (Krauss et al., 2006 ; Ottewell et al., 2011).  

Cependant la dominance des marqueurs AFLP et RAPD, font d'eux des marqueurs moins 

informatifs sur : la structure génétique des populations surtout de sa composition hétérozygote, 

et la recherche des variantes fonctionnelles des gènes pertinents. 
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I.2.2.3. Les microsatellites (SSR) 

I.2.2.3.1. Caractéristiques des SSR 

Les microsatellites ou SSR (Simple Sequence Repeat) sont constitués de répétitions en 

tandem de motifs mono, di, tri ou tétra-nucléotidiques. Les plus courantes sont (A)n, (AT)n, 

(GA)n, (GT)n, (TAT)n, (GATA)n, (Santoni et al. 2000). Outre leur distribution sur l'ensemble 

du génome, l'intérêt en génétique des microsatellites réside dans leur polymorphisme 

extrêmement élevé sous forme de nombre des unités de répétition qui constituent la séquence 

microsatellite. Les crossing-over asymétriques peuvent être une des origines de ce fort 

polymorphisme des microsatellites, mais ils sont très peu présents dans les séquences codantes 

(Kijas et al., 1994).  

Les régions flanquantes de microsatellite, sont conservées ce qui permet de les amplifier 

par PCR (Weising et al., 1995) à l'aide de deux amorces spécifiques (sens et anti-sens) (Akkaya 

et al., 1992). Ils constituent une autre génération des marqueurs moléculaires, connus pour leur 

taux de mutations élevé, ceci est vérifié sur les différences de taille entre deux allèles pour un 

individu donné (Powell et al., 1996a). La diversité de la taille résulte d'une différence de nombre 

de répétition du motif SSR (Akkaya et al. 1992). L'unicité et la valeur des microsatellites 

résultent de leur polyallélisme (Tautz 1989 ; Akkaya et al. 1992), codominance (Morgante et al., 

1993), facilité de détection par PCR, abondance relative, large répartition dans l’ensemble du 

génome (Powell et al. 1996a ; Powell et al. 1996b). Leur révolution dans le règne végétal a 

débuté avec la découverte de leur polymorphisme chez le Soja (Akkaya et al. 1992). 

I.2.2.3.2. Faisabilité d'application des SSR sur le règne 

végétal 

À l'issu d'une enquête réalisée sur les séquences d'ADN des plantes supérieures, il a été 

découvert que les séquences microsatellites sont présents, fréquents et largement distribués chez 

34 espèces, avec une fréquence d'un motif tous les 50 kb, et une abondance importante du motif 

(AT)n (Morgante et al. 1993). L'exploitation du polymorphisme par les marqueurs 

microsatellites nécessite la détection de leurs sites sur le génome, et le développement d'amorces 

spécifique (Brown et al., 1996). Depuis leur découverte, ils ont constitué un moyen de choix des 

généticiens pour la conception des cartes génétiques (Hearne et al., 1992 ; Dib et al., 1996 ; 
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Cheng et al., 2009 ; Jaari et al., 2009) et pour l’étude de la structure génétique des populations 

(Aldrich et al., 1998 ; Dayanandan et al., 1999 ; Collevatti et al., 2001 ; Lemes et al., 2003 ; 

Gutierrez et al., 2005 ; Barkley et al., 2006 ; Ma et al., 2009 ; Sharma et al., 2009 ; Tanaka et 

al., 2012 ; Wang et al., 2012). Ils ont permis aussi l’étude des flux du pollen et des gènes, en 

retraçant les trajectoires des pollens fécondatrices et les origines parentales, et de juger la 

nécessité d'établissement des programmes de protection et de conservation des espèces (Di 

Vecchi-Staraz et al., 2009 ; Kamm et al., 2009 ; Salvini et al., 2009 ; Slavov et al., 2009 ; 

Ashley 2010). 

I.2.2.3.3. Aperçu sur des microsatellites isolés chez les 

Acacia 

Chez les Acacia, un ensemble de microsatellites ont été développés pour mieux 

comprendre la structure génétique des espèces de ce taxon (Tableau 20). Le développement de 

33 marqueurs microsatellites pour Acacia mangium a fourni des marqueurs hautement 

informatifs pour la cartographie génétique de cette espèce. La grande variabilité de ces 

marqueurs par rapport aux RFLP et aux allozymes a augmenté le pouvoir de distinction 

génétique entre les individus étudiés. Par conséquent, ils pourraient être exploités pour estimer 

la contamination pollinique dans les semences, les taux de consanguinité et le succès de la 

pollinisation en masse, afin de déterminer le régime approprié d'accouplement dans les vergers à 

graines, et à identifier les parents mâles élites basées sur la performance de la progéniture 

(Butcher et al., 2000). Cinq locus microsatellites sont aussi développés pour Acacia nilotica ssp. 

indica (Benth.) Brenan. Ces microsatellites ont été obtenus grâce à la construction d'une banque 

enrichie, leur utilisation permettra de déterminer l'origine génétique et l'étendue de la diversité 

génétique (Wardill et al., 2004). Une autre étude a rapporté l'isolement de 15 microsatellites 

chez l'hybride Acacia (Acacia mangium × Acacia auriculiformis). Cinq de ces locus ont 

démontré une hérédité mendélienne dans la population en ségrégation F1, quatre ont montré un 

ratio non conforme et les six autres n'ont pas ségrégé dans les descendances, car ils étaient 

homozygotes chez les deux parents (Ng et al., 2005).  
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Tableau 20. Revue sur les microsatellites développés sur Acacia MDv : méthode de développement ; SSR : microsatellites ; EHW : équilibre de Hardy-Weinberg 

; DEHW : déviation de l'équilibre de Hardy-Weinberg  ; BGE : banques génomiques enrichies en microsatellites 

Auteurs  Espèce MDv Nb de SSR Transférabilité  Autres caractères  

(Butcher et al. 

2000) 

Acacia mangium Willd. 

(Section Juliflorae within the 
subgenus Phyllodineae) 

BGE 33 

 11 SSR amplifie l'ADN de 

Pararchidendron pruinosum, Archidendron 
lucji et Archidendron ramiflorum (même 

section que A. mangium) 

 Pas d'amplifications des autres 
espèces de sous genre Acacia  

 11 avec EHW 

 Motif abondant (AC)n 

(Wardill et al. 

2004) 
Acacia nilotica ssp. indica BGE 5   Présence d'allèle nul 

(Ng et al. 2005) 
Acacia hybrid ( Acacia mangium × 

Acacia auriculiformis ) 
BGE 15 

 A. mangium  

 A. auriculiformis. 

 5 SSR avec EHW  

 4 SSR avec DEHW  

 6 SSR non ségrégé, ils étaient 

homozygotes chez les parents  

(Otero-Arnaiz et 
al. 2005) 

Acacia brevispica BGE 24  
 5 présentent des allèles nuls 

 Nombre non définit sont en 
DEHW 

(Ruiz-Guajardo et 

al., 2007) 
Acacia (Senegalia) mellifera BGE 11  

 3 SSR en DEHW 

 Présence d'allèles nuls 

(Fredua-
Agyeman et al., 

2008) 

Acacia koa BGE 31  

 9 SSR sont hautement 

polymorphes 

 3 SSR observé présentant des 

allèles uniques pour certaines 

populations 

(Millar et al. 

2008) 
Acacia saligna subsp. saligna BGE 9 

 3 SSR développés sur A. mangium 
amplifient l'ADN d'A. saligna 

 2 SSR de ceux développés 

produisent des locus interprétés 

comme unique.  

(Assoumane et al. 

2009) 
Acacia Sénégal BGE 11 

 Acacia laeta,  

 Hybride A. senegal x Acacia laeta A. 
senegal var leiorhachis 

Peuvent être utilisés sur les espèces de sous 

genre  Aculeiferum . 

 

(Millar 2009) Acacia woodmaniorum BGE 28  

 10 SSR avec DEHW 

 2 SSR avec déséquilibre de 
liaison  

 10 SSR présentent des allèles 
nuls 

(Nevill et al., 
2010) 

Acacia karina BGE 15 
 8 sont polymorphes sur A. 
Jibberdingensis 

 3 polymorphe sur A. stanleyi 

 4 SSR n'amplifient pas 

 2 SSR avec DEHW 

 9 SSR polymorphes avec EHW 

(Lepais et al., 
2011) 

Acacia harpophylla F. Muell. Ex 
Benth 

BGE -NSG 96   9 SSR polymophe avec EHW 

Somme des SSR  11 espèces   278 21 avec transférabilité limitée (7,53  %) 48 SSR avec EHW (17,26  %) 
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Dans le même sens 24 microsatellites ont été développés sur Acacia brevispica (Otero-

Arnaiz et al., 2005), certains d'entre eux ont présenté des allèles nuls. Les systèmes 

d'accouplement, les modèles de flux de gènes et de médiation du pollen, et les niveaux de 

contamination génétique ont été étudiés dans un peuplement planté par Acacia saligna 

subsp. Saligna grâce à une analyse de paternité à l'aide de marqueurs microsatellites 

(Millar et al., 2008). Les résultats ont démontré des niveaux élevés d'allofécondation. Les 

distances moyennes de dispersion du pollen étaient de 37 m avec la majorité des 

descendances engendrées par les arbres paternels appartiennent tous à un rayon de 50 m 

de l'arbre-mère. La contamination génétique par le fond naturel de la population d’Acacia 

saligna subsp. lindleyi a été détectée dans 14 % de la descendance d’Acacia saligna 

subsp. Saligna. Des événements de pollinisation inter-sous-espèces ont eu lieu sur une 

plage de distances de 5 à 1566 m avec une distance de dispersion moyenne de pollen de 

666 m, ceci en raison de la proximité de sources de pollen provenant de la population 

naturelle de subsp. Lindleyi (Millar et al. 2008). En 2009, la base de données des Acacia 

s’est enrichie avec 11 marqueurs microsatellites préalablement développés sur Acacia 

sénégal (Assoumane et al., 2009) dans le but de différencier Acacia Sénégal d’Acacia 

dudgeoni (Assoumane et al., 2012), deux espèces étroitement apparentées d'Acacia 

Sénégal (L.) Willd, partagent plusieurs caractères botaniques, de sorte qu’en se basant sur 

les traits morphologiques, il n’y a pas une discontinuité claire. 

a. Conditions d'utilisation des microsatellites 

L'utilisation des microsatellites exige une connaissance préalable du génome pour 

leur développement, ce qui rend leur utilisation couteuse et laborieuse. Le taux élevé de 

mutation peut également constituer un obstacle pour leur utilisation, ainsi il faut maitriser 

1) l’analyse des gels, 2) l’observation ou absence des allèles nuls, 3) l’homéoplasie et 4) 

l’utilisation d'amorces hétérologues au cours de l'amplification des espèces en 

croisement. Au cours de la réalisation d'un gel, une échelle allélique connue doit être 

utilisée pour que les comparaisons transversales des profils puissent être faites avec 

exactitude lors de l’analyse. Un autre problème est parfois rencontré est la production des 

bandes échos «stutter bands», qui peuvent masquer ou réduire le nombre des 
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hétérozygotes. Typiquement, une vraie bande (allèle), son contraste sera plus foncé par 

rapport à une bande écho. 

L'utilisation des amorces microsatellites des espèces en croisement devrait être faite 

avec prudence. La probabilité d'allèles nuls (la non-amplification d'un ou plusieurs 

allèles) doit être soigneusement analysée (Callen et al., 1993 ; Pemberton et al., 1995), 

car une simple mutation dans la région flanquante des microsatellites (lieu d'hybridation 

des amorces spécifiques), peut inhiber ou complètement empêcher son hybridation, ce 

qui en résulte une réduction ou absence du produit PCR. 

Le développement des microsatellites, c'est-à-dire la définition des amorces 

bordantes spécifiques, est un travail assez lourd, requérant une grande technicité et un 

coût élevé. Il consiste en premier temps à un enrichissement d'une banque génomique en 

motifs répétés chez l'espèce à étudier, suivie par le clonage et le séquençage de nombreux 

fragments, la conception des amorces sens et anti-sens spécifiques des régions 

flanquantes du site SSR, et enfin la mise au point des conditions d'amplification par PCR. 

D'autres méthodes ont été utilisées pour minimiser les coûts dépensés pour cette 

technique reposent sur l'utilisation des SSR préalablement développés chez des espèces 

phylogénétiquement proches, et la recherche des motifs microsatellites répétés dans les 

bases de données publiques telles que GenBank.  

b. Analyse des microsatellites développés chez les 

Acaciae 

La liste des études utilisant les microsatellites chez les espèces d’Acaciae est ci-

devant citée au tableau 20. Il s'agit de 11 études réalisées sur 12 espèces qui ont donné 

naissances à 278 SSR génomiques, un nombre qui reste très faible pour construire une 

carte génétique avec des microsatellites. Onze de ces études ont fait appel à la méthode 

de banques génomiques enrichies en microsatellites, dont 10 se basent sur la technique de 

séquençage de Sanger et une seule a utilisé la technique de nouvelle génération de 

séquençage (NGS). De plus, la plupart de ces études présentent des allèles nuls, une 

déviation de l'équilibre de Hardy-Weinberg, et un déséquilibre de liaison et seulement 48 

SSR sont polymorphes, et ils ségrègent avec des ratios équilibrés (EHW) ce qui 
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représente 17,26  % de la totalité des SSR développés. Ceci peut être expliqué par la 

complexité du génome des Acaciae avec des cas de polyploïdie, mode de reproduction, et 

type de pollinisateurs. Dans les cas où les produits PCR sont multi alléliques, on peut 

supposer que les amorces ont pu s'hybrider à plusieurs endroits du génome, multi locus. 

Le tableau 20 nous permet de conclure aussi que la majorité des microsatellites 

développés ne sont pas ou difficilement transférables, nous avons noté 7,53  % des SSR 

avec possibilité d'amplifier l'ADN des autres espèces, mais qui reste dans le même sous 

genre ou section. Ceci peut être expliqué par la complexité de l'origine des Acaciae avec 

leur phylogénie qui reste toujours mal connue, et par suite les espèces supposées 

phylogénétiquement proches peuvent appartenir à des groupes différents. Dans ce cas, on 

est ouvert à l'hypothèse que les séquences flanquantes des SSR et qui correspondent aux 

sites d'hybridation des amorces développées aient subi des mutations par délétions ou 

addition de certaines bases, et par suite une divergence entre espèces. 

i. Transfert entre espèces phylogénétiquement 

proches 

C'est une technique qui se base sur l'application des microsatellites développés sur 

d’autres espèces, mais qui restent proches phylogénétiquement de l'espèce à étudier. Dans 

ce cas, on minimise le coût de construction d’une banque génomique spécifique ou on 

n’aura pas besoin de disposer de données de séquences. Cette stratégie a été employée 

pour l'étude de la diversité génétique chez Acacia saligna subsp. Saligna en appliquant 

des microsatellites développés sur Acacia mangium (Millar et al. 2008), de même les 

microsatellites isolés d’Acacia Sénégal ont prouvé leur amplification de l'ADN d’autres 

espèces tel qu’Acacia latta, et l’hybride issu d’A. Sénégal x Acacia latta A. Sénégal var 

leiorhachis appartenant au même sous-genre Aculeiferum (Assoumane et al. 2009). Par 

ailleurs, cette stratégie reste restreinte, car le passage à des espèces d’autre genre de 

même famille montre toujours un succès réduit ou parfois nul dans l'acquisition 

d'amplification (Butcher et al. 2000) des microsatellites et de leur polymorphisme. Il est 

important de mentionner que l'absence de produits ne signifie absolument pas l'absence 

de site microsatellites, il se peut que ce dernier existe, mais ce sont ses régions 

flanquantes qui ont subi des modifications aboutissant à la non-hybridation des amorces.  
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ii. Construction de banques génomiques enrichies 

en microsatellites 

Le développement de banque génomique enrichie en microsatellites pour l'espèce 

étudiée reste l'approche la plus crédible en termes de nombre de locus informatifs 

spécifiques isolés, malgré son coût élevé et l'instrumentation qu'il demande. Il consiste au 

développement d'une banque enrichie en motifs répétés choisis par le développeur. Cette 

méthode a été adoptée pour la majorité des SSR isolés des Acaciae (Butcher et al. 2000 ; 

Wardill et al. 2004 ; Otero-Arnaiz et al. 2005 ; Ruiz-Guajardo et al. 2007 ; Fredua-

Agyeman et al. 2008 ; Millar et al. 2008 ; Assoumane et al. 2009 ; Millar 2009 ; Nevill et 

al. 2010).  

La première étape concerne l'extraction d'ADN génomique de l'espèce étudiée en 

une grande quantité avec une bonne qualité. En effet, c'est une étape cruciale, car, de la 

qualité de l'ADN génomique de départ, dépendent toutes les étapes postérieures. On peut 

utiliser l'ADN extrait sur un mélange de feuilles de plusieurs individus, ceci afin de 

discerner un large éventail des variations des motifs de microsatellites.  

La deuxième étape se focalise sur l'enrichissement d'une banque génomique en 

motifs répétés. Plusieurs techniques ont été inventées, dont le principe de base (Fig.33) 

est que : l'ADN génomique est digéré par une enzyme de restriction et ligaturer à un 

adaptateur, amplifié par PCR, puis dénaturé. Ces fragments simples brins sont ensuite 

hybridés à des oligonucléotides formés de motifs de microsatellites, à titre d'exemple des 

(TG)12, (AG)12, (ACTC)6 (généralement liés à une membrane ou à une colonne). Suite à 

un lavage les fragments d'ADN qui ne renferment pas de motif SSR ne s'hybridant pas, et 

par suite ils sont éliminés avec la solution de lavage. Les fragments élus supposés 

contenir des microsatellites sont ensuite insérés dans des vecteurs de clonage qui servent 

de véhicules pour une transformation bactérienne qui permettra une duplication des 

fragments insérés. Les colonies positives sont sélectionnées à la base de la coloration 

bleue/blanche. Une deuxième hybridation est faite avec des sondes d'oligonucléotides de 

motifs répétés pour construire des banques séparées de di- tri -et tétranucléotides.  
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L'étape suivante est le séquençage des inserts après leurs amplifications par PCR et 

sélection des fragments supérieure à 400 Pb préalablement testés sur gel d'agarose 

(Fig.34). Une fois les séquences sont obtenues, elles sont soumises à une analyse bio-

informatique pour dessiner des amorces PCR oligonucléotidiques. 

iii. Recherche des microsatellites dans les banques 

d'EST publiées 

Vu les contraintes techniques et matérielles pour le développement des 

microsatellites, leur utilisation est souvent restée limitée à des applications sur les 

cultures à grande importance commercial (Selkoe et al., 2006). Mais, avec le progrès des 

études génomiques, une nouvelle source alternative de l'isolement des microsatellites a 

été utilisée. C'est l'identification de microsatellites à partir des Étiquettes de Séquence 

exprimées (EST) (Expressed Sequence Tagged).  

La base de données EST créée à l'aide du séquençage à haut débit du transcriptome, 

a offert la possibilité de détecter des répétitions microsatellites dans les ARNm et leurs 

transcrits (Aguilar-Espinoza et al., 2012). Les marqueurs SSR transcriptomiques ont des 

avantages intrinsèques de tous les microsatellites génomiques, car ils fournissent une 

méthode économique pour étudier un large éventail d'espèces en raison de leur potentiel 

de transférabilité inter spécifique et la disponibilité au public des bases de données EST. 

Cependant, ces microsatellites sont évidemment limités à des espèces pour lesquelles ce 

type de base de données existe (Scott et al., 2000).  

À ce jour, cette approche est largement optée pour plusieurs espèces Meretrix 

meretrix, Laminaria digitata dont les SSR développés ont été transférables à une autre 

espèce non congénère Saccharina japonica, Radis (Raphanus sativus L.), l'arbre de 

Pivoine, Mesodesma donacium, variété de Maniocs, les Eucalyptus, Gerbera (Gerbera 

hybrida), Castanopsis sieboldii var. sieboldii, l'arachide (Arachis hypogaea L.), et hévéa 

(Hevea brasiliensis) (Feng et al., 2009 ; Liang et al., 2009 ; Ueno et al., 2009 ; Gong et 

al., 2010 ; Faria et al., 2011 ; Sraphet et al., 2011 ; Aguilar-Espinoza et al. 2012 ; Guo et 

al., 2012 ; Jiang et al., 2012 ; Liu et al., 2012 ; Lu et al., 2012), la liste reste très longue. 
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Une multitude de programmes ont été développés pour la détection des répétitions 

microsatellites à partir des bases de données informatisées, et d'autres spécialisées pour la 

conception des amorces spécifiques pour ces locus. Un ensemble de ces outils sont 

disponibles sur le site : 

http://qcbs.ca/wiki/bioinformatic_tools_to_detect_microsatellites_loci_from_geno

mic_data 

Dans notre étude, nous avons adopté la stratégie des EST (Expressed Sequence 

Tagged) ; c'est-à-dire les étiquettes des séquences exprimées à partir des données 

disponibles sur deux espèces d'Acaciae : l’hybride A. mangium x A. Auriculiformis (Yong 

et al., 2011) et celle A. mangium (Suzuki et al., 2011). 

Cette partie a été réalisée à l’Institut de Recherche en Biologie Végétal et Centre de 

Biodiversité à Montréal.  
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Fig.33. Schéma simplifié du protocole de construction de banque génomique 

enrichie en SSR 
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Fig.34. Séquençage et conception des amorces des régions flanquantes des SSR 
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II. Matériel et méthodes 

II.1. Extraction d’ADN 

L’extraction d’ADN est réalisée sur des feuilles sèches conservées au congélateur -80 

°C, selon le protocole adapté aux espèces riches en polysaccharides avec des modifications 

(Ky et al., 2000). Les provenances étudiées sont : Tissint, Guelmim, N’Koub, Agdz, Assa et 

Foum Zguid  

Étape 1. Isolement des noyaux 

30 mg de feuilles sèches ont été broyés à l’aide d’un broyeur automatique (Tissulyser) 

pendant 30
’’
 avec deux répétitions. La poudre obtenue est traitée par l’ajout de 3 ml de 

tampon d’extraction à pH= 9 (15 mM Tris, 2 mM EDTA, 80 mM KCl, 20 mM NaCl, 2 % β -

mercaptoéthanol, 2 % PVPP, 0.5  % Triton-X100). Ce dernier a été préchauffé au bain marie 

pendant 1h à 65⁰C. Le broyat homogénéisé pendant 2h, est centrifugé à 3000 g pendant 20 

min. Le culot est récupéré dans 2 ml de tampon de lyse à pH=8 (0.1 M Tris, 0.02 M EDTA, 

NaCl 1,25 M, MATAB 4 %). Les tubes sont ensuite stockés à -20⁰ C. 

Étape 2. Extraction d’ADN  

Lors de l’extraction d’ADN proprement dite, les tubes sont incubés à 65 °C pendant 4 

heures, puis centrifugés à 3000 g pendant 10 min. Le surnageant (2 ml) récupéré est lavé avec 

le même volume de Phénol : Chloroforme : Alcool Isoamyl (25:24:1), ensuite centrifugé à 

3000 g pendant 10 min à 4 °C. Cette étape est répétée jusqu’à obtention d’un surnageant de 

couleur claire témoignant d’un lavage satisfaisant. Pour précipiter l’ADN, 1/3 du volume 

d’acétate de sodium 3M (pH 5,2), et 2/3 du volume d’isopropanol froid sont ajoutés au 

surnageant qui sera incubé une nuit à -20 °C. Le lendemain les tubes sont centrifugés à 10000 

g pendant 10 min. Après récupération, le culot lavé avec 400 µl d’éthanol (70°) est séché 

pendant 1h à l’air libre. Enfin, il est suspendu dans 60 µl à 100 µl de tampon tris. 

II.2. Optimisation des conditions de la PCR 

L’optimisation des réactions PCR est réalisée dans des thermocycleurs Eppendorf 

Mastercycler avec gradient de température, dont les produits sont migrés sur le gel KBplus et lus 

sous Séquenceur LiCor 4300. Le système LI-COR détecte l’ADN en utilisant l'infrarouge (IR) de 

fluorescence. L’analyse du gel est faite par le logiciel SagaGT.  

Deux marqueurs de taille sont utilisés 700 pb-350 pb IRDye700nm et IRDye800. 
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Le mix préparé pour la réalisation des réactions en chaîne par polymérase (PCR) est 

commun à l’ensemble des amorces. Le volume final utilisé est de 10 μL, contenant le tampon 

PCR 1X (Crimson taq) avec 1,5 mM MgCl2, 0,2 mM de dNTP, 0,08 μM d’amorce sens 

allongé (M13), 0,1 μM d’amorce anti-sens, 0,1 μM d’amorce M13 marqué par Fluorescence 

soit 700 nm ou 800 nm (F-M13), 20 ng d’ADN et 1 U d’ADN Polymérase (Crimson Taq), 

diméthylsulfoxyde noté aussi DMSO 0,3 %, albumine de sérum bovin ou (ASB) 3 %. 

La réaction d’amplification a été réalisée dans le thermocycleur Mastercycler® pro. Les 

conditions d’amplification appliquées sont les suivantes : 5 min de dénaturation initiale à 94 

°C puis de 25 à 30 cycles selon l’amorce, avec 30 s de dénaturation à 94 °C, 40 s 

d’hybridation à la température optimale pour chaque paire d’amorces et 40 s d’élongation à 

72 °C, enfin 10 min de synthèse finale à 72 °C. Pour chacune des PCR, nous avons fait migrer 

un témoin négatif contenant l’ensemble des composants de la réaction sans l’ADN matrice 

dans le but d’évaluer s’il n’y a pas eu de contamination. 

La taille des allèles (bandes) est lue après migration sur un gel KBplus placé dans le 

séquenceur LiCor 4300. Dans la mesure de rapidité, les produits de PCR de deux individus 

ont été groupés dans un même tube, pour l’un des deux, son amorce est marquée avec IRDye 

700 nm, et l’autre marquée à IRDye 800 nm utilisés au cours de la PCR. Cette technique nous 

a permis de migrer les produits des deux amorces au moment d’un même tour d’analyse. Les 

allèles des deux amorces sont distingués par le fluorochrome qu’elle porte.  

Un volume de 9 µl de solution stop (95 % formamide, 10 mM NaOH, 0.05 % 

Bromophenol blue) est ajouté à 1µl de chacun des deux produits de PCR. L’ensemble est 

dénaturé pendant 5 min à 95 °C, pour éviter la renaturation des deux brins d’ADN ils sont 

rapidement placés sur glace (4 °C). Ensuite, nous déposons 0,5 µl de chaque échantillon dans 

le séquenceur, tous les cinq échantillons nous déposons le marqueur de taille soit de700 pb-

IRDye 700 nm et IRDye 800nm dans le cas des allèles de grande taille, ou de 350 pb- IRDye 

700 nm et IRDye 800 nm pour les allèles de petite taille marquée à la fois par 700 nm et 800 

nm puisqu’on procède à la lecture de deux amorces à la fois. Les paramètres d’analyse sur le 

LiCor-4300 sont appropriés aux instructions du constructeur. La lecture des profils de 

migration consiste premièrement à une calibration du gel par vérification du bon emplacement 

du marqueur de taille qui constitue une référence pour l’estimation de la taille des allèles. Le 

logiciel crée des pics à la position d’un allèle, cependant une évaluation visuelle de ces profils 
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reste nécessaire pour s’assurer que les pics retenus par le logiciel correspondent réellement à 

un allèle.  

II.3. Décomposition de la diversité génétique chez Acacia tortilis subsp 

raddiana  

La méthode la plus classique de caractérisation de populations est celle des indices de 

fixation (F) proposée par Wright (1943). F représente la probabilité que deux gènes soient 

similaires dans une population, sachant qu’ils dérivent d’un même ancêtre commun. Dans le 

cas d’une population divisée en sous-populations Wright définit trois coefficients F qui sont 

reliés par la formule suivante :  

                       D’où                      

Ainsi, FIT et FIS représentent successivement les corrélations entre deux gamètes qui 

s’unissent pour produire les individus de la population totale (FIT) et la sous-population (FIS), 

tandis que FST correspond à la corrélation entre deux gamètes tirés aléatoirement dans chaque 

sous-population. 

Nei (1973) a proposé une démarche voisine de F-statistique qui s’applique aux locus 

multi-alléliques (Prat et al., 2006). Cette approche consiste à définir la probabilité d’identité 

de deux allèles pour un locus multi-allélique dans une population par         , c’est le taux 

d’homozygotie. Le paramètre de diversité génétique représenté par le taux d’hétérozygotie 

attendue sous l’hypothèse de panmixie est défini par : 

         

Ainsi, Nei détermine la notion de diversité génétique et prouve que la diversité totale 

   se décompose en une diversité intra-sous-population    et une diversité entre sous-

population     avec :  

          

Les hétérozygoties    et    sont calculées sous l’hypothèse de l’équilibre de Hardy-

Weinberg et dépendent strictement des fréquences alléliques observées. Nei définit des 
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indices F équivalents à ceux de Wright à partir des moyennes d’hétérozygoties calculées sur 

plusieurs locus et d’une hétérozygotie moyenne totale observée     , comme suit : 

                                               

Ces paramètres sont dénommés les statistiques G (G-statistics), par analogie aux statistiques 

F. 

II.4. Analyse de variance moléculaire  

L’analyse de la variance moléculaire (AMOVA) (Excoffier et al., 1992) étudie la structure 

génétique en évaluant les variances à l’intérieur et entre populations. Elle a été développée pour des 

plans d'échantillonnage hiérarchisé. L’information sur la divergence de l'ADN d’haplotype est 

incorporée dans une analyse de variance, dérivée d'une matrice de distance génétique entre toutes 

les paires d'haplotypes. L’analyse produit des estimations des composantes de la variance et des 

analogues de la statistique F, ce qui reflète la corrélation de la diversité haplotype à différents 

niveaux de subdivision hiérarchique. L'importance des composantes de la variance est testée en 

utilisant une approche permutations, ce qui élimine l'hypothèse de normalité qui est classique pour 

l'analyse de la variance, mais inapproprié pour les données moléculaires. 

Dans notre étude les fréquences alléliques, hétérozygotie observée, test de Hardy-

Weinberg ainsi que les paramètres génétiques tel que le nombre d’allèles, indice de fixation 

intra provenance (   ), et inter provenance (   ) sont réalisées avec le logiciel GenoDive 

(Meirmans et al., 2004) : Le test Mantel qui porte sur la corrélation linéaire entre la matrice de 

distance géographique et la matrice de distance génétique(Mantel et al., 1970), est réalisé 

avec le programme R package polysat (Clark et al., 2011). Il est communément utilisé pour 

évaluer la corrélation entre les distances génétiques et les positions géographiques d’espèces 

ou de population étudiées  

II.5. Développement des EST-SSR 

Pour le développement des SSR sur la base de données des EST disponibles sur des 

Acaciae, nous avons fait appel à l'application SSRprimer II, disponible sur le site du centre 

Australien de la génomique fonctionnelle des plantes (Australian Centre for Plant Functional 

Genomics. Le programme SSRprimer a été développé par (Robinson et al., 2004), il est écrit 
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en Perl, et intègre deux applications : SPUTNIK (Abajian 1994) et primer 3 (Rozen et al., 

1999). 

II.5.1. Le programme SPUTNIK 

Les séquences d'entrées qui sont sous format FASTA sont subdivisées en groupes de10. 

Chaque groupe est analysé initialement par SPUTNIK qui permet un criblage des sites 

microsatellites. Il s'agit d'un programme en langage C (Abajian 1994), qui recherche dans les 

fichiers des séquences d'ADN au format FASTA des motifs répétés de nucléotides de 

longueur comprise entre 2 et 5 pb. Il en résulte leur position dans la séquence, la longueur, et 

un score déterminé par la longueur de la répétition et le nombre d’erreurs. Les Insertions et les 

suppressions ainsi que d'autres aberrations sont tolérées, mais ils affectent le score global. Il 

ne s'agit pas d'une recherche dans une «bibliothèque» de microsatellites connus, mais d'une 

analyse des nucléotides des séquences d'entrée. La sortie qui est la somme des séquences 

filtrées par SPUTNIK contenant des motifs répétés est cheminée pour être analysées par le 

second programme Primer3.  

II.5.2. Programme Primer 3 

Primer 3 est un programme informatique qui suggère des amorces de PCR pour une 

variété d'applications, par exemple pour créer des STS (Sequence Tagged Sites) pour la 

cartographie d'hybrides ou pour amplifier des séquences pour la découverte de 

polymorphisme de nucléotide unique SNP. Primer 3 permet aussi de sélectionner des amorces 

simples pour les réactions de séquençage et peut concevoir des oligonucléotides et des sondes 

d'hybridation. Pour ce faire, Primer 3 prend en considération de nombreux facteurs: la 

température d'hybridation Ta, la longueur d'oligonucléotide, la contenance en GC, la stabilité 

en extrémité 3', estimation de la structure secondaire, la probabilité d'hybridation ou 

d'amplification des séquences indésirables, la probabilité de formation de dimères d'amorce 

entre deux copies de la même amorce, et l'exactitude de la séquence source. Dans la 

conception d'une paire d'amorce, Primer 3 examine la taille du produit et la température 

d'hybridation, la probabilité de formation de dimères d'amorce entre les séquences des paires 

d'amorces, la différence entre la température d'hybridation des amorces, et l'emplacement 

relatif des amorces par rapport à des régions particulières d'intérêt ou à éviter. 
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Les résultats de Spoutnik et Primer 3 sont combinés et ajoutés à un fichier de résultats. 

Cet outil a été utilisé pour la découverte de SSR au sein de la base complète de données 

GenBank (Jewell et al., 2006), et de concevoir des amorces d'amplification par PCR pour plus 

de 13 millions de SSR. Le serveur de l'arbre taxonomique des SSR (SSR arbre taxonomique) 

fournit une recherche sur le Web et en naviguant dans des espèces et des taxons, on peut 

visualiser et télécharger ces amorces.  

II.6. Caractéristiques de conception des amorces par Primer3 dans 

SSRprimer 

Les options de Primer 3 sont par défaut, mais des modifications sont apportées pour 

augmenter la spécificité des amorces (Robinson et al. 2004). Une paire d'amorces est conçue à 

au moins une distance de 10 pb de part et d'autre du site SSR identifié. La taille optimale pour 

les amorces est 21 bases avec un maximum de 23 bases. La température d'hybridation (Ta) est 

55 °C, avec un minimum de 50 °C et un maximum de 70 °C, la contenance en GC est 50  %, 

avec un minimum de 30  % et un maximum de 70  %. Bien que ces options et autres puissent 

être modifiés, les auteurs suggèrent le maintien de ces critères pour garantir une amplification 

robuste de PCR. 

II.7. Identité des gènes des EST-SSR sélectionnés 

Les séquences EST-SSR identifiées par PrimerSSR sont assemblées à l'aide de 

l'application novo assemblé du logiciel Geneious (Kearse et al., 2012). Ceci nous a permis de 

classer nos EST-SSR en un ensemble de Contig (les séquences homologues) et de patron 

unique (Singleton = séquence unique). Nous avons également procédé à l'identification du 

pourcentage d'homologie et de la fonction putative des gènes en comparant nos EST-SSR 

contre la base de données des protéines BLASTx (non redondante) du Centre National 

d'Information de la Biotechnologie NCBI à l'aide du logiciel Blast2GO (Conesa et al., 2005) 

disponible gratuitement sur le site http://www.blast2go.de. 

I. Résultats et discussion 

I.1. Conception des amorces 

La disponibilité d'un nombre limité d'EST pour des espèces d’Acacia (et aucune base de 

données pour Acacia tortilis) permet d'envisager la difficulté de détecter des motifs répétés 

dans ces séquences afin de développer des marqueurs microsatellites plus conservés et donc 

http://www.blast2go.de/
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plus facilement transférables entre espèces. L’application SSRprimer II a permis de faire la 

détection des SSR à partir des deux lots de séquences codantes issues de l'assemblage de 9110 

EST développés sur Acacia mangium, et 2459 sur l’hybride Acacia auriculiformis x Acacia 

mangium. Au total, 63 séquences contenant des motifs de répétition ont été déterminées.  

L’assemblage des ESTs avec Genieous a produit 33 séquences uniques, et 30 séquences 

regroupées en 13 contigs. Les motifs tri-nucléotides et di-nucléotides étaient les plus 

abondants avec successivement 20 % et 19 %, suivie par les tétranucléotides 13 % et un 

pourcentage de 11 % pour les pentanucléotides (fig.35 et 36).  

 

Fig.35. Répartition des motifs répétés détectés par L’application de SSRprimerII 

 

 

 

Fig.36. Répartition de l'ensemble des motifs détectés par L’application SSRprimer II 
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Les types de motif, les plus abondants sont les AC avec 11,86  % et AT avec 6,78  %. 

En effet, une modification du nombre de répétitions pour des motifs di-, a été détectée ce qui 

peut décaler le cadre de lecture et crée un changement dans la fonction de la protéine. 

Les marqueurs moléculaires basés sur les EST sont beaucoup plus intéressants que les 

marqueurs microsatellites génomiques pour l’obtention de locus orthologues transférables 

entre les espèces. Cependant, la mise en évidence du polymorphisme reste faible (Pinto et al., 

2004).  

I.2. Analyse des données Microsatellites 

Chez les diploïdes, les microsatellites sont des marqueurs co-dominants avec locus 

unique, caractérisés par la présence d’un ou deux allèles par locus par individu (Esselink et 

al., 2004), dont les homozygotes sont représentés par une seule bande, et les hétérozygotes 

sont représentés par deux bandes (Akkaya et al. 1992). Cependant, chez les polyploïdes 

l’analyse des bandes SSR est beaucoup plus complexe (Pfeiffer et al., 2011) à cause de 

l’hérédité polysomique. 

La détection à la fois des loci et des allèles multiples par individu rend difficile 

l’interprétation des profils. Sous l’hypothèse d’un octaploïde, le génome est quatre fois celui 

d’un diploïde, malgré le nombre pair des chromosomes, ceci ne leur garantit pas une 

ségrégation normale pendant la méiose (Griffiths et al., 2002). Un croisement entre deux 

individus qui portent chacun 8 allèles différents engendrera 786 génotypes, les combinaisons 

ainsi probables pour les allèles sont très élevés. La probabilité d’apparition d’un phénotype 

homozygote est de 1 : 63. Pour cette raison, les profils des microsatellites sont parfois traités 

comme des marqueurs dominants (Andrew et al., 2003 ; Esselink et al. 2004 ; Andreakis et 

al., 2009 ; Pfeiffer et al. 2011). 

I.3. Diversité et différenciation génétique des populations 

d’Acacia tortilis subsp raddiana 

Estimé à partir de l’indice de diversité de Nei, la diversité totale est de HT= 0,446 (45 

%), la diversité moyenne intra-provenance est de HS=0,432 (43,2 %) et la diversité inter-

provenance est de 3 % (GST= 0,03). Ainsi, quatorze parts de la diversité totale se situent au 

niveau intra-provenance. Ces résultats sont en accord avec ceux traitant la diversité génétique 

par des iso-enzymes chez la même espèce (Grouzis et al., 2003b) H=0,492 et GST=0,03 à 
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0,11, Olng’Otie (Olng'otie 1991) H=0,49 et Cardosso (Cardoso 1995 ) H=0,42. Cette diversité 

est attribuée à l’hérédité polysomique (tétra et ou octa). Par comparaison, les différentes 

espèces d’acacia présente en moyenne une diversité importante de l’ordre de H=0,44 pour 

Acacia tortilis subsp tortilis, H= 0,464 pour Acacia tortilis subsp spirocarpa, et H=0,316 pour 

Acacia tortilis subsp heteracantha (Grouzis et al. 2003b). 

Les valeurs de log-vraisemblance de G-statistique montrent des différences non 

significatives (tableau 21), ce qui reflète l’homogénéisation des fréquences alléliques au 

niveau des populations. Cela peut être expliqué soit par : 

i) La faible capacité discriminante des marqueurs microsatellites 

développés sur les EST pour différencier les populations. 

ii) Les populations choisies pour notre étude constituent dans un passé 

proche un seul ensemble, qui à cause des changements climatiques, effet 

anthropozoïque été fragmenté et qui n’a pas eu le temps nécessaire à évoluer et se 

diversifier en développant des fréquences alléliques spécifiques ou des allèles 

caractéristiques. 

Par ailleurs le mode de dissémination des gousses principalement par les vents et de 

reproduction anémophile dans un espace ouvert et continu ne peut que favoriser un tel 

brassage génique et homogénéiser la répartition du flux allélique. Le résultat est similaire à 

celui publié par Borgel et al (Grouzis et al. 2003a), qui ont rapporté un GST comprit entre 0,03 

et 0,11 avec une variabilité génétique importante H =0,42 à 0,49. 

Tableau 21. Les valeurs de  log-vraisemblance G-statistique pour toutes les paires de 

provenances 
 

GST et P-valeur Tissint Guelmim Assa Agdz N'Koub Foum Zguid 

Tissint   0.301 0.110 0.037 0.012 0.058 

Guelmim 40.843 
 

0.638 0.083 0.146 0.124 

Assa 58.244 19.113 
 

0.453 0.392 0.459 

Agdz 70.262 38.717 23.654 
 

0.455 0.537 

N'Koub 84.293 37.732 28.089 27.215 
 

0.101 

Foum Zguid 69.561 41.664 23.341 21.071 44.818   
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I.4. Distribution géographique de la structure génétique 

L’application du test de Mantel a montré l’absence d’une corrélation entre la distance 

génétique calculée sur la base des fréquences alléliques et la distance géographique avec r = -

0,06 (p-value = 0,556). Ce qui traduit une continuité de la structure génétique d’Acacia tortilis 

subsp raddiana sur le gradient de notre étude et son indépendance de sa répartition spatiale.  

I.5. Distribution hiérarchique de la variation génétique 

L’analyse moléculaire de l’analyse de variance AMOVA (tableau 22) est réalisée avec 

logiciel GenoDive, sous le modèle d’allèle infini (IAM). Dans ce modèle à nombre infini 

d’allèles, chaque nouvelle mutation donne naissance à un nouvel état allélique. Ce modèle ne tient 

donc pas compte des homoplasies et des mutations réverses. Il suppose également que chaque 

nouvelle mutation est indépendante des autres et qu’une mutation n’en favorise pas une autre 

(Nikolic 2009). Nous avons trouvé que 96 % de la variation découle du facteur individu 

(P<0,001), 4 % de variation inter-provenances pour lesquelles la différence est non 

significative avec P = 0,131, ce qui confirme les résultats de GST préalablement calculés. Ce 

constat, converge dans le même sens des résultats obtenus par l’approche morpho-métrique. 

L’analyse de la distribution hiérarchique de la variation moléculaire relève une 

importance relative des composantes arbres, un patron qui reste similaire à celui des analyses 

de la diversité génétique sur la même espèce par des iso-enzymes , et loin de celui résultant 

des marqueurs RAPD dans la région de Negev qui a détecté 59,43 % et 40,57 % de variation 

successivement entre et à l’intérieur des populations (Shrestha et al. 2002). 

Tableau 22. Analyse de variance moléculaire 

 
SSD Degré de liberté variation P-valeur 

Intra-provenance 798,45 54 96 % < 0,001 

Inter-provenance  105,092 5 0,40 % 0,131 

I.6. Variation intra-provenance 

L’amplification par PCR des 4 paires d’amorces microsatellites chez les six 

provenances d’Acacia tortilis subsp raddiana a produit un total de 12 bandes de taille 

différentes. Les tailles de ces bandes varient de 138 pb à 356 pb.  
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Le nombre observé d’allèles est de 9, 11, 12, 11, 10 et 11 respectivement chez Tissint, 

Guelmim, Assa, Agdz, N’Koub et Foum Zguid 

L’allèle GR3097-370 présente une fréquence allélique très faible de l’ordre de 0,002. Il 

est présent uniquement chez la provenance de N'Koub. Tandis que l’allèle GR3081-222 

présente des fréquences importantes allant de 0,875 chez N'Koub à 0,988 chez Tissint. Il est 

présent chez toutes les provenances tableau 23. 

La diversité allélique exprimée par les deux paramètres, le nombre efficace d’allèles 

(Ne) et la richesse allélique (A), (Ne = 2,14 ; A =2,02) sont proches entre les six provenances 

(Tableau 24 et 25). Cependant, nous avons noté une légère différence pour la provenance de 

Guelmim qui présente une diversité allélique plus faible (Ne=1,71 ; A=1,66) par rapport à 

Tissint (Ne=2,14  ; A=2,02), N’Koub (Ne=2  ; A=1,79) et Foum Zguid (Ne=1,93 ; A=1,75).  
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Tableau 23. Fréquences alléliques par locus et par provenance 

 

 Locus GR2038 
 

Locus AH 
 

Locus GR3097 
 

Locus GR3081 

 332 344 350 356 
 

138 148 152 
 

344 350 356 362 366 370 
 

222 227 

Tissint 0 0,5 0,2 0,3 
 

0,463 0,412 0,125 
 

0,575 0,25 0,15 0,025 0 0 
 

0,988 0,013 

Guelmim 0,075 0,688 0,025 0,212 
 

0,675 0,2 0,125 
 

0,7 0,188 0,062 0,05 0 0 
 

0,95 0,05 

Assa 0,15 0,537 0,1 0,212 
 

0,7 0,188 0,113 
 

0,75 0,087 0,05 0,05 0,062 0 
 

0,9 0,1 

Agdz 0,375 0,312 0,1 0,212 
 

0,613 0,287 0,1 
 

0,762 0,087 0,062 0,087 0 0 
 

0,938 0,062 

N'Koub 0,225 0,388 0 0,388 
 

0,55 0,35 0,1 
 

0,787 0,075 0,025 0,075 0,025 0,013 
 

0,875 0,125 

F. Zguid 0,25 0,537 0,113 0,1 
 

0,537 0,338 0,125 
 

0,775 0,013 0,1 0,087 0,025 0 
 

0,975 0,025 

Total 0,179 0,494 0,09 0,237 
 

0,59 0,296 0,115 
 

0,725 0,117 0,075 0,062 0,019 0,002 
 

0,938 0,062 
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Tableau 24. Description de la diversité génétique au sein des provenances étudiées (Ne= 

nombre efficace d’allèle, A= richesse allélique, Hs=hétérozygotie intra-provenance) 

 
Ne   

A Hs 
Loci GR2038 AH GR3097 GR3081 Ne Total 

Tissint 2,63 2,50 2,40 1,02 2,14 2,02 0.463 

Guelmim 1,91 1,96 1,88 1,10 1,71 1,66 0.387 

Assa 2,73 1,86 1,73 1,22 1,88 1,67 0.430 

Agdz 3,41 2,14 1,67 1,13 2,09 1,76 0.444 

N'Koub 2,84 2,30 1,58 1,28 2,00 1,79 0.456 

Foum Zguid 2,68 2,39 1,62 1,05 1,93 1,75 0.414 

Tableau 25. Tableau récapitulatif des paramètres génétiques calculés chez Acacia tortilis 

subsp raddiana 

(H0 : hétérozygotie observée, HS : Hétérozygotie Intra-provenances, Ne T : nombre d’allèle efficace, 

A : richesse allélique) 

 Ho Hs Ne T A 

Tissint 0,22 0,46 2,14 2,02 

Guelmim 0,31 0,39 1,71 1,66 

Assa 0,34 0,43 1,88 1,67 

Agdz 0,32 0,44 2,09 1,76 

N'Koub 0,31 0,46 2,00 1,79 

Foum Zguid 0,29 0,41 1,93 1,75 

Hétérozygotie totale HT 0,446 

Différenciation génétique GST 0,03 

L’exploitation du polymorphisme des quatre paires d’amorces microsatellites révélée au 

niveau des six provenances (60 arbres) étudiées permet d’identifier 50 haplotypes (génotype 

multilocus au total (Tableau 26). Les haplotypes se distinguent entre eux par une à deux 

mutations. Nous avons pu identifier 42 génotypes uniques, et 8 génotypes partagés par la 

proportion de 2, 2, 2, 2, 2, 2, 3, et 3. Ces résultats montrent le pouvoir discriminant des 

marqueurs SSR, bien que le nombre d’amorces soit limité à quatre. Ce résultat encourage à 

bien investir dans cette voie.   
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Tableau 26. Code barre des 50 haplotypes identifiés dans l’ordre des allèles GR2038.332-GR2038.344-GR2038.350-GR2038.356-AH.138-AH.148-AH.152-

GR3097.344-GR3097.350-GR3097.356-GR3097.362-GR3097.366-GR3097.370-GR3081.222-GR3081.227 

Echantillon Haplotype Echantillon Haplotype Echantillon Haplotype 

Assa9 0 1 0 1 0 1 1 1 0 1 1 0 0 1 0 Tissint4 0 1 0 1 0 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 Agdz4 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 1 1 

Foum Zguid1 0 1 0 1 0 1 1 1 0 1 1 0 0 1 0 Tissint5 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 Agdz6 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 

Agdz3 0 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 1 1 Tissint6 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 1 0 Agdz7 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 0 
   

N'Koub7 0 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 1 1 Tissint7 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 1 0 Agdz8 0 1 0 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 1 1 
   

N'Koub5 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 Tissint8 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 Agdz9 1 1 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 1 0 

N'Koub10 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 Tissint10 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 Agdz10 1 1 0 1 0 1 0 1 1 0 1 0 0 1 1 

Guelmim8 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 Guelmim2 0 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1 0 0 1 0 N'Koub1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 
   

Agdz5 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 Guelmim5 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 0 0 0 1 1 N'Koub2 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 
   

Guelmim6 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 Guelmim7 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 N'Koub3 0 0 0 1 0 1 1 1 0 1 1 0 0 1 1 

Guelmim10 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 Guelmim9 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 N'Koub4 0 1 0 1 0 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 

Guelmim4 0 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 1 0 Assa1 0 1 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 1 0 N'Koub6 1 1 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 1 1 
   

Foum Zguid3 0 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 1 0 Assa2 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 N'Koub8 0 1 0 1 1 1 0 1 1 0 1 0 0 1 1 
   

Foum Zguid8 0 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 1 0 Assa3 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 N'Koub9 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 
   

Tissint9 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 0 0 1 0 Assa4 0 1 0 1 1 1 0 1 1 0 0 1 0 1 1 Foum Zguid2 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 

Agdz2 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 0 0 1 0 Assa5 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 Foum Zguid4 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 1 0 

Tissint1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 0 Assa6 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 Foum Zguid5 0 1 0 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 1 0 
   

Guelmim1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 0 Assa7 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 1 1 Foum Zguid6 0 0 1 1 1 0 1 1 0 1 1 0 0 1 1 
   

Guelmim3 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 0 Assa8 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 Foum Zguid7 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 1 0 
   

Tissint2 0 0 0 1 1 1 1 0 1 1 0 0 0 1 0 Assa10 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 Foum Zguid9 1 1 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 0 1 0 

Tissint3 0 1 0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 Agdz1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 Foum Zguid10 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 0 1 0 1 0 
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Les résulta de l’analyse en composante factorielle (AFC), nous a permis de détecter une 

continuité avec homogénéité des six provenances. L’inertie absorbée successivement par le 

F1 et F2 est de l’ordre de 56% et 44% (Fig. 37).  

 

Figure 37. projection des arbres étudiés sur le plan factoriel (1x2). 
 

Malgré l’échantillonnage limité en 60 individus, nous avons remarqué que ce dernier inclut un 

nombre d’haplotypes intéressants, ce qui renseigne sur l’importance du niveau de la diversité 

génétique au sein des provenances d’Acacia tortilis subsp raddiana bien qu’elle soit sujette à 

une exploitation irrationnelle. 
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Figure 38. Classification des échantillons arbres d'Acacia tortilis subsp raddiana selon les facteurs 1 et 2 identifié par AFC. 
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Tableau 27. Composition en individus des deux classes identifiées par classification 

hiérarchique. 

Arbres  Classes 

Agdz10 ; Agdz2 ; Agdz5 ; Agdz7 ; Agdz9 ; Assa2 ; Assa3 ; Assa4 ; 

Assa5 ; Assa6 ; Assa7 ; F. Zguid2 ; Guelmim1 ; Guelmim2 ; 

Guelmim3 ; Guelmim5 ; Guelmim8 ; Guelmim9 ; N'Koub1 ; 

N'Koub10 ; N'Koub2 ; N'Koub4 ; N'Koub5 ; N'Koub6 ; N'Koub8 ; 

Tissint1 ; Tissint10 ; Tissint3 ; Tissint8 ; Tissint9 

Classe 1 

Agdz1 ; Agdz3 ; Agdz4 ; Agdz6 ; Agdz8 ; Assa1 ; Assa10 ; Assa8 ; 

Assa9 ; F. Zguid1 ; F. Zguid10 ; F. Zguid3 ; F. Zguid4 ; F. Zguid5 ; F. 

Zguid6 ; F. Zguid7 ; F. Zguid8 ; F. Zguid9 ; Guelmim10 ; Guelmim4 ; 

Guelmim6 ; Guelmim7 ; N'Koub3 ; N'Koub7 ; N'Koub9 ; Tissint2 ; 

Tissint4 ; Tissint5 ; Tissint6 ; Tissint7 

Classe 2  

 

Globalement, nos résultats montrent que la mise au point de microsatellites à partir 

de séquences codantes d’Acacia mangium et Acacia auriculiformis pour les appliquer sur 

Acacia tortilis subsp raddiana s’est avérée délicate, ceci peut s’expliquer par leur 

éloignement phylogénique (Bouchenak-Khelladi et al. 2010) et le faible pouvoir des 

marqueurs SSR-EST pour discriminer les populations proches en leur structure 

génétique.  
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Conclusion 

L’étude réalisée dans ce chapitre constitue une étape préliminaire pour l’évaluation 

de la structure génétique d’Acacia tortilis subsp raddiana dans sa principale aire de 

répartition au Maroc, en utilisant pour la première fois les marqueurs microsatellites. 

Le développement des microsatellites par le programme SSRprimer nous a permis 

de détecter 63 séquences contenant des motifs de répétition SSR à partir des deux lots de 

séquences codantes issues de l'assemblage de 9110 EST développés sur Acacia mangium, 

et 2459 sur l’hybride Acacia auriculiformis x Acacia mangium. Les motifs tri-nucléotides 

et di-nucléotides étaient les plus abondants avec successivement 20 % et 19 %, suivie par 

les tétranucléotides 13 % et un pourcentage de 11 % pour les pentanucléotides. Après une 

sélection basée sur les paires d’amorces qui ont des températures d’hybridations proches, 

et une contenance en GC supérieures à 50  % on a retenu onze paires d’amorces dont 

trois se sont révélés polymorphes et reproductibles :  

Le Test Mantel a dévoilé une corrélation de l’ordre de r = -0,06 (p-value = 0,556) 

qui exprime une continuité de la structure génétique d’Acacia tortilis subsp raddiana sur 

le gradient de notre étude et son indépendance de sa répartition spatiale.  

La différenciation inter-provenance est très faible (GST=0,03), ce qui suppose 

l’homogénéité des structures génétiques et leur distribution aléatoire. 

Les 15 allèles identifiés par les quatre paires d’amorces microsatellites ont permis 

d’identifier 50 haplotypes qui se diffèrent entre eux aux moins par une mutation. Cela 

corrobore avec les résultats d’AMOVA qui a détecté 96 % de la variation au sein des 

provenances. 
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Conclusion générale 

Le résultat de la première étude montre que la levée de la dormance tégumentaire 

pour Acacia tortilis subsp raddiana nécessite un trempage des graines dans l’acide 

sulfurique concentré pendant une heure. La scarification mécanique avec le papier-verre a 

donné également des résultats satisfaisants et reste comparable avec le traitement à 

l’acide. Par contre, le prétraitement à l'eau bouillante n’est pas suffisamment rentable. 

Une différence très hautement significative a été démontrée par l’analyse de variance 

pour le facteur provenance et traitement. Les meilleures moyennes de germination ont été 

notées pour la provenance de Msied, Foum Zguid et Mcissi avec successivement 97 %, 

92 % et 99 %, pour le traitement Acide sulfurique et 99 %, 95 % et 84  % pour le 

traitement papier verre. Nous avons conclu, également que les provenances qui donnent 

des taux et des pourcentages de germination importants peuvent ne pas maintenir une 

cinétique de croissance la meilleure, exemple la provenance de Msied qui a donné un 

pourcentage de germination important de l’ordre de 97 % pour le traitement chimique, 99 

% pour le traitement mécanique, mais une croissance faible représentée par les plus 

faibles cumule de feuilles, de nœuds et des épines. Pa contre, on trouve que la provenance 

de Guelmim qui a présenté des taux de germination faibles a développé la meilleure 

biomasse par rapport à Msied, et Tazarine. La provenance de Mcissi a gardé le même 

comportement avec la meilleure capacité de germination et de croissance. De ce fait, on 

peut bien qualifier la provenance Mcissi comme étant la meilleure, suivie par Foum 

Zguid pour les programmes de sélection afin de boiser les espaces dégradés. 

L'analyse des caractères morpho métriques dans leurs différentes formes longueur 

de la gousse (LP) (cm) ; largeur de la gousse (WB) (mm) ; poids des gousses (WtP) (g) ; 

le poids des graines par gousse (WtS/P) (g) ; poids des gousses vides (WtEpP) (g) ; 

nombre de graines par gousse (SN / P) ; le nombre de graines infestées par gousse 

(InSN/P) ; le poids de 100 graines (100-Wt) (g) et la forme des gousses, a montré que les 

critères purement morphologiques sont insuffisants pour la sélection des arbres d'Acacia 

tortilis subsp raddiana. Les différents traits ne sont pas régulièrement en corrélation avec 

la qualité des gousses. Les valeurs des coefficients de variation phénotypique importants 

par rapport aux coefficients de variation génotypique permettent de conclure que la 
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qualité de la gousse est en grande partie en relation avec les conditions 

environnementales.  

L’étude cytogénétique moyennant différentes techniques de coloration avec et sans 

fluorescence a montré l’existence de la polyploïdie. Deux classes ont été mises en 

évidence : les tétraploïdes (2n=4x=52) et les octaploïde (2n=8x=104). Dans un second 

lieu, la technique d’hybridation fluorescente in situ (FISH) avec double étiquetage a été 

utilisée pour tester à un niveau ponctuel quelques anomalies intrachromosomiques. 

L’hybridation in situ nous a permis de dégager une conclusion sur la perte des rDNA au 

niveau de cette espèce, qui est un constat i) rare chez les espèces autopolyploïdes 

reconnues par leur conservation de gènes après dédoublement des chromosomes, ii) se 

déroule chez les premières générations allopolyploïdes pour assurer une stabilité des 

amphiploïdes nouvellement formés.  

L’étude de la diversité génétique basée sur les marqueurs moléculaires 

microsatellites a permis d’approfondir nos connaissances sur le statut génétique des 

populations naturelles de cette espèce du sud marocain. Les analyses moléculaires 

réalisées avec des marqueurs génétiques ont permis de caractériser la structure génétique 

d’Acacia tortilis subsp raddiana qui démontre une continuité homogène de sa diversité le 

long du gradient de notre étude avec une différenciation très faible entre les populations 

(GST=0,03). Nous avons noté une variation de l’ordre de 96 % qui est apportée par les 

individus (génotypes), et seulement 4 % de contribution des populations dans la variation 

totale, cela est illustré par le nombre important d’haplotypes identifiés par les 15 allèles 

ressortis des 4 paires d’amorces microsatellites étudiés. 

Ces résultats apportent des informations de base qui peuvent être exploitées dans la 

gestion durable de l’espèce sujette de notre étude. Cependant, il ne présente qu’une 

contribution à l’étude de la structure génétique d’Acacia tortilis subsp raddiana au 

Maroc, qui nécessite une profonde investigation pour la compléter en développant des 

marqueurs microsatellites spécifiques pour cette espèce, en testant leur ségrégation 

surtout que sa polyploïdie est très élevée pour avoir une idée sur le patron de son 

évolution en termes de perte ou stabilité de sa diversité d’une génération à l’autre.  
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Annexe 2 
Description des amorces utilisée 

Seq name  Product Size Tm %GC type  Sequence  

GR483081 233  

55.15 55.0 forward  TCCACGCACTGAAGCAAGAC 

54.61 55.0 reverse TACCCCTACCAGCACGTGAA 

GR482038 260  

55.21 55.0 forward  TCGCCACTCAAACTCAGGGA 

54.62 55.0 reverse GGCCATAGTTTGCCATCCGA 

GR483097 288  

54.20 43.5 forward  ACCAGAACAGTACAAGCCATTCA 

55.10 60.0 reverse TGACCCCAAAGGGAGAAGGG 

AH:  

HQ110862  
140  

58.0  45.0  forward  GACAGAGGGAGCATTTTGTA  

60.0  48.0  reverse CAGACAAGACCAGAGAATGAC  

 


