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Résumé

La dégradation de 1’arganecraie est le résultat de la combinaison de 1’absence de
régenération naturelle et de la perte d’arbres, qui dépend elle-méme de facteurs bioclimatiques
et sociaux. La conception de stratégies de gestion et de conservation des ressources
génétiques de I’arganier exige une connaissance approfondie de la structuration de sa diversité
génétique dans les populations actuelles, et ceux, dans le but d’assurer la pérennité de cette
espece endémique menaceée. Dans ce cadre, un échantillonnage portant sur 480 arbres
d’arganier de différentes populations appartenant aux différentes régions de 1’écosystéme
arganeraie, a ¢t¢ utilis¢é pour I’étude de sa diversité génétique a 1’aide de marqueurs
moléculaires neutres de type ISSR, et de marqueurs co-dominants type SSR. L’analyse de la
diversité a permis de révéler un total de 550 loci polymorphes. Les différents parameétres de
diversité ont montré que la région d’Essaouira comporte les populations les plus diversifiées.
L’analyse des profils multilocus pour les deux marqueurs a montré une structuration
génétique tres élevée des vingt-quatre populations étudiées. Aussi, une classification
génétiques basée sur : la classification hiérarchique, 1’analyse des composantes principales et
I’analyse bayésienne a révélé clairement une forte structuration génétique avec un modéle
cohérant suggérant 2 pools génétiques et une structuration corrélée positivement avec les
distances géographiques. A la lumiére de ces données moléculaires, une core collection a été
congue, composée de 66 individus avec un maximum de diversité génétique. Ces résultats ont
des implications importantes pour une meilleure gestion des ressources génétiques de

’arganeraie marocaine.

Mot clé : Argania spinosa L, ISSR, SSR, ressources génétique, core collection.



Abstract

The deterioration of the argan forest is resting of the combination of absence of natural
regeneration and the loss of trees, which itself depends on biclimatic and social factors. The
design of management and conservation strategies of the genetic resources of the argan tree
requires a thorough knowledge of the structure of its genetic diversity,In order to ensure the
sustainability of this threatened endemic species. In this context, a sampling was carried out
on 480 argan trees of different populations representing all its distribution areas, was used for
the study of genetic diversity using co-dominant molecular markers (SSR) , and neutral
molecular markers (ISSR).The analysis genetic diversity revealed a total of 550 polymorphic
loci. Thus, the different parameters of diversity have shown that the Essaouira region
comprises the most diverse populations. The multilocus profile analysis for the two markers
showed a very high genetic structure of the 24 studied populations. A genetic classification
based on: hierarchical classification, analysis of principal components and Bayesian analysis
clearly revealed a strong genetic structure with a coherent model suggesting 2 genetic pools.
This structure is positively correlated with the geographical distances.Based on these
molecular data, a core collection was designed, consisting of 66 individuals with maximum
genetic diversity. These results have important implications for better management of the
genetic resources of the argan tree.

Keywords: Argania spinosa L., ISSR, SSR, genetic resources, core collection.
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Introduction générale et Objectif de la these

La plus grande menace qui pese sur la planéte est le réchauffement climatique. Cette
derniére est due a plusieurs facteurs humains au niveau de différents écosystemes (océans,
foréts, montagnes, massifs...). De ce fait, 1a superficie et la richesse des foréts sont réduites et
entrainent une importante disparition de la diversité¢ génétique tant au niveau végétal qu’au

niveau animal(Whitmore et al., 1992).

Au Maroc, comme partout dans le monde, la forét marocaine régresse annuellement,
en particulier celle de 1’Arganier. Dans le cadre de I’évaluation des ressources forestiéres
mondiales de la FAO(Lafhaili, 2012), les chiffres officiels fournis par le Maroc relatifs a la
dégradation de I’arganeraie font état d’'une diminution de superficie de 11100 ha entre 1990 et
2010. Le Polain de Waroux et Lambin (2012) estiment aussi dans leur étude que dans le
district rural d’El Faid (Province de Taroudant) la densité a diminué de 44.5% entre 1970 et

2007 sur les 110 000ha couverts par cette étude.

L’arganier étant un arbre endémique du Sud-Ouest marocain et seul représentant de la
famille tropicale Sapotacées au Maroc, il joue un réle crucial dans I’économie agro-sylvo-

pastorale (Msanda et al., 2005) représentant un axe treés important du plan Maroc vert.

Pour le Haut-Commissariat des Eaux et Foréts et de la lutte contre la Désertification
(HCEFLCD), la réussite effective des plantations d’arganiers est indispensable. La gestion des
vergers a graines produisant des graines améliorées étant colteuse, le Maroc favorise la
création de parcs a clones et quelques plantations clonales avec une tres large base génétique
(Bellefontaine et al.,, 2010). Pour ce qui est des foréts naturelles constituéesde
grandespeuplements d’arbres, leurs programmes de gestion et de protectionse basent surtout
sur la connaissance de la diversité génétique des peuplements reconnue comme étant une
information fondamentale en vue de la mise au point de stratégies deconservation (Newton et
al., 1999).

Depuis une vingtaine d’années, le développement des techniques de marqueurs

moléculairesrend plus précis I’étude de la diversité génétique des especes. Actuellement, les




marqueurs génétiquessont largement utilisés pour estimer le polymorphisme et prédire
1I’évolution des populations végétales.

Les premiers moyens utilisés pour la description et I’estimation de cette diversité se
sont basés sur les caracteres phénotypiques (morphologiques ou agronomiques) mais ces
derniers sont influencés par 1’environnement. Cependant, et depuis une vingtaine d’années,
les marqueurs moléculaires sont devenus les outils de choix dans la mesure de la variabilité
génétique en raison de leurs nombreuses qualités.Car, contrairement aux marqueurs
traditionnels (morphologiques et biochimiques), les marqueurs moléculaires ne sont pas
influencés par les fluctuations de I’environnement, et ils ne sont pas épistatiques. Egalement,
il est devenu possible de procéder au génotypage des individus a I’aide de centaines, voire de

milliers, de marqueurs, ce qui confere a ces analyses une précision inégale.

L’étude de la variabilité génétique et de la structure génétique des especes végétales en
géneérale, et forestier en particulier, est une étape primordiale pour le développement de
stratégies de conservation efficaces (Hamrick and Godt, 1996a). Donc la gestion et la
préservation des ressources génétiques de I’arganeraie marocaine est indispensable et urgente
pour assurer la pérennité de cette espece menacée et afin de maintenir un niveau adéquat de

variabilité genétique.

Pour I’arganier, des études de la diversité génétique ont été réalisées en utilisant des
marqueurs biochimiques (Alloenzynes) et morphologiques (Ait Aabd et al., 2011; Bani-
Aameur, 2001; Bani-Aameur et al., 1999a; EI Mousadik and Petit, 1996a) ), mais peu
d’études se sont basées sur les marqueurs moléculaires (EI Mousadik and Petit, 1996;
Majourhat et al., 2008; Ait Aabd et al., 2015), en outre, ces derniéres concernent un

échantillonnage limité ne représentant pas I’ensemble de 1’arganeraie marocaine.

Dans ce cadre, ma these vient compléter les connaissances préalablement établies en
s’appuyant sur un échantillonnage qui a concerné 480 arbres des différentes régions de la
forét d’arganier. Le but serait d’évaluer la diversité¢ génétique de 1’arganeraie et d’étudier sa
structuration génétique a 1’état sauvage et ce moyennant des marqueurs moléculaires neutres
(ISSR) et des marqueurs co-dominats de type SSR puis finalement établir une core collection

représentant un maximum de la diversité contenue dans la collection totale.




Une présentation bibliographique générale de 1’espéce Arganiaspinosa L. et des
marqueurs moléculaires constituent la Partie |, suivie de la description du matériel et

méthodes utilisés au niveau de la partie I11.

Les résultats obtenus selon les approches utilisées seront présentés et discutés dans la partie

IV comme suit :

1. Description de la diversité génétique chez 1’espéce Arganiaspinosa L. révélée par
ISSR dans son aire de distribution naturelle.
2. Structuration de la diversité génétique établie par les marqueurs SSR.

3. Constitution de la Core Collection et implication dans la conservation.

Enfin, une synthese générale et une conclusion viendront clore ce manuscrit.
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1. L’arganier
L’arganier est un arbre endémique du Maroc, il occupe la 3eme place a 1’échelle
nationale aprés le chéne vert et le thuya (HCEFLCD, 2012). C'est un arbre rustique,
exceptionnellement adapté aux conditions rigoureuses de son habitat. A caractére xérophile,
héliophile et thermophile, supportant des températures trés €levées et prolongées jusqu’a 50°C

a I’état adulte et pouvant se contenter d’une pluviométrie trés faible (Boudy, 1952).

Son extension semble limitée aux étages climatiques semi-aride et surtout aride, il
offre une grande amplitude écologique puisqu’il s’insére entre le niveau de la mer jusqu’a
1500 m d’altitude (Mhirit and Blerot, 1999), sur tous les types de substrats geologiques et

sous des précipitations moyennes annuelles comprises entre 100 et 400 mm (Benabid, 1985)

1.1. Aspectbotanique
L’arganier est I’'unique espéce du genre Argania, une Syderoxyloideae de la famille
Sapotacées (Auberville, 1964). C’est une curiosité floristique et botanique, et I’arbre le plus
remarquable du Maroc. C’est un arbre épineux, pouvant atteindre 8 a 10 métres de haut.Son
aspect général rappelle celui de I’olivier. Sa cime est large, étalée, dense et ronde. Son tronc

est court, noueux tourmenté méme souvent multiple et peut vivre jusqu’a 250ans (Figurel).

Figure 1:Arbre d'arganier de la région d'Essaouira

Le feuillage de I’arganier est semi-persistant pouvant tomber suite a une forte

sécheresse et les feuilles sont alternes, coriaces, entieres, lancéolées ou spatulées et souvent
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réunies en fascicules. Les fleurs sont quant a elles pentameéres de couleur jaune verdatre,
constituées en glomérules localisés au niveau des entrenceudset a 1’aisselles des feuilles et
pouvant étre composés de 15 fleurs et plus (Ferradous et al., 1996). Ces dernieres
sonthermaphrodites, de couleur jaune-verdatre ou parfois blanche, gamopétales a tube trés
court, réunies en glomérules(Alaoui, 1999). La calice est composée de cing sépales
pubescents succédant a deux bractées(Emberger, 1925; Mensier, 1957). La corole, en cloche,
formée de cing pétales obtues et arrondies. La floraison se passe en Mai—juin et le mode de
pollinisation est majoritairement entomophile et les insectes interviennent a 60% (Bani-
Aameur et al., 1999a) (Figure 2).

Chez I’arganier, on observe deux types de floraison : une floraison pauciflore, peu
abondante, sur les rameaux agés lignifiés, c¢’est la premicre a étre observée, une floraison trés
abondante et plus tardives sur les nouvelles pousses(Bani-Aameur et al., 1999a; Ferradous et
al., 1996).

Le fruit de [I’arganier a de son coté fait 1’objet de plusieurs étude
phénotypique(Charnane, 2001; Ferradous et al., 1996; Zahidi, 1997). C’est une baie sessile
formée d’une pulpe charnue (péricarpe, partie externe enveloppant la graine composée) et
d’un noyau (pseudo endocarpe). Les graines sont oléagineuses souvent soudées et leur
nombre varie d’une a trois par noyau.Le fruit de 1’arganier est polyforme et peut étre
fusiforme, ovale, apiculé, arrondi ou globuleux), de couleur verdatre avant la maturation puis
jaune ou jaune brun ensuite sombre aprés 1’abscission. Au cours d’une année, tous les arbres
ne fructifient pas (Ferradous et al., 1996; Zahidi, 1997)

L’enracinement de 1’arganier est trés développé. Il peut étre tracant lorsque les roches dures
s’opposent a son extension, ce qui lui permet de profiter méme des faibles quantités de pluie
(Reidacker et al., 1990).

Le bois de I’arganier est trés compact, sans aubier, jaunatre et lourd. Sa densité varie
de 0.9 a 1, et c’est la source d’un excellent charbon(M’Hirit et al., 1998).

L’accroissement en circonférence est trés différent selon les conditions du milieu. 1l
varie pour une période de 20ans de 1.2 a 2.3cm par an. L’accroissement en hauteur, durant la

premiére periode de 20 ans, est de I’ordre de 20 a 30cm par an (M Hirit et al., 1998).
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Figure 2: L'arganier (Arganiaspinosa L.)

(A) : Aspect de I’arbre ; (B) Aspect du fruit ; (C) Feuillage, (D) Aspect du tronc et de 1’écorce

1.2. Taxonomie de I’Arganier
L’Arganier, Argania spinosa (L. Skeels), également appelé argan, «arbre de fer »,
« olivier du Maroc » est le représentant le plus septentrional d’une famille essentiellement
tropicale dont plusieurs espéces représentent un grand intérét économique d’ordre alimentaire
et/ou industrielle. La classification botanique de 1’arganier compte tenu de sa classification

phylogénétique se décrit comme suit
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Tableau 1: La classification botanique de l'arganier

Classification phylogénétique
(Swenson and Anderberg, 2005)

Régne Plantae
Embranchement Phanérogammes
Sous_embranchement Angiospermes
/Clade*

Classe/Clade* Dicotylédones
Sous classe/Clade* Gamopétales
Ordre Ericales
Famille Sapotaceae
Genre Argania

Espece Spinosa

Nom binominal Argania spinosaL.

1.3. Aspect historique
Au XIII*™ sigcle, I’arganier a été cité par IBN AL-BAYTAR dans son livre « traité
des simples » qui décrit ’arbre et la technique d’extraction de I’huile et qui a été traduit par

Lederc en 1877.

En 1515, El Hassane Ben Mohamed El Wazzani El Zaguti, alias Léon 1’ Africain, parle
de I’arganier dans son livre « Description de 1’ Afrique » comme étant un arbre épineux qui

produit un fruit duquel on extrait une huile a trés mauvaise odeur servant pour I’alimentation

et I’éclairage (Radi, 2003).

En 1791, HOsst mentionne I'utilisation de 1’huile d’argan dans les usines de savon, en
I’occurrence celle de Marseille. Dans la méme année, le consul danois au Maroc Schousboe
publie ses observations sur la flore marocaine et en particulier sur 1’arganier. En 1801,
plusieurs auteurs ont repris ses écrits et ont complété par la description de 1’arbre avec plus de

précisions, et ont aussi décrit le mode de 1’obtention de I’huile.

En 1819, Roem et Shoult créent le genre Arganier, famille des sapotacées, un

monotype qui ne comprend qu’une seule espéce, Argania spinosaL.(Radi, 2003)
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En 1888, Cotton isole un principe actif a partir du tourteau du fruit de I’arganier et

I’identifie comme un mixte de saponine et I’appelle Arginine.

Entre 1918 et 1924, les coupes charbonniéres pratiquées abusivement dans
I’arganeraie principalement dans la région du Mogador pour I’approvisionnement de
differentes villes marocaines telles que Casablanca, Safi, Marrakech, et méme en vue de
I’exportation vers 1’Espagne, s’intensifiérent a un tel rythme que la forét jusqu’alors

conservée tant bien que mal, fiit menacée d’une éventuelle disparition.

L’exploitation dans cette zone passait de 70.000 quintaux en 1920 a presque 100.000
quintaux en 1924. Ce qui, en plus du péturage, entrainait la disparition annuelle de pres de
2.000 hectares. Déja, une grande partie des boisements de la région Chiadma avait disparue

depuis I’arrivée des Francais du fait de la fabrication du charbon.

Sous I’action convergente des divers facteurs de déforestation, on peut évaluer la superficie
des arganeraies détruites dans la région de Mogador depuis un siecle a 200.000 hectares
environ(Boudy, 1948).

En 1924, le secteur de 1’arganier est cité par Braum- Blanquet et Le Maire dans leur
mémoire « les études sur la végétation et la flore marocaine ». La méme année, Emberger fait
connaitre 1’existence d’arganiers dans la haute vallée de 1’Oued Grou entre Tidders et
Rommani. Découvrant un autre ilot d’arganiers sur le versant du massif montagneux de

BeniSnassen, pas loin d’Oujda, il précise en 1925 ’extension ancienne de 1’espéce (Radi,
2003)

En 1926, Maire publie, a la suite de ses missions dans la région du Souss, un premier article
sur la végétation au Sud-Ouest marocain, citant deux types d’arganeraies: Celle
d’Euphorbiaechninus du littoral atlantique et celle de Hesperolaburnumplatycarpum des
montagnes d’Adar-ou-amane, ébauchant ainsi la premiére classification d’arganeraies des

plaines et des montagnes.

En 1929; Battino s’intéresse a I’huile d’argan et a d’autres produits de 1’arganier,
notamment 1’arginine isolée par Cotton et a laquelle il préte une attention hémolytiquein vivo

et in vitro.
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En 1938, Emberger publie «les chévres et I’arganier ». Tandis qu’en 1965, un
ingénieur des eaux et foréts démontre déja que I’exploitation abusive et le défrichement sont

les deux principaux dangers qui menacent 1’arganier.

Vu I’intérét que présente 1’arganier sur le plan écologique, certains pays I‘ont introduit
pour enrichir leur patrimoine forestier. Le premier mérite d’acclimatation revient a la
Hollande qui a testé pour la premiere fois, et ce depuis 1697, I’introduction de cette espéce en
Europe, suivie en 1711 par 1’Angleterre, en 1852 dans le sud de la France, en 1927 en
Californie et actuellement en Tunisie, en Libye et en Israél semble avoir donné de bon
résultats(Radi, 2003)

1.4. Distributionet aire de répartition géographique de I'arganier
L’arganier est un arbre endémique du Maroc. L’aire principale de répartition de cette
plante se situe entre 29° et 32° de Latitude Nord en plus des colonies isolées au Nord du
Maroc (35°N. 3°W) (Msanda et al., 2005). La plus grande concentration d’arganiers se trouve
dans la région et plaine du Souss (Sud-Ouest du Maroc) ou elle couvre pres de 800 000
hectares, soit 14.25% de la forét du Maroc(M’Hirit et al., 1998).

L’arganier se trouve le long du littoral océanique, depuis I’embouchure de « Oued
Tensift » au Nord, jusqu’a I’embouchure de « Oued Drad » au Sud (Figure 3). L’arganier se
développe aussi dans le pleine de Souss sur le versant Sud du Haut Atlas occidental et sur le
versant septentrionaux et méridionaux de 1’Anti-Atlas occidental jusqu’a des altitudes de
1300-1500m. Deux stations sont également signalées dans la haute vallée de « Oued Grou »
au Sud-Est de Rabat (Emberger, 1924)et dans le piémont Nord-Ouest des Béni Snassén, prés
de Oujda. Ces deux stations, trés isolées, résultérent d’une dispersion assez récente

probablement par I’lhomme (El Mousadik and Petit, 1996b).

Selon le Haut-Commissariat des Eaux et Foréts et a la Lutte Contre la Désertification
(HCDEFLCD), cité par (HAWA, 2007), I’espéce de I’arganier s’étale essentiellement sur le
territoire des provinces d’Essaouira : 130 000ha, Agadir : 37 000ha, Chtouka Ait Baha :

90 000ha, Tiznit : 140 000ha, Taroudant : 360 000ha, et Inzeguane-Ait melloul : 13 000ha.

10
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Figure 3: Aire de répartition géographique de I'arganier au Maroc (Msanda et al., 2005)
1.5. Aspect écologique de I'arganier

1.5.1. Les exigences climatiques

L’arganier est un arbre thermophile et xérophile, de bioclimat aride chaud et tempéré
(le long du littoral et dans les plaines), a semi-aride chaud et tempéré (flancs du Haut Atlas et
de I’ Anti-Atlas), voire saharien plus au Sud (Figure 3) (Msanda et al., 2005). En pluviométrie,
I'idéal pour I'arganier est une précipitation de 500 mm/an. Cependant une pluviométrie de 120
mm/an semble suffisante pour son développement dans certaines régions (Nouaim, 1994).
Dans les conditions ou les précipitations sont largement inférieures a 100mm/an, 1’arganier ne
se localise plus que le long des cours d’eau temporaires ou il utilise les eaux de ruissellement
(Msanda et al., 2005).

L’influence océanique adoucit le climat dans la zone d'extension de l'arganier,
compensant ainsi l'aridité climatique. (Bendaanoun, 1994) révélait que les précipitations

occultes ainsi que certains facteurs de compensation ont une importance primordiale pour le
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développement de I'arganier; il en demeure que ces précipitations constituent un apport d'eau
additif pour la végétation et atténuent les phénomeénes d'évapotranspiration.

L'arganier craint le gel. En effet, il est chassé par les températures de 0°C prolongées
et ne tolére des températures négatives que si elles sont de courte durée. 1l ne se développe
plus en dessous de Ilisotherme 3,8°C (Emberger, 1960). En revanche, il supporte
remarquablement bien les températures élevées. Celles-ci pouvant atteindre 50°C dans la
région de Taroudant (Thierry, 1987).

En altitude, c’est le froid qui détermine la limite supérieure de I’arganier. Cette
derniére se confond avec les basses neiges (Emberger, 1925), soit 900 m dans le haut Atlas
(Nouaim and Chaussod, 1993)et 600m au Sud du Maroc (Peltier, 1982).

1.5.2. Les exigences édaphiques
L'arganier n’a aucune exigence Vis a vis de la nature physico-chimique du substrat. |l
se développe sur les substrats les plus variés a I’origine de nombreux types de sols :
colluviaux, alluviaux, bruns, chatains, fersiallitiques, etc(El Aboudi et al., 1992; Msanda,
1993). Cependant, il ne s'accommode pas sur des sables mobiles. En effet, les racines de

I'arganier en grande partie tracantes, supportent mal le décapage éolien (M’Hirit et al., 1998).

1.5.3. Les exigences écologiques

La physiologie de I’arganier n’a pas fait objet de beaucoup de travaux afin de pouvoir
comprendre les mécanismes internes qui contrdlent son développement, ce qui pourrait
justifier sa plasticité et sa résistance face aux stress divers.
Les travaux récents sur I’écophysiologie de I’arganier sont ceux (Bezzala, 2005; EI Aboudi,
1990)qui se résument comme suit :

e L’arganier a une résistance stomatique voisine de 200 s.m™, valeur habituelle chez les
arbres, qui n’est ni particulierement faible, comparativement aux arbres feuillus des
régions tempérées (+ /-50 s.m™), ni particuliérement élevée comparée aux coniféres ;

e Les stomates s’ouvrent et se ferment principalement sous I’action de I’éclairement
caractére ordinaire des espéces vegétales ;

e Latranspiration diurne entraine la chute du potentiel hydrique foliaire ;

e Le potentiel hydrique foliaire, fortement corrélé a la transpiration, peut atteindre -3,5
MPa en milieu de journée. L’arganier tolere un tel potentiel sans fermeture

stomatique, en revanche, si I’on suspend I’alimentation en eau coupant des rameaux, la
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fermeture des stomates est observée tandis que le potentiel hydrique foliaire tombe au-
dessous de -3,5MPa ;

e Le systeme racinaire de I’arganier est trées mal connu, en dépit de son importance pour
I’alimentation en eau et en éléments minéraux de I’arbre. On sait que I’arganier
posséde un systéme racinaire de type pivotant, pouvant descendre a de grandes
profondeurs. En outre, I’arbre posséde un réseau dense de racines superficielles ayant
une bonne capacité de renouvellement, des racines fines apparaissant apres chaque
épisode pluvieux. Nouaim et Perrin (1988) ont mis en évidence une symbiose racinaire
de type endomycorhizienne. Cette derniere joue un réle dans la résistance de I’arbre a

la sécheresse et dans sa nutrition minérale (Reidacker et al., 1990).
1.6. Les intéréts de I'arganier

1.6.1. Intérét socio-économique
L’arganeraiec marocaine posséde un statut 1égislatif spécifique (Dahir N°1-69-169du 4
mars 1925 et cahier des charges relatifs aux pratiques agraires sous I’arganier du 20 juillet
1983) qui fait de l’arganeraie une forét domaniale dont le droit d’usage est dedié aux
peuplements locales de facon trés étendue. Dans cette arganeraie, 1.3 million de personnes
sont concernées par ’exploitation des systemes agro-forestiers traditionnels reposant sur
I’arganier (Chaussod et al., 2005).

L’arganier est un arbre « multi-usage », chaque partie ou production de I’arbre est
utilisable (Figure 4). Il s’inscrit au cceur d’un systéme agro-sylvo-pastoral complexe dans
lequel lui sont associées quarte productions majeurs : I’huile tirée des noix d’argan (fruit de
I’arganier), les céréales cultivées sous le couvert des arganiers, la viandes de chévres dont les
troupeaux paturent 1’ Arganeraie et consomment principalement feuilles, branchage et fruits
d’arganier en grimpant dans les arbres, et le bois d’ceuvre et de feu, également fourni par ces
arbres. Les produits de ce « systeme », ainsi que le charbon de bois principalement exploité
par I’administration forestiére s’inscrivent dans un rapport complexe de concurrence et de

synergie (Bourbouze et al., 2005).
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Figure 4: L'arganier au centre des quatre piliers du systéme agro-sylvo-pastoral local
(Zugmeyer, 2006)

1.6.2. Intéréts écologique
Cet arbre a des propriétés écologiques et physiologiques et il est pratiquement le seul

adapté aux régions arides et semi-arides dans lesquelles il pousse.

Dans ces zones, I’arganier est indispensable pour la conservation des sols et paturages
ainsi que pour la lutte contre la désertification. En effet, la latitude géographique de cette

espece correspond théoriqguement a un climat désertique.

L’arganier est considéré dans les régions de I’extréme Sud comme une ceinture verte

contre la désertification (HAWA, 2007).

Il participe aussi a la formation du sol et son enrichissement en favorisant et
améliorant sa fertilité¢ directement, par ses apports (feuilles et racines mortes) et
indirectement, par la végétation qui pousse sous son abri. Bien entendu, ’arganier fourni
I’ombre (effet ombrage) et du microclimat (effet litiere) favorable pour le développement de
nombreux organismes vivants (faune, flore et microflore), ce qui augmente considérablement
la biodiversité des zones naturelles.Certains chercheurs ont inventorié jusqu’a cent variétés

végétales(Chriqi et al., 2003).

1.6.3. Intérét biologique et diététique
L’huile d’argan est riche en matieres grasses du type oléique-lioléique, elle contient

environ 80% d’acides gras insaturés, qui ne présentent aucun probléme d’assimilation et de
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digestion par 1’organisme humain. La proportion des acides gras de 1’huile d’argan dépasse
celle du lait de la femme qui ne titre que 10% d’acide linoléique, ainsi que celle du lait de la
vache, de la viande et du poisson (Chrigi et al., 2003). L’acide linoléique, bien représenté
(environ 34%), intervient dans la biosynthése des prostaglandines, hormones régulatrices des
échanges membraneux qui jouent un rble prépondérant dans la perméabilite de

I’épiderme(Charrouf and Guillaume, 1999).

1.7. Contraintes affectant I’arganier au Maroc

Malgré tous ses intéréts, I’arganeraie a régressé en surface et en densité depuis le
XIXéme siecle(Bellefontaine et al., 2010). On estime que 600 ha sont perdus par an au niveau
de la forét d’Admine(El Yousfi, 1988). Cette régression résulte essentiellement de 1’absence
de la régénération et de perte d’arbres, qui dépendelle-méme de facteurs biophysiques et des
pressions anthropiques (Bellefontaine et al., 2010).

Le paturage excessif par les caprins et les camelins endommage les arbres ce qui peut
aussi endommager le sol et causer son érosion (M’ Hirit et al., 1998). Le recul des surfaces de
I’argeneraie résulte aussi de la faible voir méme I’absence de la régénération naturelle. Les
jeunes plantules, issues de graines qui échappent a la récolte, sont systématiquement broutées
par les animaux (Bousselmame et al., 2001; M’Hirit et al., 1998). La régression s’est
accélérée également avec les extensions urbaines, I'exploitation abusive du bois et le
développement rapide de I'agriculture moderne surtout en zones de plaine.

Dans les plaines, la mise en culture irriguée des foréts d’arganiers a connu une
expansionintense depuis les années 1970, qui a conduit a I’installation anarchique de serres,
de cultures diverses et de forages profonds. Le passage des tracteurs exige un élagage des
branches basses et provoque le sectionnement des racines tracantes. Ces arbres mutilés sont
souvent des lors condamnés a bréve échéance, d’autant plus que la nappe phréatique s’abaisse
dangereusement (Alifriqui, 2004; Faouzi, 2005).

Les récoltes de bois ne sont légalement autorisées que lorsque 1’arbre est mort et
tombénaturellement, mais des coupes illégales accélérent également la disparition de
I’arganeraie

Le vieillissement des peuplements, 1’épuisement des souches et 1’extension de
I’'urbanisation, des aménagements et équipements divers des villes et villages aux dépens de
I’arganeraie réduisent la superficie ou la densité d’arganiers (Faouzi, 2005; Mhirit and Blerot,
1999)
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De plus, I’engouement croissant a I’échelle internationale pour 1’huile d’argan, a des
fins alimentaires, cosmétiques ou médicinales, a entrainé, sous 1’emprise des mouvements
coopératifs et associatifs locaux, une trés forte augmentation des récoltes de fruits qui sont
pratiquement tous ramassés en laissant que trés peu de graines aptes a assurer la régenération
naturelle (M’Hirit et al., 1998).

Egalement, la faible implication des populations rurales en ce qui concerne la gestion
des périmétresplantés et la gestion du patrimoine forestier appartenant a I’Etat, surtout
lorsqu’aprées une exploitation du bois, la mise en défens du périmeétre est programmeée sur 6 a
18 années(Faouzi, 2006), est un obstacle important a la conservation des arganeraies.

Enfin, la diminution constante des pluies depuis plusieurs années contribue au
dépérissement des arganiers en réduisant la capacité a se régenérer naturellement par graine et
la survie des pousses. Un stress hydrique excessif peut augmenter la mortalité des arbres,
particulierement ceux qui se situent sur les pentes fortes et qui sont fortement exposées au
soleil (Zine El Abidine, 2003). L’augmentation de 1’aridité peut étre due a un changement de
cycle climatique, ou a des changements dans les conditions microclimatiques induits par la
diminution du couvert forestier et de la végétation au sol (M’Hirit et al., 1998; Nouaim,
2005). Les périodes de sécheresse peuvent aussi augmenter la pression du paturage sur les

ressources existantes

2. Les marqueurs génétiques utilisés dans I'estimation de la

diversité et leur intéreét.

La diversité génétique est le résultat de plusieurs phénomenes tels que la sélection, les
mutations, la migration et la dérive génétique. Ces forces évolutives ont toutes des effets sur
I'importance et I'organisation de la diversité génétique. Les effets de ces forces portent sur
I'ampleur et I'organisation du polymorphisme : la mutation et la migration augmentent la
diversite alors que la sélection et la dérive la diminuent. L'utilisation de la diversité génetique
dans le but de la conservation de la diversité est une étape qui passe inévitablement par
I’estimation et par le choix du type de marqueur susceptible de la traduire le plus fidelement
possible. Les marqueurs génetiques sont des caractéristiques héréditaires qui renseignent sur
le genotype de l'individu qui les porte (Vienne, 1998)(de Vienne 1998). Trois types sont
fréguemment utilisés pour I'évaluation de la variabilité génétique, a savoir les marqueurs

morphologiques, les marqueurs biochimiques et les marqueurs de I'ADN.
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2.1. Les marqueurs morphologiques
Les caractéristiques morphologiques constituent un outil incontournable dans la classification
et la taxonomie des organismes et continuent, a nos jours, d’étre utilisées(Stuessy, 2009). Ce
sont les premiers marqueurs utilisés. Il s’agit de loci affectant le polymorphisme visible (sous-

entendu visible a I’ceil nu) : génes de coloration, de nanisme, de 1’albinisme, ... etc.

Les caracteres morphologiques sont géneralement quantitatifs et ont un déterminisme
mono et polygénique. Toutefois, ils peuvent é&tre influencés par des facteurs
environnementaux et comprennent d’une part des mesures biométriques portant sur la plante
(taille et formes des gousses, des feuilles, longueurs d’inflorescences, nombre de fleurs...) et
d’autres part des données qualitatives comme la couleur du fruit, le taux de graines(Ait Aabd
et al., 2011; Batlle and Tous, 1997).Ces criteres sont généralement utilisés pour décrire et
identifier les lignées et les variétés chez les végétaux. Cependant, ces marqueurs sont peu
polymorphes et en général dominants.lls ont fréguemment une base génétique complexe, sont

limités en nombre et leur expression est souvent fortement influencée par 1’environnement.

2.2. Les marqueurs biochimiques

Les marqueurs biochimiques sont le résultat de 1’expression des génes. Ce type de
marqueurs est fréquemment employé dans la recherche des génotypes résistants a des
conditions de stress biotique ou abiotique. Ainsi, plusieurs méthodes sont utilisées selon les
produits recherchés. Les marqueurs biochimiques, généralement desizoenzymes ou des
protéines de réserves, ont un pouvoir discriminant plus élevé que les marqueurs
morphologiques, traduisant directement 1’activité des geénes.lls sont neutres et peuvent étre
révelés dans plusieurs organes a differents stade de developpement (van der Bank et al., 2001;
Buth and Murphy, 1999). Ces marqueurs sont généralement mis en évidence par
électrophorese, sur la base des propriétés de migration des protéines, et révélés par la
coloration histochimique spécifique des enzymes analysées. Les protéines ont 1’avantage
d’étre plus nombreux que les marqueurs morphologiques, mais ils dépendent de 1’organe

considéré (Vienne, 1998).

Les principales limitations de ces marqueurs sont le faible nombre de locus
susceptibles d’étre révélés, et aussi le fait qu’ils sont influencés par 1’environnement tout

comme les marqueurs morphologiques.
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2.3. Les marqueurs moléculaires

L utilisation de ces marqueurs est basée sur la notion du bon marqueur moléculaire qui
doit étre: Polymorphe, co-dominant, non épistatique et indépendant du milieu. Le choix d'un
bon marqueur par le chercheur est aussi basé sur la technicité et le colt de I'expérience qui
doivent étre abordables en vue d une manipulation a grande échelle.

Les marqueurs moléculaires ont été largement utilisés chez les animaux et les plantes
pour des études de base ainsi qu appliquées. L une des utilisations majeurs des marqueurs
moléculaires étant | élaboration physique et génétique des cartes chromosomiques. Ces
marqueurs ont contribué aux travaux d amelioration des plantes (Lefort-Buson et al., 1990b,
1990a) en assurant une sélection indirecte moyennant des marqueurs moléculaires liés a des
caractéres d'intérét ou quantitative traits loci (QTL). Ces marqueurs présentent I’avantage
d’étre indépendants a 1'environnement d’ou la possibilité de les caractériser a différents stades
de développement de la plante.

Aussi, ces marqueurs ont été adoptés pour plusieurs études de génétique des
populations et d écologie (Haig, 1998) permettant I"analyse des niveaux de la diversité et de
sa structuration ainsi que 1'¢élaboration d’hypothéses sur le flux des génes et la sélection des
especes. Les marqueurs moléculaires sont actuellement tres utilisés pour la caractérisation des
germoplasms et I'identification génétique des especes en particulier dans le but de la

conservation.

3. Les marqueurs moléculaires employés chez I’arganier

3.1. Les marqueurs RFLP

De l'anglais Restriction Fragment Length Polymorphism ou le polymorphisme de
longueur des fragments de restrictions sont des marqueurs qui permettent une analyse directe
du génotype. C’est une technique basée principalement sur la détection de la variabilité de la
taille de séquences nucléotidiques du génome, résultant de la digestion enzymatique et révélés
par une sonde marquées (ADNc, séquence enzymatique, séquence clonée...)(Beckmann and
Soller, 1986) (Figure 5).
Les mutations dans le génome entrainentla modification de certains sites de restriction d’ou la
génération de différents profils de restriction entre différents échantillons. Chaque fragment,
de taille différente engendré, est considéré comme un alléle et peut étre utilisé en analyse

génetique.
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Les RFLP sont les premiers marqueurs moléculaires développés et ayant été utilisés en
1980 dans la construction de la carte génétique humaine (Botstein et al., 1980). Quelques
années plus tard, ils ont été adoptés pour la cartographie du genome végétale (Helentjaris et
al., 1986) et précisement celui du blé. Quelques années plus tard, ces marqueurs sont adoptés
pour la cartographie du génome végétal (Helentjariset al., 1986) et particuliérement celui du
blé TriticumaestivumL.(Chao et al., 1989; Nelson et al., 1995) et Aegilops tauschii(Lagudah et
al., 1991).
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Figure 5: Polymorphisme révélé par des marqueurs RFLP (GNIS, 1999)

3.2. Les marqueurs RAPD
« Random Amplified Polimorphic DNA » ou amplification par PCR de séquences
inconnues en utilisant une seule amorce (primer) est une technique basée sur la PCR
« Polymerase Chain Reaction » ou amplification en chaine de I’ADN.La PCR est une
synthése de I’ADN in vitro, c’est a dire que de petites quantités d’ADN sont amplifiées par
hybridation de régions spécifiques de la molécule d’ADN avec des amorces dont la séquence

est connue (McPherson, 1991)(Figure 6).
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Figure 6: Principe de la PCR

La technigue RAPD implique [I’utilisation d’une amorce constituée d’un
oligonucléotide court, le plus souvent de 10 bases de séquence arbitraire, de facon a amorcer
I’amplification de fragments par la PCR. Les fragments sont séparés sur des gels d’agarose ou
de polyacrylamide par électrophorése et finalement colorés par exemple avec du bromure
d’éthidium qu’on peut visionner sous rayon UV (Nanson, 2004).L’amplification a lieu au
hasard dans le génome, permettant ainsi d’avoir une sorte d’empreinte digitale de celui-Ci
avec une dizaine d’amorces. Elle a donc des applications pour 1’identification des individus,
voire des peuplements et I’¢tude de leur polymorphisme.

Sur le plan génétique, la technique RAPD ne fournit pas de marqueurs spécifiques de
locus.Elle révéle conjointement plusieurs locus qui ne sont pas nécessairement conservees
lorsqu’on change de fond génétique. En effet, cette technique permet de révéler un
polymorphisme de présence/ absence. Ainsi, pour un locus donné, il n’y a pas d’amplification
du fragment.

La technique RAPD jouit d’une grande popularité auprés des généticiens dans le
domaine végetal. En effet, elle delivre en principe un nombre illimité de marqueurs.
N’exigeant pas d’isotopes radioactifs, ni le « Southernblotting », ni le développement
d’amorces propres a chaque espece, elle est plus simple et rapide et surtout beaucoup moins

cotuteuse que celle de RFLP. Elle ne nécessite non plus qu’une petite quantité de 1’ADN.
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Cependant, elle reste beaucoup plus chére que les izoenzymes. De plus, ne pouvant détecter
que des génes dominants, elle ne permet pas d’établir la structure d’une accession, notamment

sa proportion hybride (Figure 7).
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Figure 7: Polymorphisme révélé par des marqueurs RAPD (GNIS, 1999)

3.3. Les marqueurs AFLP

Amplified Fragment Lenght Polymophism ou (Polymporphisme de Longueur des
Fragments Amplifiés) sont des marqueurs bialléliquesdominants qui mettent en évidence un
polymorphisme de site de restriction et un polymorphisme d’hybridation d’amorces
arbitraires. lls sont reproductibles et révélent un grand nombre de locus, réguliérement
répartis sur le génome et trés polymorphes. La techniques AFLP a été mise en évidence en
1995 (Vos et al., 1995). Elle est liée a la technique RFLP et basée sur une amplification
sélective de fragments de restriction obtenus par digestion d’ADN génomique.

Le principe de cette technique repose sur trois phases successives : une digestion-
ligation, une amplification pre-sélective et une amplification sélective
Les ADN génomiques sont d’abord doublement digérés par des endonucleases et les
fragments obtenus sont sujet a une ligation avec des adaptateurs spécifiques. Les produits de
la ligation sont ensuite amplifiés sélectivement moyennant des amorces complémentaires aux
adaptateurs utilisés. Les produits de la PCR sont séparés par électrophorese sur gel de
polyacrylamide dénaturé et révélés par radiographie ou nitrate d argent (Figure 8).

L’inconvénient des AFLP, c’est qu’ils montrent un mode dominant d’hérédité, ce qui
réduit leur pouvoir lors des analyses géenétiques de la population sur la diversité interraciales
et la consanguinité. Cependant, ils restent tres informatifs et permettant de révéler jusqu’a 16

fois plus de loci que les marqueurs RFLP. Ils ont été largement utilisés pour la detection du
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polymorphisme génétique et la détermination des liaisons en analysant des individus de

populationsisolées (Sbabou et al., 2010).
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Figure 8: Polymorphisme révélé par es marqueurs RAPD (GNIS, 1999)

3.4. Les marqueurs SSR

La decouverte dans le genome nucléaire de nombreuses zones hypervariables a ouvert
la voie au développement de nouveaux marqueurs pour la cartographie du génome humain.
Ces zones sont appelées microsatellites ou séquences répétées en tandem ou SSR (Simple
Sequence Repeats)(Tautz, 1989). Les microsatellites sont constitués de répétitions en tandem
de motifs mono-, di-, tri-, ou tétra-nucléotidiques sur une longueur inférieure a 100 paires de
bases(Tautz, 1989). De tels motifs sont trés nombreux dans le génome des organismes
eucaryotes. Les SSR présentent un taux de polymorphisme extrémement élevé qui repose sur
la variation du nombre d'unités de répétition (n) constituant le microsatellite. Comme Il'illustre
la figure 9, chaque locus microsatellite est encadré par des séquences qui lui sont spécifiques
(en bleu) et qui permettent son amplification par PCR.L'analyse des produits amplifiés
s'effectue sur gel de polyacrylamide et le polymorphisme entre les individus se traduit par une
différence de taille des alleles. Un individu B, possedant plus de copies du motif répété
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(rectangles rouges) que l'individu A, produira un amplicon de taille supérieure qui migrera

plus lentement que I'amplicon obtenu pour l'individu A(Nanson, 2004).

Les avantages de ces marqueurs sont leur abondance et leur répartition sur tout le
génome, leur haut degré de polymorphisme, leur nature multiallélique et leur codominance
qui sont a la base de la PCR. Leur analyse est facilement automatisable et ils ne requiert pas

de grandes quantités de I’ADN, et n’exigent pas de marquage radioactif.

Les inconvénients sont principalement la nécessité de disposer de gel a haute
résolution et de visualiser la présence/absence des bandes. Les SSRs sont ainsi a ’origine de
la plupart des cartes génétiques actuelles. Et sont aussi utilisées par (Kramer and Petit, 1993)
pour I’é¢tude de I’introgression entre les 2 chénes européens principaux : Quercus robueL.et
Quercus petraeal.. Egalement, ces marqueurs se sont révélés tres utiles dans la sélection par
marqueurs etl’analyse de la génétique des populations chez plusieurs especes (Abdul Kareem
etal., 2012; Jia, 2016; Lopes et al., 2014).

Individu A Individu B
microsatellite L microsatellite |
S e e A RS oot

PCR : amplification
\ du microsatellite vV

\ Révélation
des fragments d'amplification
< par électrophorése e
A B

B site
= d'hybridation
de I'amorce

B Amorce Polymorphisme
du nombre
d’unités de
répétition

+

Figure 9: Polymorphisme révélé par les marqueurs SSR (Gnis, 1999)

3.5. Les marqueurs ISSR
La technique dite ISSR (Internal simple sequence repeat) consiste en une
amplification a I’aide d’une amorce unique des fragments compris entre des microsatellites de
méme séquence mais en conformation inverse (Zietkiewicz et al., 1994). Les amorces
utilisees sont un motif répété complémentaire de la séquence d’un brin microsatellite, et de
résidus nucléotidiques ancrés en 5° ou 3’(Figure 10). Les résidus nucléotidiques ou bases

arbitraires s hybrident aux régions flanquantes des microsatellites. Le polymorphisme entre
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les individus peut ainsi résulter d’insertions ou de délétion dans les régions entre
microsatellites adjacentes. Des modifications de séquences de ces mémes microsatellites ou
des régions flanquantes peuvent aussi empécher la fixation de I’amorce et créer des
difféerences de profils entre les individus (Figure 10). La technique ISSR génere des
marqueurs dominants, c’est-a-dire ne différencie pas les homozygotes des hétérozygotes, au
contraire des marqueurs co-dominants. Malgré cela, ils présentent I’avantage de donner un
grand nombre d’alléles polymorphes. Leur mise en ceuvre est également relativement facile,

et ne nécessite pas de connaissance préalable du génome.

Les marqueurs ISSR ont été largement et diversement appliqués dans le marquage, le
développement et I’analyse de fréquence des motifs microsatellites (Kim et al., 2005; Van Der
Nest et al., 2000), dans la caractérisation de germplasm(Charters et al., 1996; Gilbert et al.,
1999; Kurokawa et al., 2003). Aussi, ils ont été utilisés dans la cartographie génétique et pour
le marquage de génes d’intérét (Gupta et al., 2013). Egalement, les ISSR ont leur place dans
les études de la structure génétique des populations ainsi que 1’analyse de la diversité
génétique interspécifique (Abdul Kareem et al., 2012; Barth et al., 2002; Bettencourt et al.,
2015; Charters et al., 1996; Liu and Wendel, 2001; Liu et al., 2013; Sica et al., 2005).

NNNN(CA)n

(CA)NNN
— wsion  CA repeat
NNNNNNNNNNNNCACACAC NNNNNNNNTGTGTGTGTG NNNNNNNNNNNN

Genomic DNA 00 (N NNNNNNNN £ NNNNNNNNNNVI VI VI VO VI NNNNNNNNNNNN

S m———
NNU(YD)

u(VOINNNN

PCR product
3’ -anchored primer

PCR product
§'-anchored primer

Figure 10: Principe des ISSR

Amplification des ISSR en utilisant des amorces ancrées 5 'et 3' pour des répétitions CA. Les fleches indiquent les amorces et

les doubles lignes indiquent les produits d'amplification
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4. Apports des méthodes et outils de la génétique

La génétique des populations essaie d’étudier chez les étres vivants la structure génétique
et savariation éventuelle d’une génération a 1’autre sous la fagon dont se fusionnent les
gamétes d’une partet sous 1’action de divers phénomeénes tels que mutation, migration,
sélection naturelle d’autre part.Dans le cadre de la gestion des ressources phytogénétiques, la
connaissance des patrimoinesgénétiques a partir de ces outils de la génétique avance la
stratégie de gestion. Pour le cas de la forétqui constitue une grande accession d’arbres, la
stratégie de conservation et d’amélioration des arbressont basés surtout sur la connaissance
des ressources existantes tant au niveau quantitatif mais surtoutqualitatif sur le plan génétique.
Dans le programme de gestion et protection, la diversité génétique estreconnue comme une
information fondamentale en vue de la mise au point de stratégies deconservation (Newton et
al., 1999).

Depuis une vingtaine d’années, le développement des techniques de marqueurs
moléculairesrend plus précis 1’étude de la diversité génétique des espéces. Actuellement, les
marqueurs génétiquessont largement utilisés pour estimer le polymorphisme et prédire
I’évolution des populations végétales.L’avancée dans la connaissance du génome des plantes
a favorisé le développement de marqueursmoléculaires ciblant une région de I'un des
génomes nucléaire, chloroplastique et mitochondrial. Ledéveloppement de la génomique
donne acceés aux génes contrélant des caracteres adaptatifs, tréesimportants pour la gestion des
ressources genétiques.La recherche de marqueurs moléculaires aide aussi le sélectionneur a
mieux connaitre lagénétique des caracteres importants afin d'optimiser I'efficacité des
programmes de sélection. Cesmarqueurs sont en effet trés précieux car ils permettent de tester

rapidement les variétés et de retenircelles qui possedent les caractéristiques recherchées.

5. Apport des marqueurs génétique chez I’arganier

Dans le cas d’Argania spinosa L. et a terme, les études menées avaient pour objectif une

caractérisation de la diversité génétique via :

e Les marqueurs biochimiques : Les premiéres données sur la diversité chez 1’arganier
sont celles obtenues via les isoenzymes par (Mousadik and Petit, 1996) et ce en se
basant sur la richesse allélique chez les populations d’arganier. L’étude a concerné 10
populations avec 20 a 50 individus en utilisant 9 marqueurs iso-enzymatiques

polymorphes et a démontré que 1’espéce possede un niveau de diversité élevé.
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Les marqueurs morphologiques : une variabilité a été observée chez 30 échantillons
étudiés de 3 populations différentes. Les feuilles et les fruits présentent différents
aspects architecturaux (dressé ou pleureuse, ramification moins épineuses a tres
¢pineuses...). La pollinisation est entomophile avec un mode de reproduction
allogame a 60%(Bani-Aameur et al., 1999a). L’arganier est caractérisé aussi par une
période de floraison, une fertilité de pollen et une différente réceptivité de stigmates
selon les individus échantillonnés, I’historique climatique, et leurs origines
géographiques (Bani-Ameur, 2001).

Les marqueurs moléculaires : peu d’études ont été menées sur 1’arganier. En 1996,
Mousadik et Petitont étudié le polymorphisme du génome chloroplastique des
populations d’arganier a 1’aide de la techniques PCR- RFLP déduisant que la diversité
chloroplastique totale réside entre les populations. Egalement, un niveau élevé de
différenciation génétique a été observé chez les plants élevés en pépiniéres selon les
différentes origines géographiques.

En utilisant les RAPD ; Bani-Aameur et Benlahbil (2004)ontrévélé également une
grande diversité génétique chez cetteespece et ce dans une dizaines d’arbres
d’arganier.Dans le méme sens,(Majourhat et al., 2008) utilisant 19 marqueurs RAPD
et 20 marqueurs SSR non spécifiques démontrentune grande variabilité génétique au
sein des 38 accessions d’arganier. Plus tard,(El Bahloul et al., 2014)ont développé des
marqueurs SSR spécifiques a Arganiaspinosal. et qui ont servi au génotypage de 150

arbres échantillonnés de 8 populations éloignées.

6. Description et méthode d’analyse de la diversité génétique

Il est aujourd’hui indispensable de veiller au maintien d’une ressource génétique

suffisamment large afin de garantir I’adaptation aux changements environnementaux et pour

répondre aux besoins de I’homme. Ainsi, I’'information génétique est devenue un outil

important en biologie de la conservation, au méme titre que les considérations écologiques,

éthiques, économiques voir politiques.

Afin de maintenir la diversité interspécifique, il est nécessaire de connaitre et bien

appréhender la diversité a I’intérieur et entre les populations.
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Parmi les objectifs principaux de la génétique des populations est 1’étude de la distribution de
la variation génétique au sein et entre les populations. Plusieurs approches se sont

développées afin d’évaluer la structuration géographique de cette variation.
6.1. Parametres de la diversité et de différenciation génétique

6.1.1. Expression de la diversité au niveau intra-spécifique
Au niveau allélique, trois parametres de diversité sont couramment utilisés :

e Pourcentage de locus polymorphe (P%)
Le taux de polymorphisme est facile a calculer, mais son intérét est limité¢ puisqu’il ne peut
pas étre traité differemment les génes tres ou peu polymorphes : %P = (NBP*100)/ NBT
NBP : nombre de bandes polymorphes ; NBT : nombre de bandes totales.

e Nombre moyen d’alléles par locus (Ar)
Le nombre moyen d’all¢le par locus est appelé également la richesse allélique. 11 est définit
comme suit : pour ni alléles au locus i et pour L locus nous avons la relation suivante :

Ar =(1/L)Zni...

e Ladiversité génétique de Nei :

La mesure de diversité de Nei (1973) exprime la probabilité pour que deux variantes tirées
au hasard dans une population soient différents. Considérons une population subdivisée en un
grand nombre de populations (k) dans laquelle i alleles sont en ségrégation : pi est lafréquence

de I’alléle 1 dans la population générale et pki est la fréquence de 1’alléle 1 dans lapopulation
k.

La diversité a lintérieur d’une population est définie par : hg

La diversité moyenne au sein des populations est définie par : hs

he =1 — Y, p?avecp? la moyenne sur les k populations des carrées des fréquences de

I’alleles 1.

La diversité totale est définie par : ht
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hr =1-— Zip?aveCp? la moyenne pondérée de la fréquenc e de 1’allele 1 dans les k

populations.

6.1.2. Parametre de la diversité génétique au niveau interpopulations

e Parametre de différenciation génétique

Egalement, Wright (1965; 1978) a défini I’indice Fst (variance standardise) comme
I’hétérogénéité des fréquences alleéliques entre subdivisions d’une population. Il représente la
corrélation entre alléles a I’intérieur d’une sous population par rapport a I’ensemble des sous-
populations. Ce paramétre est utilisé d’une fagon hiérarchique ; soit t un ensemble formé de s
populations, et chaque population étant composé de i individus. La différentiation des
populations par rapport au total (Fst) est calculé en fonction des Fis (différenciation des
individus a I’intérieurs des populations) et Fit (différenciation des individus par rapport au
total) ils sont liés par la relation suivante : Fst =1 — [(1-Fit)/ (1-Fis)]. Et dans la littérature, le
Fst est souvent remplacé par un paramétre qui lui est analogue, le Gst (Nei, 1973; 1977).

La différenciation entre les populations et définie par : Gst

hp—hs _ _hs
hy hy

Gsr =

e Quantification du flux génique

Pour quantifier ’importance des flux de geénes entre les populations, on calcul de nombre
de migrants par génération (Nm) ; ou N est I’effectif efficace de la population et m est le taux

de migration et se calcule par la relation suivante (Slatkin, 1987) :

_(1=Gsp)
m 4Ggr

Et I’expression corrigé en introduisant le nombre n (nombre de populations) et devient :

_ 1- Gsry
4Ggr[n/(1 —n)]?

Nm

Et plus la valeur de Nm est supérieur a 1, plus I’échange de geénes entre les populations est

important.

e Distance génétique (D)

28



Synthése bibliographique

Sur la base des fréquences alleliques, on peut mesurer le degré de ressemblance et/ou de
dissemblance entre les populations. Les distances génétiques peuvent étre classées en distance
probabilistes et topologiques (Lefort-Buson and Vienne, 1985).

Nous avons utilisé I’estimation non biaisé¢ de la distance de Nei (1978). Et ceci est utilisé
sur les marqueurs nucellaires, ce qui permet de comparer nos résultats avec les données de la
littérature. Pour cela, on calcule d’abord I’indice d’identité génétique de Nei : prenons un
locus données, ou xi est la fréquence du ieme allele dans la population X. la probabilité
d’identité de deux alléles pris au hasard a ce locus est Jx=Xxi2 de méme pour la population
Y, ou yi est la fréquence du ieme alléles, cette probabilité est Jy=Xyi? . Il importe de noter que
pour Nei des alléles identiques descendent forcement du méme ancétre, ce qui ramene Jx et Jy
a des coefficients de consanguinité de leur population respective.

De la méme fagon, la probabilité d’identité de deux alleles pris au hasard, I’un dans la
population X et I’autre dans la population Y, est Jxy =Xxiyi. Ces probabilités sont reliées en
divisant le coefficient de parenté par le produit des coefficients de consanguinité du locus
considéré : 1= JIxy/(IxJy)1/2 et D= -Logl (Dans le cas de plusieurs locus on calcule la
moyenne des probabilités) Afin de pallier le biais di a 1’échantillonnage, Nei (1978) a
introduit Ieffectif n de chaque population, et I’estimation corrigée de la distance D quelque

soit I’effectif soumis devient le cologarithme de la formule suivante :

1
> (ZnX]X —i— 1) (Znyjy —ﬁ— 1)

D = —log(Jxy/ 1/2

(I: nombre de locus).

6.2. Analyse de la structure de la diversité

Les divers paramétres cités, de par leur aptitude a décrire la diversité de maniere
hiérarchisée, renseignent sur la distribution de la diversité au sein et entre les populations,
mais non sur son organisation spatiale.
De 1a, d’autres méthodes sont utilisées et prennent en compte les dépendances spatiales entre
populations:
- Les méthodes statistiques spatiales développées par les géologues, permettent de prendre en
compte la structuration geographique des parametres étudiés (Corre et al., 1997; Petit et al.,
1997). L’outil de description et de modélisation de ces structures spatiales est la géostatistique

(Matheron, 1965).
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-Des approches similaires ont été introduites en biologie, avec le développement de
I’autocorrélation spatiale (Sokal and Oden, 1978). Les mesures de corrélations permettent de
mettre en évidence les relations entre un parameétre génétique et une variable géographique
(relation entre la distance génétique et la distance géographique ; (Kim et al., 2005). Ainsi, le
test de (Mantel, 1967)permet notamment de tester 1’association entre la distance génétique et

la distance géographique en randomisant les échantillons (Dumolin-Lapégue et al., 1997).

7. Conservation des ressources génétiques
Face a la dégradation rapide des ressources génétiques, les efforts de conservations ont
commencé a 1’échelle mondiale dans les années 50.La diversité génétique est une composante
essentielle de la biodiversité. Elle décrit la variabilité des génes entre ou a l’intérieur des
especes et de leurs populations. Cette diversité est le résultat d’un processus évolutif
complexe ou plusieurs facteurs interviennent, notamment, la sélection naturelle les
changements démographiques (extension, extinction et dérive) ainsi que les flux génique intra

et interspécifiques.

L’intérét actuel porté a la biodiversité montre a quel point il est nécessaire de veiller au
maintien d’une ressource génétique suffisamment large pour garantir 1’adaptation des
organismes face aux changements environnementaux directs (les exploitations forestieres et
les changements d’usage des terres par exemple) et indirects sur le long terme (changements
climatiques globaux). En effet, cette diversité génétique est trés importante car elle représente

le support de base sur lequel peut agir la sélection.

De la une préservation de ces ressources est un moyen d’assurer que ces derniers
restent a la disposition des générations actuelle et futures Donc une fois, ces ressources sont
identifiées et caractérisées, deux approches de conservations majeurs peuvent étre

adoptées,soit I’approche in situ soit 1’approche exsitu.

7.1. La conservation in situ
Il s’agit d’une conservation des especes dans leurs milieux naturels et concerne surtout
les especes en voie d’extinction. L’objectif de la conservation in situ est, d’'une part, la
conservation des ressources génétiques au sens pur, car elle se justifie par la prise en compte

de la composante évolutive dans la conservation des ressources génétique. Et d’autre part, la
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gestion des écosystéemes naturels et agricoles, étant donné qu’elle exploite la dynamique des

milieux naturels et cultivés dans le but de préserver les environnements eux-mémes.

L'avantage de la conservation in situ par rapport a la conservation ex situest qu'elle
maintient la restauration des populations dans le milieu méme ou se sont développes leurs
caracteres distinctifs et dans lequel elles peuvent continuer d'évoluer avec leurs prédateurs et

leurs parasites.

Deux stratégies de conservation sont principalement adoptées dans la conservation in-

situ, 11 s’agit de on-farm conservation et les réserves naturelles.

7.1.1. On-farm conservation
Comme son nom l’indique, il s’agit d’une conservation a la ferme et qui vise
I’entretien durable des variétés locales (lignées, populations) en les cultivant conformément
aux conditions environnementales. Il s’agit d’une conservation in situ des ressources
géneétiques cultivées. En outre, en utilisant des technologies de plus en plus proches des
conditions dans lesquelles ces plantes ont vu le jour et ont évolué. Cette conservation
dynamique permet le développement et le suivi évolutif des espéces sous I’influence de

I’environnement régional et des technologies utilisées (Holubec et al., 2010).

La dite “’On-farm Conservation’’, est une stratégie qui concerne a la fois les
principales variétés traditionnelles cultivées et des variétés locales de plantes mineures qui
maintiennent d’inévitables introgressions avec les variétés sauvages et mauvaises herbes

apparentées environnantes(Maxted et al., 2002).

7.1.2. Lesréserves naturelles

Une réserve naturelle est une partie du territoire ou la conservation de la faune, de la
flore, du sol, des eaux, des gisements de minéraux et de fossiles et, en géneral, du milieu
naturel présente une importance particuliére. 1l convient de soustraire ce territoire a toute
intervention artificielle susceptible de le dégrader. Il s’agit de la stratégie de conservation la
plus adoptée de conservation in situ. De nos jours, les réserves naturelles sont d’une grande
importance pour I’humanité, vu qu’elles représentent un rempart contre la désertification et
chez beaucoup de pays, elles sont considérées comme un des rares endroits les plus

diversifiées de végetations spontanées dans beaucoup de pays.
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7.2. Laconservation ex-situ
C’est une technique de conservation de la faune et de la flore sauvage qui intervient
hors du milieu naturel. Elle consiste a maintenir, en 1’état, I’intégrité génétique des ressources
depuis leur collecte et pour une durée la plus longue possible. Elle répond donc a la
problématique de la pérennisation et le maintien de la diversité des plantes en dehors de leur
habitat d’origines. L’objectif de cette technique n’est pas de substituer la protection in-situ
mais de renforcer les stations naturelles affaiblies, sinon c’est la réintroduction en nature si

I’espéce a disparu ou en voie d’extinction (BGCI, 2016).

La meilleure sorte de conservation de matériel végétale dans les collections ex-situ
dépend des especes. Pour des espéces ayant des graines « orthodoxes » (capables d’étres
séchées et stockées a de basses T°C durant de nombreuses années tout en restant viables), les
banques de graines constituent une conservation directe de la plus grande valeur, au codt le
plus bas. Pour les espéces ayant des graines «récalcitrantes» (pas en mesure d’étre séchées ni
stockées), la culture de tissus ou la cryoconservation peut fournir une conservation directe de
grande valeur, mais a un colt plus élevé. Les collections de plantes vivantes peuvent
constituer un mode de conservation direct ou indirecte de bonne valeur, en fonction de la
facon dont elles sont collectées et entretenues(Maxted et al., 1997).

Le type de collections ex situ conservees par différentes institutions dépendra aussi de
facteurs tels que la mission de 1’organisation, la présence d’installations appropriées, le
contexte culturel et le climat, le temps et 1’expertise d’un personnel dévoué, ainsi que du
soutien financier. Une collaboration entre les institutions permettra une action de conservation
ex situ plus efficace, mettant en commun les ressources, les installations appropriées, les

formations et tout autre soutien nécessaire(BGClI, 2016).

7.2.1. La Core collection
L’augmentation constante des effectifs des collections de plantes constituées dans le
but de la conservation de leur diversité génétique et aussi le développement des programme
de sélection accroit les problémes de gestion (espaces, colt, etc..). D’ou ’apparition de la
Core collection qui été défini la premiére fois comme un échantillon réduit représentatif de la
diversité de la collection de base. Le but de cette mini collection, c’est d’éviter les

redondances et de maximiser la variabilité de la collection de base.(Frankel, 1984).

Plus tard, (Brown, 1995) a précisé que la core collection réduite, est susceptible de

renfermer 80% de la variabilité rassemblée. C’est cette derniére qui est multipliée a I’attention
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des utilisateurs. La principale méthode d’obtention d’une core collection est la démarche de
maximisation M qui selon (Schoen and Brown, 1993) est basée sur une maximisation du
nombre d’alléles capturés.C’est I’approche la plus performante pour conserver les alleles les
plus spécifiques, éliminer des individus redondants et capturer le maximum de la diversité

génetique disponible dans la collection de base.

La Core collection offre donc plusieurs nouvelles sources de variations utilisées dans
les programmes d’amélioration, de reproduction, et de conservation et sa taille limitée est la

raison principale de sa gestion globale.
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II. Matériel et Méthodes

1. Matériel d’étude

1.1. Choix des sites et des populations d’études
Les individus ont été échantillonnés a travers 1’aire naturelle d’Argania spinosa L.au
Maroc, le but serai de couvrir le maximum possible de toute 1’aire naturelle de I’espéce afin

mieux représenter la variabilité au niveau des populations.

Les sites d’études ont été identifiés & partir des documentations et des enquétes prealables
aupres des chercheurs et des responsables forestiers au niveau du Haut-commissariat des eaux

et des foréts et de lutte contre la désertification.
En général, les sites sont répartis sur 4 zones biogéographiques.

e Plaines et plateau de I’Oriental
e Plaines Atlantiques
e Région de I’ Arganier (Chiadma-Haha et Souss Massa)

e Région Saharienne du Sud

La répartition bioclimatique a été effectuée par le HCEFLCD et on I’a repris sur la (Figure

11)par le logiciel QGis version 2.4.0-Chugiak.
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- I Montagnes Atlasiques
- ;.'—f;- Plaines et plateau Nord Atlasique arides
TS Région de I'arganier (Chiadma-Haha et Souss Massa)
A ] Région pré-Saharienne du versant Atlasique
Plaines et Plateau aride de I'Orientale
h Plaines Atlantique du Gharb et du Pré-Rif
A A MU R % B Montagne Rifaine
0 250 500 km! Région Sahariennes du Sud Marocain
O sites de prélévement .

Figure 11:Origine géographique des accessions. Voir tableau 1 pour le code des accessions

1.2. Caractéristiques des sites
Les régions d’¢tudes se situent dans des zones d’altitudes différentes du Maroc (situé entre

58 et 1247m). Les caractéristiques des sites sont résumées dans le tableau 1.
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Tableau 2:Caracteérisation géographique des populations d'arganiers échantillonnées

. S Code sur la o . . )
Région Bio-climatique Provenance code . Bio-climat Altitude Longitude Latitude
carte
. Retmana RT A Semi-aride 58 9°1924.2" 32°02'05.4"
Plaines et plateaux nord . o
Oued Lhaj OH B Semi-aride 120 9°24'11.7" 31°56'13.7"
atlasiques arides . o
Jbel kourati JK C Semi-aride 360 9°24'03.00" 31°4722.4"
Mramer MR D Semi-aride 396 9°10' 02.03 " 31°38'23.9"
Rbai RB E Semi-aride 269 9°28'34.4" 31°32'07.8"
Tamsrourte TS F Semi-aride 540 9°22'58.0 " 31°21'34.9"
Meknafa MK G Semi-aride 242 9°33'56.1" 31°19'20.6"
Ait Issi Al H Semi-aride 980 09°22'32.4" 31°02'13.5"
Tamanar North ™ | Semi-aride 576 9°37'20,3" 31°00'41,5"
La région de I'arganier Immouzar 1z Q Semi-aride 1100 9°30'54" 30°39'00,9"
(Chiadma-Haha et Souss Massa) Ait Baha AB R Aride 490 9°13'32,6" 30°06'27,1"
Tafraoute TA Aride 900 9°03'21,5" 29°42'47,2"
Lakhessas LA S Aride 954 9°43'50,3" 29°24'12,4"
Timzgida L
TO J Semi-aride 231 9°48'09,02" 31°00'20,2"
Ouftass
Admine forest AD M Aride 83 9°21'38" 30°19'53,1"
Menizla Mz N Aride 256 9°05'39,2" 30°33'44,8"
Plaines et plateaux arides de . .
Benei Snassen BS X Aride 195 2°34'983 34°51 095
I'oriental
Plaines atlantique du Gharb et .
Oued Grou oG w Sub-humide 403 6°22'94.5" 33°27'44.3"
du Prérif.
Aoulouz AO (e} Aride 782 9°06'47.0" 30°37'11.2"
. Doutana DT Semi-aride 796 9°14'01.5" 30°43'35.4"
Montagne Atlasique
Oulcadi oL K . 1247 8°29'08.5" 30°17'19.5"
aride
Région saharienne du sud Guelmim GU U Aride 349 10°06'40.5" 29°06'51.8"
marocain Assa Zag AZ \Y Aride 336 9°25'22.5" 28°25'53.6°

2. Méthodes d’étude

Ce chapitre concerne les différentes méthodes

statistiques) lors de 1’étude de la diversité génétique,

d’Arganier.

utilisées (techniques analytiques et

et de la structuration des populations

L’étude de la variabilité a ét¢é menée par approche moléculaire en utilisant les marqueurs

Inter-microsatellites et les marqueurs microsatellites qui permettent de révéler une série de

plusieurs alleles pour chaque locus étudié. Les deux marqueurs sont complémentaires et ont

été testés pour mieux identifier la structure de la diversité génétique et les flux de genes au

sein et entre les populations.
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2.1. Mode d’échantillonnage

La collecte est issue donc de 3 compagnes de prospections entre Décembre 2012 et Mars
2013 en collaboration avec les chercheurs du Haut-commissariat aux Eaux et Foréts et a la
Lutte contre la Désertiication, de 1’Université Caddy Ayyad et I’Université Ibn Zohr .Ainsi ,
I’échantillonnage a concerné six régions bioclimatiques du pays,soit 24 populations

échantillonnées.

Lors de nos prospections, nous avons opté avec les spécialistes forestiers pour la méthode
d’échantillonnage par transect. Le principe de cette méthode est d’échantillonner un nombre
fixe d’individus pour tous les sites de récoltes plutdt que de prendre un aire type
(Andrianoelina andrianaivo, 2009). La longueur du transect est variable et dépend de la
distance a partir de laquelle on arrive a atteindre le nombre d’individus fixés. Selon la densité
de la forét, nous avons choisi une direction pour la recherche des pieds d’Argania spinosa L.

et la distance entre deux individus consécutifs trouvés est trés variable.

2.2 Collecte des échantillons

Pour les especes foresticres, les feuilles sont le matériel végétal utilisé dans I’étude de la
variabilité génétique par marqueurs moléculaires. Des échantillons de feuilles saines (couleur
verte sans traces de maladies) ont été récoltés sur chaque individu a étudier. En général, les
feuilles des arbres dans les foréts naturelles sont attaquées par des insectes ou présentent des
maladies. Par conséquent, les feuilles ont été prélevées sur le rameau qui a présenté des
feuilles a majorité saines. Chaque échantillon des feuilles a été conservé dans des sachets. Au
niveau de chaque population, 20 arbres ont été choisis aléatoirement sans aucune sélection
phénotypique pour 1’échantillonnage, soit donc un total de 480 arbres. Ces feuilles ont été

conserveées a -20°C jusqu’a leur utilisation.

Au faire a mesure de la collecte des échantillons, une fiche descriptive a été remplie,
contenant des informations sur les arbres échantillonnées, ainsi que le site concernés, tel que :
les coordonnées GPS, la forme la hauteurde I’arbre, la circonférence du tronc, la forme et la

couleur du fruit (Annexe 1).
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Figure 12: Collecte des feuilles a partir d'une branche (Cas d'arbre de la forét d'Ait Issi)

2.3. Extraction de I’ADN génomique

Une fois au laboratoire, les échantillons de jeunes feuilles ont été lyophilisés
(lyophilisateur Christ, Alpha 1-2 LO) puis broyés (broyeur Plus Retsch, MM 400) puis
conservés dans des tubes Eppendorfs de 2mL (200mg/tube avec 4 répétitions) et conservés
dans des cryoboites étiquetées. Une banque de lyophilisat a été constituée et conservée a
température ambiante au Laboratoire de Microbiologie et de Biologie Moléculaire (Figure
13).

Figure 13: Bangue de lyophilisat de la collection d'Arganier au LMBM

Les ADN génomiques ont ¢été extraits grice a I'ISOLATE Plant DNA Mini Kit
(BIOLINE), au lieu de la méthode classique d’extraction au CTAB (Cetyl Trimethyl
Ammonium Bromide), ou au Phénol/chloroforme. Kit Bioline Pant Il (Bioline, USA).
Environ une quantité de 50 mg de poudre seche par échantillon a été mélangée dans chaque
tube de 2mL avec 400mL de tampon de lyse (lysis buffer) et 10puL de RNase. Les échantillons
ont été incubés a 65°C pendant 30min, puis melangés avec 100pL de tampon de précipitation.
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Ils ont ensuite été incubés pendant 5 min dans la glace puis centrifugés a 150009 pendant
5min. Le surnageant de chaque échantillon a été transféré dans des mini colonnes PD1 (Spin
colomn) puis centrifugé a nouveau a 10 000g pendant 1 min pour séparer I’ADN (qui se fixe a
la membrane de silice des colonnes) du lysat. Les membranes ont ensuite été lavées en trois
fois par 1’ajout du tampon de lavage (Wash buffer). Et entre chaque 2 lavages, les colonnes

sont centrifugées pendant 1min a 10000g.

Les membranes ont ensuite été placées sur des tubes d’élution (1.5mL), puis 100uL de
tampon d’élution a été rajouté sur chaque colonne. Les tubes ont été¢ ensuite incubés a
température ambiante et centrifugée a 6000g pendant 2min. Cette derniere étape d’élution a

été répétée une fois, puis les tubes ont été stockés a 4°C, en vue de I’amplification.

Préalablement a 1I’amplification, I’ADN extrait a été dilué au 1/5. Et le restant est stocké a -

20°C jusqu’a prochaine utilisation (Annexe 2).

2.4. Evaluation quantitative et qualitative de I’ADN extrait

L’étude de la quantité et la pureté de I’ADN isolé est assurée par deux techniques :

D’abord, I’ADN extrait estdosé par le spéctrophotométre (ND-2000, NanoDrop), ce
dernier permet de préciser la concentration des acides nucléiques en mesurant leur densité
optique (DO) a une longueur d’onde d’absorbance qui correspondant a 260 nm et celle des
protéines a une longueur d’onde égale a 280 nm. Le rapport des densités optiques (260/280)
permet de déterminer le degré de netteté de I’ADN et voir s’il est contamin€ par les protéines
ou les ARNSs. Un rapport entre 1.8- 2.2 indique que I’ADN est trés pur, par contre une valeur
inférieure a 1.7 désigne une contamination par les protéines, tandis qu’un rapport supérieur a
2.2 représente une contamination probable par les ARNs. D’autre part, le rapport DO
(230/260) estime la contamination de I’ADN par les polyphénols ou les acides gras et les

polysaccharides qui présentent une longueur d’onde d’absorbance de 230 nm.

Ensuite la qualité de I’ADN est vérifiée sur gel d’agarose pur a une concentration de 1%, a
120V pendant 90 min. En effet, un volume de 3ul de tampon de charge est ajouté a 8 pl
d’ADN concentré suspendu dans du TE (Tris_EDTA), le mélange est déposé dans les puits du
gel d’¢électrophorese. La révélation est réalisée par imprégnation du gel dans une solution de
Bromure d’Ethidium (BET : un colorant, intercalant a fluorescence orange quand il est exposé

aux rayons UV) (Annexe 1).
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2.5. Amplification de I'’ADN par PCR-ISSR

2.5.1. Choix des amorces ISSR

Le choix des marqueurs appropriés dépend de 1’objectif de 1’étude. Dans notre cas, nous
sommes intéressés a mesurer et quantifier la diversité génétique chez I’arganier. La technique
ISSR, basée sur la réaction PCR en utilisant des amorces a simples sequences répétées, a été

choisie en raison du grand nombre de loci qui peut étre examine.

Un screening initial de 22 amorces ISSR a été effectue chez 10 individus choisis de fagon
aléatoire. Parmi ces 22 amorces, sept ont été choisies pour leur bonne reproductibilité a
savoir la netteté, I’intensité, le nombre des bandes, et le pourcentage de polymorphisme. Le

tableau 3 présente les caractéristiques des 7 amorces choisies.

Tableau 3: Liste des amorces ISSR utilisées dans cette étude

Nom Séquences d’amorces Motif répétitif Tm

[°C]
FL2 5-ACACACACACACACACG -3 AC)sCG 59.9
FL3 5’-ACACACACACACACACCT-3 (AC)CT 57.6
FL4 5’-AGAGAGAGAGAGAGAGCC- 3’ (AG)sCC 51.7
FL6 5’-CACACACACACACACAAG- 3’ (CA)AG 53.7
FL8 5’-GAGAGAGAGAGAGAGACC- 3’ (GA)sCC 56.0
FL9 5’-GAGAGAGAGAGAGAGACG- 3’ (GA)sCG 56.0
FL10 5’-GAGAGAGAGAGAGAGACT-3’ (GA)CT 57.3

2.5.2. Mélange réactionnel et Amplification de I'ADN

La PCR-ISSR a été reéalisée aprés plusieurs optimisation du Protocol standard de
(Zietkiewicz et al., 1994) afin de pouvoir I’adapter a notre matériel génétique. Le programme
« Argan-ISSR » a été utilisé pour les 7 marqueurs. Chaque mélange PCR destiné a ce
programme, d’un volume final de mélange réactionnel de 25uL contient :

e 75ng d’extrait d’ADN génomique

e 5uL de tampon 10X

e 1.5pL de dNTP mixte (Proméga) (10mM)

e 1.5 puL de MgCl;, (25mM)

e 1.5 uL d’amorce ISSR
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e 1U Taq polymérase (Proméga)

Le profil d’amplification consiste en une dénaturation pendant 7min a 94°C, suivie par 45
cycles de (1) 30s a 94°C, (2) 45s a la température d’hybridation de chaque amorce (voir
tableau 3) et (3) 2 min d’élongation a 72°C. Aprés amplification, les échantillons sont stockés
a 4°C. (Figure 14)

Les réactions de PCR ont été effectuées avec les Thermocycleur GenAmp® (Applied
Biosystem, CA, UA).

1 | 1
1 \ 1
! 45 cycles [ !
I 1
1 : 1
1 | 1
94°C : 94°C : :
| \ 1
Tmi ! i !
L | 30s 72°C ; nc |
i i i
: 2min | ' :
: 51.7-59.9°C : Tmin ;

! [ : 4°C

; 45s ! :
1 | I

! i : Stockage
L} L !
Dénaturation initiale : Dénaturation hybridation Extension ' Extension finale :

Figure 14:Description du programme « Argan-ISSR »

2.5.3. Analyse des produits PCR

Aprés amplification de chaque contenu de tube, un tampon de charge est ajouté aux
produits obtenus de la PCR, puis le mélange subit une électrophorése sur gel d’agarose a 2%
dans un tampon de migration TAE 1% (Tris, Acetate, EDTA), sous une tension de 100V
pendant 2 heures. Afin de connaitre la taille des fragments amplifiés, on utilise un marqueur
de taille 1Kb DNA Ladder (Promega).

Apres électrophorese, le gel d’agarose est trompé dans un bain de Bromure d’Ethidium
dilué afin que le produit amplifié sous forme de bandes puisse étre lisible avant d’étre

photographié sous une lumiére UV en utilisant 1’appareil Enduro "MGDS (Labnet, USA).
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2.5.4. Lecture des gels ISSR

Puisque les marqueurs ISSR sont des marqueurs dominants, chaque fragment amplifié
correspond a un locus biallelique. En plus, un locus est considéré comme polymorphe s’il
n’est pas présent chez tous les individus. Sur cette base, les bandes obtenues sont utilisées
comme marqueurs de loci de chaque amorce et notées comme étant présentes (1) ou absentes
(0) ce qui permet a la fin d’obtenir une matrice binaire (Figure 15) utilisée pour les analyses

statistiques.

Codage des données

on met "1" pour une bande présente et 0" pour une bande absente

Locus A —%

LocusB —+ o _
LocusC — 1 1 1 1 1
Locus D B
LocusE ., o 4 o

o » <0 oN

Figure 15: Principe de transformation des bandes en codes binaires, (1) = présence de bande et (0)
=absence de bande

2.6. Amplification de ’'ADN par PCR-SSR

2.6.1. Choix des amorces SSR

L’amplification a ¢été faite par Polymerase Chain Reaction (PCR). D’abord un screening
initial a été fait pour un total de 24 couples d’amorces dont 13 couples ont été sélectionnées
pour la suite de 1’analyse. De ces derniers, 11 couples d’amorces sont issus du génome de
I’Arganier (ElI Bahloul et al., 2014) et d’autres ont été isolés chez d’autres Sapotacées
Manilkara huberi (Azevedo et al., 2007) et Vittellaria paradoxoa (Cardi et al., 2005)et testés
chez I’arganier (Majourhat et al., 2007). Trois fluorochromes ont été utilisés pour marquer les
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amorces : 6-FAM, HEX, ATTO566 ; un fluorochrome a été attribué a chacun des 13
marqueurs SSR. Le kit PCR utilisé est le GoTaq ®DNA Polymerase (Promega, CA, USA).

Tableau 4: Caractéristiques des loci microsatellites étudiés pour le typage des individus

Séquences des amorces (5°-->3")

GenBank Accession

Locus Motif répété T° PCR
F:Fluorochrome-forward; R: reverse Number
PCR multiplex
1
F:GCACTCTCCATGGTTCCAGT
MHO4 (CT)z 52 AY514006
R:AAAGAGTCAATGGCGTGAGC
F:ACACGCACAAAACAAACCAA
MHO6 (GA)we 56 AY514007
R:TTCTTGAAGGAGGGTTGCTC
F:TTGCTATTTGCCTGTT
MVpCIRE11 (GTo 48 AJ829710
R:TTCATCACCTTCCTCTC
F:ATTGCAGCATATCCACACCA
MHO7 (CT)as 56 AY514008
R: GCAAAGGGTGATGGGTTAGA
PCR multiplex
2
F:.GTTTGTATGGTTTCGGTT
MVpCIREOS (TG), 52 AJB29708
R:CTTCGTTTTCAGTAGGTCTC
F:-TGCGGAACTGTGGAAAGAGT
MH12 (CT)S(AC)s 56 AY514010
R:ATCCACACAATGACTGACG
F:GTAATGGGAGCCGTTTGAGA
MHO8 (CT)us 56 AY514009
R:CTGGGTAGCATTTGTTGCAT
F:GAAGTTTTGACCATTTGGGAAT
MH20 (GA)1s 56 AY514013
R:GACATAACACTAACCCTTCACGA
PCR multiplex
3
F:GTTTCTTGCAGTTTGAGAATTGAAAGGACAACG
ASMS01 (CT)11(CA)17 57 KC138526
R: CCTCCCATCTAATATTTCTAGTTCCATCC
F: GTTTCTTCAAAAATAAATGTGAATGAGCAC
ASMS04 (GA)w 57 KC138527
R: TGATGGGATTATGAGAAAGAG
F: GTTTCTTAATACTTCAATGCGAAGGTCGTG
ASMS20 (CT)we 53.8 KC138529
R: ATTACTCCCAACCTCAGTCAGC
F: CCCATTGTAGACTTCCGCTTAC
ASMS2012-34  (AG)us o5 KC527589
R: GTTTCTTAACCACAGAGAGCAGCAACTTT
F: CGGAAAGGAATTAGGATTTGG
ASMS2012-37 (AG)1s5 55 KC527530

R: GTTTCTTCGGTTCGTCTCTTCTCCAGTAT
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2.6.2. Mélange réactionnel et amplification de '’ADN

Deux programmes d’amplification ont ét¢ utilisés.

Le programme « SSR-Arganier »(Figure 16) a été utilisé pour les 8 marqueurs SSR issus
des autres espéces. Chaque mélange PCR destiné a ce programme a comme volume final de
15pL, contenant : L’ADN génomique (50ng/ pL), du tampon 5X, ’dNTP (10mM), MgCl,
(25mM), I’amorce sens et I’amorce anti-sens (5uM) et Gotaq (5U/JL).

Ce programme consiste en une dénaturation pendant 10 min a 94°C suivie par 35 cycles
de : (1)45s a 95°C, (2) 45s a la température d’hybridation des amorces (Tableau 4) et (3) 45s
d’¢longation a 72°C, puis une étape finale d’élongation de 10min a 72°C. Apres

I’amplification, les échantillons sont stockés a 4°C.

Le programme « SSR spécifique-Arganier »(Figure 17) est celui développé par (El
Bahloul et al., 2014) mais avec quelques modifications. Chaque mélange PCR destiné a ce
programme, d’un volume final de 20 pL, contenant de I’ADN (50ng/uL), le tampon 5X, la
dNTP (10mM), MgCl, (25mM), I’amorce sens et anti-sens (5uM) et la Gotap (5U/uL).

Le profil d’amplification consiste en une dénaturation pendant 2min a 94°C, suivie par
35 cycles de : (1) 30s a 94°C, (2) 30s a température d’hybridation de chaque amorce (Tableau
4) et (3) 30s d’élongation a 72°C, puis une étape finale d’élongation de 7min a 72°C. Aprés
I’amplification, les échantillons sont stockés a 4°C.

Les réactions de PCR ont été effectuées avec le thermocycleur « Veriti, 96 Well » (Applied
Biosystem, CA, USA).
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(B)

(A)
! 35 cycles : i
94°C L aeC §
10min : 45s ! :
; 12°6 : 12%¢ ;
| 455 i 10min |
i 48-56°C : i
! ! ! 4°C
: 45s ! :
! i ! Stockage
Dénaturation initiale : Dénaturation hybridation Extension : Extension finale :

Marqueurs Couleur
35s
MHO04 6-FAM
MVpCIREOS 6-FAM
MHO06 HEX
MH12 HEX
MH20 6-FAM
MHO08 6-FAM
MVpCIRE11l HEX
MHO07 6-FAM

Figure 16:Programme d’amplification « SSR Arganier »

A. Description du programme PCR « SSR Arganier».

B. Liste des marqueurs destinés au programme « SSR Arganier » et fluorochrome correspondant
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(A)

(B)

. . Marqueurs  Couleurs
! 35 cycles i ! 35
: : : ASMS01 6-FAM
: ! : ASMS04 -FAM
94°C : 94°C : . SMS0 6
i 5 i ASMS20 ATTO565
2min : 30s 7200 : 1700 : ASMS012.34 6-FAM
i i i ASMS012.37 HEX
: 30s 5 Tmin :
. 53.8-57°C : .
| | | 4°C
: 30s : |
| i ! Stockage
Dénaturation initiale% Dénaturation hybridation Extension : Extension finale :
Figure 17:Programme d’amplification « SSR spécifique Arganier »
A. Description du programme PCR «SSR spécifique-Arganier ».
B. Liste des marqueurs destinés au programme « SSR Arganier » et fluorochrome correspondant
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2.6.3. Analyse des produits PCR
Avant I’analyse par le séquenceur, 0.25uL des produits PCR de chaque échantillon sont
mélangés avec 9.5uL de formamide (ce qui permet la rupture des liaisons hydrogenes entre
les bases d’ADN) et 0.5 pL de marqueur de taille GeneScan™ 500ROX (Applied Biosystem).
Les produits sont ensuite déposés par multiplexage quand cela est possible. Ensuite, les
échantillons obtenus sont soumis a une migration par séquenceur de gene capillaire ABI prism
3130 (Applied Biosystems).

Les résultats obtenus sont ensuite analyses par le logiciel Gene Mapper (Applied
Biosystemsa qui permet 1’analyse des données brutes obtenues et les assigne a des données

biologiques : Les alléles sont visualisés sous forme de pics de différentes couleurs.
2.7. Homogénéisation des matrices et traitement des données

2.7.1. Homogénéisation des données

Une fois les alléles présents pour chaque marqueur sont identifiés grace a Gene Mapper, on
¢tablit une matrice des données des alléles pour I’ensemble des populations étudiées. Les
profils génétiques présentant un degré de diploidie supérieur a deux n’ont pas été conserves
dans la matrice de données finale, car les analyses statistiques ne peuvent s’appliquer qu’aux

individus haploides ou diploides.

Aussi, les profils qui présentent de tres petites différences peuvent également étre dues a
des erreurs de lecture des alleles sur le logiciel Gene Mapper. La lecture a été faite a différents
moments par des personnes différentes, le risque de décalage de lecture n’est donc pas
négligeable. Cela est visible sur les profils lorsque, chez les homonymes (Accessions
présentent un nom identique), la différence pour un marqueur donnée n’est que de une ou
deux paires de bases. Quand ce cas s’est produit, une relecture des profils avec Gene Mapper

a été nécessaire pour décider de 1’affectation de 1‘all¢le a attribuer.

2.7.2. Analyse statistique des données

Les matrices de données obtenues par les marqueurs moléculaires ISSR (représentées par
leurs codes présence/absence) et SSR (représentée par leur taille de fragments) serviront a
calculer certains paramétres d’estimation du polymorphisme, de diversité et de

différenciation.
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a. Mesure des paramétres de diversité génétique au niveau intra-population

Plusieurs parameétres sont a prendre en considération afin d’évaluer la diversité génétiques

au niveau intra-population :

Pourcentage de locus polymorphe (%P): Le taux de polymorphisme est facile a
calculer mais son intérét est limité puisqu’il ne peut pas étre traité différemment les
génes tres ou peu polymorphe : %P= (NBP*100)/NBT

NBP : Nombre de bande polymorphe ; NBT : Nombre de bandes totales ;

Le nombre moyen d’all¢les par locus ;

Le taux de polymorphisme, ou Polymorphic Information content (PIC) : C’est un
paramétre qui permet d’évaluer la capacité d’un marqueur a détecter un
polymorphisme dans une population (Botstein et al., 1980) ;

L’hétérozygotie observée (Ho) : C’est la moyenne des fréquences des hétérozygotes
observées a chacun des locus étudiés ;

L’hétérozygotie attendue (He) : C’est la probabilité qu’a un locus donnée, deux alléles
choisis aléatoirement soient différents ;

L’indice de diversité de Nei (H) ;

L’indice de diversité de Shannon (I) : Il permet de mesurer le degré de diversité d’une
population ;

Le flux de géne (Nm) ;

La distance génétique (D).

L’ensemble de ces parametres de diversité génétique a ¢€té calculé a I’aide des logiciels
PopGen vers. 1.32 (Yeh et al.,, 1999) et FSTAT vers. 2.9.3.2 (Goudet, 2002) pour la

matrice ISSR. Pour la matrice SSR, le logiciel R a été utilisé via le package PopGenPack.

b. Mesure de la diversité génétique entre les populations

e C(Coefficient de différenciation ;

Afin de décrire la diversité génétique entre les population, on s’est basé sur I’indice de

(Wright, 1951) (Fst) qui mesure la réduction d’hétérozygotie liée aux différences des

fréquences alléliques entre populations. Et de 1a, ona :

Fis : Déficit en hétérozygote au sein des populations ;
Fst: Deéficit en hétérozygotes di a la subdivision de la population totale en sous-

population, et c’est aussi la différentiation des populations par rapport au total ;
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e Fit: Déficit global en hétérozygote sur 1’ensemble des populations, c’est-a-dire en

considérant toute les populations comme étant une seule et unique population ;

Les indices de fixation de Wright (F), estimé par la formule (Weir and Cockerham,
1984), sont liés par la formule : (1 — F;;) = (1 — Fi5)(1 — Fg).

Lorsque les loci sont multialléliques, on utilise une généralisation de cet indice, qui est le
Gst de (Nei, 1973). Selon (Wright, 1978), si la valeur de Gst est entre 0 et 0.05, la
différenciation est faible, (0.05 a 0.15) modérée, (0.15 a 0.25) importante, au-dessus de 0.25

tres importante. Ce coefficient est lié au flux de genes qui est calculé selon (McDermott,

0.5(1—-Gst)

1993) par la relation suivante : Nm = ool

e Analyse moléculaire de la variance

L’analyse moléculaire de la variance « AMOVA » a été mesurée en se basant sur la
variance totale phénotypique intra et inter-populations (Excoffier et al., 1992). Elle a été
calculée en utilisant le logiciel GenAlex v6.52 (Peakall and Smouse, 2012) avec un
nombre de permutation de 5000 pour le test de signification. La variance de ’AMOVA
calculée est utilisée comme une estimation de la diversité génétique intra et inter-

population.

¢. Relations génétiques entre les populations
Plusieurs méthodes et paramétres nous permettent d’étudier la structuration a différents
niveaux d’organisation de I’espéce. Il s’agit de visualiser d’une fagon hiérarchisée les

variations génétiques et géographiques des populations.

e Ladistance génétique

Les indices de similarité (I) et les distances génétiques (D=-log 1) servent a mesurer la
ressemblance ou la dissemblance entre deux populations. La distance génétique entre deux
échantillons est définie comme la proportion d’éléments génétiques non commune, par exemple
D =0 si les deux échantillons ont les mémes fréquences alléliques. Dans le cadre de ce travail, les
distances génétiques entre paires de populations ont été calculées selon 1’approche classique basée
sur les fréquences alléliques dans chaque population en retenant la distance non biaisée de Nei
(1978). Dans le cas d’un ensemble de populations, ces indices sont calculés en prenant les
populations deux a deux, les deux populations peuvent étre ensuite agrégées en fonction de leur

ressemblance pour construire un dendrogramme.
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e (lassification hiérarchique
Une analyse typologique par la méthode UPGMA baseée sur la distance de Nei (1978), a été
effectuée pour les deux matrices moyennant le logiciel NTSys-pc ver. 2.1. et permettant de

regrouper les différentes populations en groupes (cluster).

e Test de Mantel
Afin d’évaluer la relation entre la distance génétique et la distance géographique, le test de
Mantel (Mantel, 1967) a été appliqué. Pour cela, le Logiciel GenAlex v6.6 a été utilisé pour la

matrice ISSR. Et le Logiciel R vis le PoGen Package a été utilisé pour la matrice des SSR.

e Analyse des composantes principales

Les techniques d’Analyse en Composantes principales (ACP) ou d’Analyse en
Coordonnées Principales (PCoA) (Peakall and Smouse, 2012) sont des techniques d’analyse
qui permettent de visualiser les similarités ou les dissimilaires des variables étudiées. Elles
sont basées sur la matrice de similarité ou de dissimilarité et attribue a chaque élément un

emplacement dans un espace a faible dimension.

Ainsi, on peut distinguer les relations entre les variables analysées et voir si ces variables
permettaient de discriminer des populations. Cette représentation permet de projeter les
populations étudiées sur un plan défini par les deux axes qui définissent les degrés les plus
explicatifs des variables.

e Analyse bayésienne de regroupement

L'analyse Bayesienne de regroupement vise a estimer la structure génétique d'un ensemble
d'individus en rassemblant ces derniers dans des groupes, sur la base de leurs profils
génetiques.Ellepermet 1’identification de groupes génétiques différents. On obtient apreés
analyse des groupesdistincts et génétiqguement différents. Cette approche est implémentée
dans le programmeSTRUCTURE (Pritchard et al., 2000). Ce dernier travaille sous deux
hypothéses : lespopulations sont a I'équilibre de Hardy-Weinberg (panmixie et pas de pression

évolutive), et il y aexistence d'un équilibre de liaison entre les différents loci.

Dans cette étude, avec le logiciel STRUCTURE v2.3.3, on a adopté le model sans
admixture avec 4000 itérations MCMC (Markov Chain Monte Carlo). Vingt essais ont été
effectués pour chaque valeur de K (nombre de populations estimé) allant de 1 a 7. La valeur la

plus probable de K a été calculée a l'aide de AK, qui représente la plus grande vitesse de variation
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entre chaque valeur ultérieure de K. Au final, le logiciel STRUCTURE attribue a
chaqueindividu sa probabilité d'appartenance a chaque population. On utilise ces probabilités

pourdéterminer la composition de chaque population.

2.8. La construction de la Core Collection

Afin de pouvoir choisir un échantillon réduit et représentatif de la collection totale
d’arganier et de sa diversité, la démarche de maximisation M basée sur la maximisation du
nombre d’all¢les capturées est la démarche la plus performante jusqu’a présent pour conserver
les alleles les plus spécifiques et éliminer des individus redondants. En se basant sur les deux
matrices des marqueurs moléculaires ISSR et SSR, ainsi que les données géographiques des
populations échantillonnées, le Logiciel Power Core vers. 1.0 a été utilisé afin d’établir une

Core collection représentative de la diversité génétique de la collection d’origine.
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Reésultats et Discussion
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Chapitre | :

Evaluation de la diversité génétigue intra et inter-
populations de I’arganeraie marocaine moyennant les

marqueurs moléculaires ISSR
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Chapitre I : Evaluation de la diversité génétique intra et inter-
populations de I'arganeraie marocaine moyennant les marqueurs

moléculaires ISSR

1. Etude quantitative et qualitative des ADN extraits

L’évaluation par spectrophotométrie des 240 ADN extraits de feuilles d’arganier a
enregistré des rapports de DO,s0/DO2go compris entre 1.6 et 1.9. Ces rapports témoignent
d’une trés bonne qualité d’ADN malgré la richesse des feuilles d’arganier en polyphénols. Les
concentrations d’ADN calculées ont atteint des valeurs élevées allant jusqu’a 950 ng/pL
(Annexe 3).

Mais, le dosage par Nanodrop ne nous informe pas sur I’intégrit¢é de I’ADN car méme si
I’ADN est dégradé, les bases azotées présentes absorbent toujours a 260nm. Donc, pour
s’assurer de sa pureté, on a procédé a une vérification de la qualit¢ de I’ADN par une

électrophorese sur gel d’agarose a 1% (Figure 18).

M 380 460 329 288 281 192 171178 179 257 278 422 425 426 428

% = 4%%°
%8 —
18 — 4,000
92 — 3,000
34 — 2,500
34 — 2,000
20 — 1,500
92 — 1,000
23 — 750
30 — 500
45 — 250

Figure 18: (A), Exemple de gel d’agarose 1% servant a I’estimation de qualité d’ADN extrait sur gel
d’agarose 1%. ,(B) Marqueur de poids moléculaire 1 Kb, sur un gel d’agarose de 1%
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2. Caractérisation moléculaire des populations d’arganier via les

marqueurs ISSR

2.1. Analyse du polymorphisme

Les 7 amorces utilisées ont toutes généré des profils lisibles et polymorphes (Figurel9)
avec un pourcentage de polymorphisme génétique de 100%. Au total, 305 bandes d’ADN ont
été amplifiées et ceci chez les 24 populations naturelles d’arganier. La totalité des fragments
amplifiés se sont avérés polymorphes. Le nombre de marqueurs varie entre 24 et 56 avec une
moyenne de 37.28 marqueurs par amorce et un pourcentage de 100% de bandes polymorphes

ce qui indique un taux élevé de polymorphisme au sein des populations étudiées.

Tableau 5: Polymorphisme révélé par les sept amorces ISSR

nombre de Taille des
marqueurs/amorces NP YoP bandes en pb
FL2 39 39 100 150-1500
FL3 38 38 100 200-2000
FL4 32 32 100 100-1500
FL6 34 34 100 200-2000
FL8 36 36 100 200-2000
FL9 64 64 100 150-1500
FL10 62 62 100 200-2000
Totale 305 305
Moyenne 43.57 100 150-2000

NBP : Nombre de bandes polymorphes ; %P : Pourcentage de polymorphisme ; pb : Paire de base

2.2. Variabilité génétique intra-population
L’étude de la variabilité intra-population (Tableau 5), montre que le nombre d’alléles
par locus (Na) varie de 0.464 chez les populations de Lakhssas et Beni Snassen a 0.782 chez
la population Rbai avec une moyenne de 0.607. L’indice de Shannon (I) varie de 0.113 a
0.200 et I’indice de diversité de Nei (h) varie de 0.075 a 0.132.

Au fait, I’ensemble de ces résultats montre une tendance similaire pour tous les
parameétres mesurés. Ainsi la population de Rbai présente les valeurs les plus élevées et donc
elle est la population la plus diversifiée alors que la population de Béni Snassen présente les

valeurs les plus faibles.
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M : marqueur de taille

Figure 19: Profil des 20 individus de la population Retmana révélé par I'amorce FL9.

Tableau 6: Parametre de diversité génétique intra-population

Populations N Na | h %P
Retmana 20 0.556 0.139 0.093 26.05%
Ouled Lhaj 20 0.628 0.164 0.110 30.27%
Jbel Kourat 20 0.701 0.174 0.114 34.48%
Mramer 20 0.705 0.164 0.108 33.72%
Rbai 20 0.782 0.200 0.132 38.31%
Tamesrart 20 0.655 0.170 0.114 31.80%
Neknafa 20 0.613 0.152 0.100 29.12%
Ait Issi 20 0.651 0.159 0.105 31.42%
Tamanar Nord 20 0.613 0.148 0.097 29.89%
Timzgidah Oufetass 20 0.602 0.166 0.112 29.50%
Oulcadi 20 0.575 0.142 0.094 26.82%
Tizi Ntest 20 0.663 0.155 0.102 31.03%
Admine 20 0.678 0.182 0.121 33.72%
Mnizla 20 0.640 0.168 0.112 31.42%
Aoulouz 20 0.709 0.188 0.125 35.25%
Imouzzer 20 0.594 0.149 0.099 29.12%
Doutana 20 0.536 0.136 0.091 25.29%
Ait Baha 20 0.632 0.155 0.102 30.27%
Tafraout 20 0.590 0.153 0.102 28.74%
Lakhssas 20 0.464 0.126 0.085 22.61%
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Guemim 20 0.506 0.137 0.092 24.52%
Assa Zag 20 0.475 0.116 0.077 22.22%
Oued Grou 20 0.536 0.135 0.090 25.67%
Benié Snassen 20 0.464 0.113 0.075 21.46%
M + Ecart-t
oyen;e ) Czr ype 20.000 0.607+0.079 0.154+0.021 0.102+0.014 0.293+0.041
anaar

'(Na) : Nombre d’alléles par locus ; (1) : Indice de Shannon ; (h) : !'indice de diversité de Nei ;

%P : Pourcentage de polymorphisme.

2.3. Variabilité génétique inter-population

Au niveau inter-population, les parametres de différenciation entre les populations sont
estimés a partir des statistiques de (Nei, 1973, 1978). Pour les 24 populations étudiées, le
coefficient de différenciation génétique (Gst) est de 0.35. Il s’agit d’une valeur élevée mettant
en évidence I’existence de grandes variations entre les structures génétiques des populations.
Ainsi, I’estimation du nombre de migrant par génération Nm=0.928 signifie un flux de géne
limité (Tableau 7)

Tableau 7: Indices de diversité de Nei et estimation du flux de gene pour les 24 provenances.

Sur la totalité des loci
| Ht Hs Gst Nm
polymorphes

Moyenne + Ecart-type
0.154+0.021 0.185+0.015 0.105+0.006 0.3502 0.928
standard

Ht : la diversité génétique totale; Hs : la diversité génétique au sein des populations; Gst : coefficient de la

différenciation génétique entre les populations; Nm : le flux de genes entre les populations

Dans le méme sens, 1’Analyse Moléculaire de la Variance (AMOVA) a été réalisée par le
logiciel GenAlex vers. 6.6 en utilisant la matrice présence(1)/absence(0) et a montré d’une
facon trés hautement significative que 42% de la variabilité génétique existe entre les

populations étudiées de I’arganier et 53% au sein des populations (Tableau 8).
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Tableau 8: Analyse Moléculaire de la Variance pour les 24 populations

Source df SS MS Est. Var. %V P
Inter-populations 23 5178.975  287.721 13.593 42% P <.001
Intra-populations 462 9650.000 15.863 18.984 58% P <.001

Total 479 14829.031 32.577 100%

df : degré de liberté ; SS: La somme des carrées ; MS : Carré moyen ; Est. Var : Estimation de la

variance ;%V : Pourcentage de variation

2.4. Relations génétiques entre les populations d’arganier

2.4.1. La distance génétique :
En utilisant le Logiciel PopGene32, une matrice de distance genétique a été obtenue,

montrant que la distance génétique de Nei (D) entre les 24 populations étudiées varie de
0.0171 et 0.1454. Les populations Retmana et Ouled Haj présentent la plus faible distance

génétique, tandis que les populations Beni Snassen et Ouled Haj s’avérent les plus distantes

génétiquement (Tableau 9).
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Tableau 9: Distance génétique non biaisais (Sous le diagonal) et Identité genétique (au-dessus le diagonal) entre les 24 populations

Population  RT OH JK MR RB TS NK Al ™ TO oL TZ AD MN AO V4 DT AB TA LA GU AZ oG BS
RT **x*0.9831 0.9686 0.9256 0.9073 0.9094 0.8874 0.8987 0.9097 0.9183 0.8771 0.8767 0.9276 0.9025 0.9006 0.9069 0.8887 0.9019 0.9216 09224 0.9122 0.8887 0.9083  0.8978
OH 0.0171 **** 09776 0.9321 09168 0.9131 0.8979 0.9101 0.9178 0.9274 0.8852 0.8879 0.9359 0.9105 0.9098 0.9108 0.8917 0.9133 0.9344 0.9303 0.9245 0.9056 0.9188 0.9076
JK 0.0319 0.0226 **** 0.9545 0.9389 0.9335 0.9198 0.929 0.9333 0.9329 0.8961 0.8983 0.9473 0.9168 0.9249 09259 0.9055 0.9216 09384  0.938 0.938 0919  0.9347 0.92
MR 0.0773 0.0703 0.0465 **** 0.9665 0.9224 0.9103 0.9253 0.9251 0.8948 0.8646 0.8671 0.9146 0.8949 0.9067 0.9092 0.8812 0.9068 0.9366 0.9329 0.9193 0.9003  0.907  0.8967
RB 0.0973 0.0868 0.063 0.0341 **** 0.9354 0.9206 0.9364 0.9377 0.9154 0.8786 0.8879 0.9267 0.9074 0.9239 09177 0.8936 0.9129 09408 0.9353 0.9222 0.9093 0.9148 0.9017
TS 0.095 0.0909 0.0688 0.0808 0.0667 **** 0.974 0.9534 0.9334 0.9202 0.8801 0.8907 0.9312 0.9032 0.9222  0.922 09012 0.9078 0.92 09139 0.9131 09011 0.9206 0.9101
NK 0.1194 0.1077 0.0837 0.094 0.0827 0.0263 **** 0.9516 0.9236 0.9091 0.8694 0.8762 0.9204 0.8901 0.9039 0.9146 0.8966 0.8963 0.9072 0.9055 0.8961 0.8804 0.8998  0.8947
Al 0.1068 0.0942 0.0737 0.0776 0.0657 0.0477 0.0497 **** 09475 0.9256 0.8876 0.8974 0.9363 09048 0.9251 0936 09104 0.9084 0.9234 09205 0.9117 09057  0.927  0.9127
™ 0.0946 0.0858 0.069 0.0779 0.0643 0.069 0.0795 0.0539 **** 09406 0.8905 0.8899 0.9406 0.9231 0.9365 0.9459 09199 0.9072 09301 0.9257 09234 0.9157 0.9305 0.9084
TO 0.0852 0.0754 0.0694 0.1111 0.0884 0.0831 0.0953 0.0773 0.0613 **** 0.8959 0.9235 0.9536 09172 09304 09314 09136 0.9037 09188 09153 0922 09053 0.9305 0.9173
oL 0.1312 0.1219 0.1097 0.1454 0.1295 0.1277 0.14 0.1192 0.116 011  *** 09491 0.903 0.8934 0.8988 0.8948 0.8689 0.9325 09173 0917 09222 09127 0.8905 0.8663
TZt 0.1316 0.1189 0.1072 0.1425 0.1189 0.1157 0.1322 0.1082 0.1166 0.0796 0.0522 **** 09205 0.8916 0905 0.8991 0.8788 0.9113 0908 0.8998 0.9168 0.904 0.9034 0.8883
AD 0.0751 0.0663 0.0542 0.0892 0.0761 0.0713 0.083 0.0658 0.0612 0.0475 0.102 0.0828 **** 09573 0.9588 0.9497 09326 0.9172 09346 0.9343 0.9259 0.9164 0.9416 0.9316
MN 0.1026 0.0938 0.0869 0.111 0.0972 0.1018 0.1164 0.1001 0.08 0.0864 0.1128 0.1147 0.0437  **** 09765 09394 0.9212 09102 09233 0924 09158 0.9089 0.9295 0.9174
AO 0.1047 0.0945 0.078 0.098 0.0791 0.081 0.1011 0.0779 0.0656 0.0722 0.1067 0.0998 0.0421 0.0238 folalalel 09512 0928 09162 0.9375 0.929 0.9301 09198 0.9426 0.9254
1z 0.0977 0.0934 0.077 0.0952 0.0859 0.0812 0.0893 0.0662 0.0556 0.0711 0.1112 0.1063 0.0517 0.0626 0.05 falalalad 09706  0.9108 0.9257  0.928  0.9223 09141 0.9395 0.9196
DT 0.118 0.1147 0.0993 0.1265 0.1125 0.104 0.1092 0.0939 0.0835 0.0904 0.1406 0.1291 0.0698 0.0821  0.0747  0.0298 folaialed 0.8876  0.9034 0.9073 0.9035 0.8902 0.9357  0.9137
AB 0.1033 0.0907 0.0817 0.0979 0.0911 0.0968 0.1095 0.0961 0.0974 0.1012 0.0698 0.0929 0.0864 0.0941 0.0875 0.0934 0.1193 falalalad 09623 0.9514 09431 09233 0.9038 0.8839
TA 0.0817 0.0678 0.0636 0.0655 0.061 0.0834 0.0974 0.0797 0.0725 0.0847 0.0863 0.0965 0.0676 0.0798 0.0646 0.0772 0.1016  0.0385 folaialed 0974 09599 0.9399 09248 0.9131
LA 0.0808 0.0723 0.064 0.0694 0.0669 0.0901 0.0993 0.0829 0.0772 0.0886 0.0867 0.1055 0.068 0.079  0.0737 0.0747 0.0973 0.0499 0.0264 folalalal 0.9611 0.9428 0.9211  0.9048
GU 0.0919 0.0785 0.064 0.0841 0.081 0.0909 0.1097 0.0924 0.0797 0.0812 0.081 0.0868 0.077 0.0879 0.0725 0.0809 0.1015 0.0586 0.0409  0.0396 ool 0.9634  0.9242 0.9142
AZ 0.118 0.0991 0.0838 0.105 0.0951 0.1042 0.1274 0.099 0.0881 0.0995 0.0913 0.1009 0.0873 0.0956 0.0836 0.0898 0.1164 0.0798 0.062  0.0589  0.0373 ikl 0.9119  0.8958
oG 0.0962 0.0847 0.0675 0.0976 0.089 0.0827 0.1055 0.0758 0.0721 0.0721 0.1159 0.1015 0.0602 0.0731 0.0592 0.0624 0.0665 0.1012 0.0782 0.0822 0.0789  0.0922 il 0.9717
BS 0.1078 0.097 0.0834 0.109 0.1035 0.0942 0.1112 0.0914 0.0961 0.0863 0.1436 0.1184 0.0709 0.0862 0.0775 0.0838 0.0903 0.1234  0.0909 0.1 0.0897 01101  0.0287 falalaled

60



Chapitre |

2.4.2. La classification hiérarchique

La classification hiérarchique basée sur la méthode UPGMA effectuée par le logiciel
NTSys-pc a permis de classer les 24 populations en 2 groupes majeurs, le groupe (1) regroupe
les deux populations Oulcadi et Tizi Ntest et le groupe (I1) renferme 4 sous-groupes (a) :

(@) Comprend les populations : Retmana, Ouled Haj, Jbel Kourati, Mramer et Rbai

(b) Renferme les populations : Ait Baha, Tafraout, Lakhssass, Guelmim et Assa Zag

(c) Contient les populations de : Tamsrart, Neknafa, et Ait Issi

(d) Et le dernier sous-groupe est constitué de : Tamanar, Timzgidah Oufetass, Admine,
Mnizla, Aoulouz, Imouzzar et Doutana en plus des deux reliques du Nord (Oued Grou
et Beni Snassen).

Le regroupement UPGMA illustre en partie la distribution géographique des populations,
mais il rassemble tout de méme quelques populations qui ne sont pas de la méme région
géographique tel que les reliques du Nord. Et qui sont géographiquement loin de la région de
I’arganier mais qui s’avére génétiquement proches de cette derniére (Figure 20).

_Ii' Retmana \ |

Ouled Lhaj
Jbel Kourat

I Mramer

Rbai

Ait Baha
Tafraout

{ - Lakhssas
| Guemim

Assa Zag J/
(Ta.mesra.rt ) L (I)

1 |

Ait Issi

; iamanar Nord ‘\

— Timzgidah Oufetass

Admine

Aoulouz

Doutana

— Oued Grou
I — \Beni Snassen -/ -
4

r P
| Oulcadi L an

l Tizi Ntest
-

Figure 20 : Dendrogarmme UPGMA basé sur la distance génétique non biaisais de Nei (1978) des 24

populations étudiées
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2.4.3. L’'isolement par la distance

Les résultats de I’indice de différenciation Gst ont déja montré une différentiation élevée
entre les populations. Cette différenciation est expliquée par la distance géographique des
régions de populations étudiées et surtout pour les populations au Nord du pays.

Donc afin de comprendre 1’origine de la structuration et de la différenciation entres les
populations d’Argania spinosa L. dans son aire de répartition, il est nécessaire d’étudier la
corrélation entres les matrices de distances génétiques et les distances géographiques. Le test
de Mantel (1967) permet d’établir cette corrélation, ce qui va donc permettre de voir si les

individus les plus proches géographiquement sont aussi proches génétiquement.

Le résultat du test de Mantel met en évidence une corrélation positive mais non
significative (r=0.065 ; p=0.05) entre la distance génétique et la distance géographique pour

les 24 populations étudiées.

2.4.4. Analyse des composantes principales

L’Analyse des coordonnées principales (PCoA) permet de simplifier I’illustration des
données numeériques sur un espace a deux dimensions. Cet algorithme, se basant sur la
recherche des axes propres de la matrice de variances des marqueurs génétiques, est 1’un des
algorithmes les plus utilisés en génétique des populations (Jay et al., 2012) et cette analyse est
basée sur la distance génétique entre les populations. La projection de la PCoA pour les 480
individus pour les 24 populations montre que 53.03% de la variabilité est expliquée par les 2
premiers axes et confirme la distribution obtenue par la classification hiérarchique. Elle
répartie les populations en deux pools génétiques sans pour autant prendre en considération la
distribution géographique de toute les populations. Toutefois, elle rassemble les populations
du Sud Saharien dans le méme pool génétique et les autres populations dans le 2tme
(Figure2l).

pool
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Principal Coordinates (PCoA)

Coord. 2

Coord. 1

@ Retmana

M Ouled Lhaj
A Jbel Kourat
X Mramer

X Rbai

® Tamesrart
+ Neknafa

= Ait Issi
=Tamanar Nord
@ Timzgidah Oufetass
M Oulcadi

A Tizi Ntest
X Admine

X Mnizla

® Aoulouz

+ Imouzzer
=Doutana

= Ait Baha

© Tafraout
[0 Lakhssas

Guemim
X Assa Zag
Oued Grou

Figure 21: Projection de I'Analyse des composantes principales des 24 populations d'Arganiaspinosa

L. établie a l'aide du logiciel GenAlex

Discussion

En raison de leur capacité a détecter de faibles niveaux de diversité, les marqueurs ISSR

ont été utilisés pour étudier la variation généetique de nombreuses especes végétales

(Zietkiewicz et al., 1994).
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Ils sont également potentiellement efficaces pour analyser les profils biogéographiques
parmi les populations de la méme espéce (Martins-Lopes et al., 2009). De 1a, 13 marqueurs
ISSR ont été utilisés afin d’étudier la diversité génétique d’Argania spinosa L. sur un total de
480 individus collectés de 24 populations représentant toute ’aire de distribution de cette
forét endémique du Maroc.

Cette ¢étude est d’une importance considérable car elle permettra de mettre en évidence les
populations qui présentent un niveau élevé de diversité génétique, afin de leur donner la
priorité lors de I’établissement du programme de conservation génétique (Petit et al., 1997).
Et c’est la premiére a utiliser les marqueurs ISSR aprés les travaux de (Ait Aabd et al., 2015)
établis sur une moyenne de 30 individus par populations prises sur 5 sites éloignés.

L’ADN amplifié a produit un total de 305 bandes claires, reproductibles et amplifiables avec
une taille qui varie de 150 a 2000pb. Et le nombre de fragments par marqueurs varie de 32
(FL4) a 64 (FL).

Egalement, les résultats obtenus de diversité génétique a I’aide de ces marqueurs au sein
des populations d’arganier (Tableau 6) montrent que tous les paramétres estimées ont la
méme tendance (Na, h, I, %P).Donc la population Rbai (RB) de la région de 1’arganier
apparait la plus diversifiée pour tous les parameétres calculés (% de polymorphisme =
38.31% ; diversité genétique de Nei h=0.152, Indice de diversité de Shannon 1= 0.200), alors
que la population de Beni Snassen (BS) des plaines et plateau de I’Orientale est la moins
diversifiée (%p=21.46% ; Na= 0.464; 1=0.113; h=0.075).Ceci est di probablement a
I’isolement géographique de cette population dans 1’extréme Nord du pays ce qui limite la
brassage génique et favorise D’effet de la dérive génétique. Toutefois, a 1’échelle des 24
populations considérées comme un seul groupe, un gain en diversité trés élevé est
obtenu(%P=98.8%; 1=0.301+0.1668 ; h=0.175+0.120; Na=1.242+0.209).

Cette ¢étude révele un polymorphisme plus élevé que celui révélé a I’aides des autres
marqueurs moléculaires tel que les izoenzymes (El Mousadik and Petit, 1996a) et les RAPD
(Bani-Aameur and Benlahbil, 2004; Majourhat et al., 2008). Egalement, 1’espéce Argania
spinosa L. présente une moyenne de diversité génétique relativement élevée comparée a
d’autre espéces forestiéres (Abdul Kareem et al., 2012; Bettencourt et al., 2015; Camacho and
Liston, 2001; Feyissa et al., 2007).

Cependant, le niveau de diversité génétique mesuré¢ chez I’arganier était en accord

avec d’autres études effectuées sur d’autres espéces endémiques avec un niveau de diversité
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génétique bas a 1’échelle de la population et un niveau de diversité¢ ¢levé a 1’échelle de
I’espece ;Ceci est le cas de Heptacodium miconiodes (Capridoliaceae), une espece rare et
endémique en Chine (Jin and Li, 2007), et aussi Lactoris fernandeziana (Lacctoridaceas)
endémique de 1’archipel Juan Fernandez en Chilie (Crawford et al., 2001). Ces deux especes
présentent un %P= 27.22%, %P=27% a 1’échelle de la population et %P=78%, %P= 73% a
I’échelle de I’espéce respectivement. Egalement, 1’indice de diversité de Nei et I’indice
d’information de Shannon présente la méme tendance avec un niveau de diversité trés modéré
a I’échelle de la population ( h= 0.102+0.014 et 1=0.154+0.021) et un niveau de diversité
¢élevé a I’échelle de I’espéce (h=0.175+0.12 et 1=0.301+0.166). Ce qui suggere que les
populations d’argan sont menacées non pas en raison d’un manque de variation génétique,
mais a cause d’autre facteurs détériorant tel que le surpaturage et la surexploitation humaine.

L’analyse des profils multi-locus a montré un haut niveau de différenciation génétique
entre les populations d’arganier (Gst= 0.350) ce qui est comparable au niveau de la
différentiation obtenue chez la méme espéce avec un nombre limité de loci (Gstizenzymes=
0.25, (El Mousadik and Petit, 1996¢) ; GStchioroplastique= 0.60(El Mousadik and Petit, 1996a)).
Les valeurs atteintes sont parmi les plus élevées et peuvent aussi étre comparées a d’autres
espéces forestiéres telle que Quecus pertaea qui couvre tout I’Europe mais qui pourtant se
caractérise par une faible différenciation (Gst=0.026 ; (Kremer et al., 2002). Cela montre bien
que I’arganier est parmi les ressources foresticres les plus différenciées génétiquement.

Actuellement, la répartition naturelle des populations d’arganier est limitée a une zone
spécifique. De plus, le niveau de différenciation génétique s’aveére plus élevé par rapport aux
especes endémiques ligneuses pérennes (Hamrick and Godt, 1996b).

Mais,des résultats similaires ont été reportés chez d’autres especes tropicales menacées ou
endémiques tel que Madhuca hainanensis(Dai et al., 2013) ; Vouacapoua americana(Dutech
et al., 2003) et méme chez des espéces de la méme famille des arbres tropicaux (Sapotaceae)
Vittelaria paradoxa(Fontaine et al., 2004).

Par ailleurs, le flux de géne de plus de quatre migrants par génération est, en théorie,
suffisant (Slatkin, 1987) afin d’éviter une différenciation genétique entre populations. Dans
cette étude, Nm estimé pour I’arganier est assez faible (Nm=0.92). Ainsi, il est inférieur a la
moyenne (1.15) pour les arbres a pollinisation croisée (Hamrick and Godt, 1990).

Dans le méme sens, 1’analyse de ’AMOVA a montré la présence d’une différenciation
génétique importante entre les populations d’arganier, ainsi 42% de la diversité est partagée

entre les populations.
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Le niveau de différenciation élevé chez les populations d’arganier est le produit
d’interaction de différent facteurs tel que la distribution géographique, le mode de
reproduction (majoritairement entomogame) ainsi que la dérive génétique ou 1’isolation
génetique de ses populations. La distribution géographique est 1’un des principaux facteurs
qui influent sur la diversité génétique d’une espéce. (Hamrick and Godt, 1990) suggerent que
I’endémisme et les distributions limités des populations au sein d’une espéce donnée
favorisent cette différenciations geénétique élevée. Argania spinosa L. est une espece
entomogame ou les insectes interviennent pour 60% (Bani-Aameur et al., 1999b). Les espéces
automogames maintiennent généralement une faible variation génétique au sein des
populations et une forte différenciation génétique entre les population, et inversement chez les
espéces allogames (Affre et al., 2003). Cependant, le flux de géne reste limité (Nm=0.92) et
cela peut étre justifié par les barriéres géographiques qui peuvent rendre la dispersion du
pollen plus difficile. En effet, dans ce modele, on peut imaginer un brassage génétique qui se
fait de proche en proche, ce qui augmente la diversité intra-population et diminue la diversité
inter-population de telle maniére a ne pas avoir les mémes structures ou recombinaisons
génétiques d’une population a une autre plus éloignée ou située dans des zones isolées.

Plusieurs techniques et parameétres sont mises en ceuvres afin de permettre 1’évaluation de
la structuration de la diversité génétique a différents niveau d’organisation de 1’espéce. En
fait, il s’agit d’illustrer de maniére hiérarchique la variabilité génétique et biogéographique
des populations étudiées.

D’abord, on a eu recours a I’indice de similarité et a la distance génétique, dont le but est
d’estimer le degré de similarité ou de dissimilarité entre les populations ; deux a deux. Les
distances génétiques entre paires de populations ont été calculées selon la méthode classique
basée sur les fréquences alléliques de chaque population en optant pour la distance non
biaisais de Nei (1987). Les paramétres calculés ont révélé que les distances génétiques de Nei
varient de 0.0171 entre Retmana (RT) et Ouled Haj (OH) (populations de la méme région
biogeographique) a 0.145 (OH) et (BS).Cette derniere se trouvant dans les plateaux de
’orientale est aussi géographiquement ¢loignée des autres populations.

Ensuite, une deuxiéme approche a été adoptée, il s’agit d’une analyse typologique par la
méthode UPGMA basée sur la distance génétique de Nei, précédemment estimée. Cette
approche a permis de regrouper toutes les 24 populations en 2 Clusters ; le premier est
subdivise en 4 sous-groupes sans pour autant prendre en considération la situation

géographique de ces populations car ce cluster comporte aussi bien des populations de la
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région Saharienne du pays que les reliques du Nord qui s’avérent génétiquement proches mais
géographiquement éloignés des autres populations.

Afin, de comprendre d’avantage 1’origine de la structuration de la diversité génétique entre
populations, une comparaison de la matrice de la distance génétique et de la distance
géographique a été effectuée dans le but d’évaluer leur corrélation. Pour cela, le test de
Mantel a été réalisé et le résultat obtenu montre clairement que les deux distances sont
corrélées positivement mais il y a absence de corrélation significative (r=0.065 ; p=0.05).

En se basant toujours sur la distance génétique de Nei, une analyse des composantes
principales a été construite, qui a son tour montre que les 24 populations étudiées peuvent étre
divisées en deux pools génétiques.

En effet, il est primordial de comprendre les relations génétiques entres les différentes
populations d’Argania spinosa L. ; cela dans le bus de pouvoir conserver et d’exploiter une
importante partie de ses ressources génétiques.

Globalement, la classification hiérarchique des populations d’arganier par 1 arbre
UPGMAet D’analyse des composantes principales montre clairement que la structure
génétique des populations est corrélée avec la proximité géographique. Toutefois, il y a des
populations qui sont proches génétiquement, mais qui sont loin géographiquement tel que BS
avec les populations de la région de 1’arganier, mais cela peut étre expliqué par différents
mécanismes comme les mécanismes de dispersion des graines ou par 1’échange de semences
entre les différentes régions. En effet, la structure génétique des populations des plantes
refléte généralement les interactions de différents processus évolutifs, y compris 1’histoire
évolutive a long terme de I’espece (tel que la fragmentation de I’habitats et 1’isolement de la
population), ainsi que la dérive génétique, les mutations et la sélection (Hamrick and Godt,
1996a; Schaal et al., 1998; Slatkin, 1987). Par conséquent, le développement de la structure
génétique au sein et entre les populations de I’arganier dans son aire de répartition est

fortement associé au flux de génes cause par le mouvement de pollen et des graines.

Conclusion

Ce chapitre a permis d’apporter de nouvelles données sur la structuration de la variabilité

génétique des populations d’arganier dans son aire de répartition naturelle.

C’est la 1% étude de la diversité en se basant sur les marqueurs génétiques neutres de type
ISSR et couvrant toute 1’aire de répartition de cette espece. Les résultats obtenus montrent que

les populations de la région de 1’ Arganier sont les populations les plus diversifiées pour tous
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les parametres génétiques, et particulicrement la population de Rbai. L’analyse des profils
multilocus a montré une structuration génétique tres élevée des 24 populations étudiées
(Gst=0.35, AMOVA=0.42, Nm=0.92). Une structuration qui n’est pas corrélée avec la
distance géographique (r=0.065, P=0.05). D’autres part, les différentes méthodes d’Analyse
notamment I’PCoA et UPGMA ont permis de diviser la diversité en deux pools génétiques, de
telle maniére a utiliser ces données comme base pour construire des collections ou

germoplasmes.

Néanmoins, il est nécessaire d’étudier la diversité et la structuration de cette espeéce en
utilisant des marqueurs co-dominants afin de compléter les données apportées dans ce
chapitre avant de procéder a la conception de la core collection pour une effective stratégie de

conservation.
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Chapitre 11 :

Structuration de la variabilité génétigue des
populations d’ Arganier via les marqueurs

moléculaires SSR
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Chapitre Il : Structuration de la variabilité génétique des populations

d’Arganier via les marqueurs moléculaires SSR

Dans ce chapitre, nous nous sommes intéressés a 1’étude de la diversité génétique de
I’espéce Argania spinosa L. afin de pouvoir établir sa structuration. Comme nous avons pu
voir précédemment avec les marqueurs ISSR, cette espéce présente un taux de
polymorphisme important alors qu’elle s’étend sur une aire de répartition géographique tres
limitée. Pour étudier la structuration de sa diversité, nous avons opté pour des marqueurs co-
dominants de type SSR. Treize paires d’amorces SSR sont utilisées dont certaines spécifiques
de I’espece Arganiaspinosa L. et d’autres utilisées sur des sapotacées. L’étude a porté sur un
sous-échantillon de notre collection totale provenant de toutes les populations précédemment

¢échantillonnées et donc couvrant toute I’aire de répartition de I’arganeraie marocaine.

L’objectif de 1’étude est de cartographier la diversité génétique d’4rgania spinosa L. en se
basant sur les profils de marqueurs microsatellites et d’examiner la structuration de cette
diversit¢ a 1’échelle de sa distribution naturelle ce qui permettra une amélioration des
stratégies de conservation et une authentification du germoplasme. Ce travail a été effectué
moyennant différents logiciels comme le R et STUCTURE et ce afin de cerner les zones
géographiques prioritaires pour les programmes de conservation.

Les résultats de ce chapitre font 1’objet d’un article “ Genetic diversity and population
structure of the endangered argan tree (Argania spinosa L. Skeels) in Morocco as
revealed by SSR markers: Implication for conservation” soumis aupreés d’Australien

Journal of Crop Science”.

70



Chapitre 11

1. Analyse de la diversité génétique observée
Notre étude a commencé par un screening initial des amorces SSR disponibles sur la

littérature de I’arganier. Aussi, sur un total de 20 amorces non spécifiques de 1’ Arganierqui
ont été utilisées par Majourhat et al. (2008),nousen avons sélectionné 8 (MHO04,
MVpCIREO05, MHO06, MH12, MH20, MH08, MVpCIRE11 et MHO7). En plus, sur les 11
amorces développées spécifiquement sur I’arganier par EI Bahloul et al.(2014), nous avons
choisi 5 amorces (ASMS01, ASMS20, ASMS01,04, ASMS01234 et ASMSy1,37) présentant
un polymorphisme élevé (Tableau 10). En effet, ’ensemble des amorces utilisées (13) ont
permis d’obtenir des profils polymorphes, clairs et reproductibles avec des tailles de

fragments variables de 121 a 324pb (Figure22).

Tableau 10: Description des loci SSR

Nombre Tailles des

Locus r«lé\gg':ili]:ci f djal,lél,e fragments P An Pic
générés (pb)

ASMS01  (CT)11(CA)1 29 143-178 0.085 0.025 0.937
ASMS20 (CT)w 34 121-250 0.115 0.065 0.908
ASMS;01,04 (CTT), 35 167-323 0.075 0.068 0.883
ASMS,01,34 (AG)s6 34 199-324 0.088 0.058 0.913
ASMS,01,37 (AG)1s 32 180-314 0.086 0.065 0.917
MHO07 (CT)12 8 125-151 0.171 -0.001 0.581
MHO04 (TG), 13 161-196 0117 0.003 0.753
MHO06 (GA)14 14 158-195 0.229 0.058 0769
ME11 (CT)s(AC)s 9 224-240 0.400 0.269 0.488
MH20 (GA)13 10 136-165 0.161 0.100 0.773

MHO08 (CT)u 12 173-200 0.366 0.329 0.82
MEO05 (G 6 245-258 0.191 0.127 0.723
MH12 (CT)2s 9 189-211 0.128 0213 0.663
Moyenne 18.846 121-324 0.170 0.106 59.874

Avec : pb : paire de base ; Fis :indice de fixation ; An :fréquence d’alléles nuls ; PIC : Indice de polymorphisme
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Figure 22: Exemple de profil SSR obtenu aprés amplification par I'amorce MH04
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Les 13 amorces utilisées ont permis 1’amplification de 240 individus et ont généré un total de
245 alleles dans les 4 régions biogéographiques (Région du Nord, Région Saharienne, Région

des Montagnes atlasique, et la région d’ Arganier).

L’analyse descriptive des profils obtenus a révélé un nombre d’alléles élevé chez 4 loci
spécifiques a 1’arganier (ASMS01, ASMS20; ASMS2012 34, ASMS2012 37) avec un
maximum de 35 alleles (ASMS20) et un minimum de 6 alleles (MEO5). Le nombre moyen

d’alléles est de 18.84 all¢les par locus.

Afin de s’assurer du bon choix des loci utilisés, leur fiabilité est testée par le calcul des
indices de fixation et les fréquences des alleles nuls. Le seuil de fréquence de 0,19 est
considéré pour expliquer la présence d’alléles nuls(Chapuis et al., 2008)

L’indice de fixation varie de 0.085 (ASMSO01) a 0.400 (MH11) décrivant ainsi un déficit en
hétérozygotie. La fréquence des alléles nuls pour I’ensemble des 13 locivarie de
0.025(ASMS20) a 0.328 (MH08).0n remarque que seul 3loci non spécifiques de ’arganier
(MH12, MH08, ME11) présentent des fréquences supérieures au seuil témoignant de la

présence d'alleles nuls et ainsi expliquant les déficits en hétérozygotie observés.

L’indice de polymorphisme (PIC) varie de 0.488 (ME11) a 0.937 (ASMS01) témoignant du
polymorphisme des loci microsatellites utilisés pour 1’analyse de la diversité génétique des

populations étudiées.

72



Chapitre 11

Tableau 11: Nombre d'alléles par population et par locus

Région 1 Nbr
total
d’alléles
ASMS01 7 10 13 14 13 11 14 11 8 12 9 9 7 10 12 11 13 9 12 11 10 9 8 29
ASMS20 17 12 11 14 10 10 7 11 9 9 8 10 8 6 10 9 6 12 11 12 1 11 10 9 34
ASMS;1,04 11 9 10 10 8 10 8 10 9 11 10 9 11 8 9 10 9 10 7 11 7 14 5 6 35
ASMSy;34 14 13 8 11 10 11 10 12 10 9 13 10 11 7 7 7 10 9 13 3 11 7 6 34
ASMSy1,37 10 7 9 10 10 8 10 9 9 9 100 10 11 11 11 11 11 12 10 15 7 11 9 9 32
MHO07 3 3 4 3 3 4 3 4 3 3 4 4 2 3 4 2 3 2 4 5 3 3 3 4 8
MHO04 8 6 6 4 6 6 7 8 5 6 7 6 7 8 4 5 5 5 4 2 2 2 2 13
MHO06 4 5 4 4 3 3 3 2 3 4 5 5 7 5 3 3 5 8 4 5 3 3 2 2 14
ME11 2 2 2 2 2 2 1 1 1 1 2 2 1 2 2 2 2 2 2 3 3 6 4 4 9
MH20 3 3 3 3 3 5 5 5 4 5 3 3 5 3 4 4 4 3 4 5 5 6 5 4 10
MHO08 1 3 2 4 2 4 4 4 4 6 4 4 5 6 3 3 3 5 2 9 2 4 4 3 12
MEO05 4 4 4 4 4 4 4 4 3 4 4 4 4 4 4 5 4 3 4 4 1 2 3 2 6
MHI2 4 3 3 4 5 4 5 3 5 6 3 3 3 3 4 3 4 1 4 5 3 4 3 4 9
Nbr t((l);zllléles 88 8 79 & 102 8 8 s 75 8 78 8 79 79 8 74 76 & 18 19 46 8 66 63

5.769
Moyenne 6.7692 6.153 6.076 6.692 3.076 6.3077 6.153 6.3077 6.6154 6 6.3077 6.076 6.0769 6.2308 5.6923 5.8462 6.3077 6 7.8462 3.5385 6.5385 5.0769 4.8462 18.8462

Ecat-type 4952 3738 3.707 4.404 3.707 3.2502 3.508 6.6144 3.296 3.3301 2915 34733 3277 3148 3419 3449 33128 4.008 3.4157 4.099 20662 3992 2782 25445 11.7462
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2. Analyse de la diversité au niveau intra et inter-populations
L’analyse des différents parameétres de diversité génétique au niveau intra et inter-

population a été effectuée avec le Logiciel R. 1l s’agit du nombre d’alléles moyen par locus
(Na), de I’estimation de la richesse allélique (R), de I’hétérozygotie observée et attendue (Ho
et He) et aussi de I’indice de fixation (Fis). Les résultats obtenus sont résumés dans le (tableau

12).

Tableau 12:Estimation des indices de diversité génétique par marqueurs microsatellites

Régions Populations N Na R H, He Ecart-type F
d’H.

Région 1 100  6.292 6469 0701 0.769 0.142 0.089
Retmana 10 6.769 0.715 0.738 0.260 0.031
Ouled Lhaj 10 6.154 0.746  0.753 0.158 0.010
Jbel Kourati 10 6.077 0.654  0.727 0.175 0.100
Mramer 10 6.692 0.766  0.777 0.175 0.014
Rbai 10 6.077 0.677 0.734 0.211 0.078
Tamsrart 10 6.308 0.685 0.706 0.216 0.031
Neknafa 10 6.154 0.722 0.754 0.248 0.042
Aiit Issi 10 6.308 0.677  0.699 0.282 0.031
Tamanar Nord 10 5.769 0.654  0.680 0.275 0.038
Timzgidah Oufetass 10 6.615 0.654 0.721 0.267 0.094

Région2 90 6.060 6.059 0.632 0.763 0.162 0.173
Oulcadi 10 6.000 0.638 0.725 0.226 0.119
Tizinit Est 10 6.308 0.669  0.752 0.145 0.110
Admine 10 6.077 0.508  0.630 0.292 0.194
Mnizla 10 6.077 0.646  0.743 0.157 0.130
Aoulouz 10 6.231 0.738  0.756 0.162 0.023
Imouzzer 10 5.692 0.585 0.728 0.157 0.196
Doutana 10 5.846 0.631 0.702 0.202 0.101
Ait Baha 10 6.308 0592 0.679 0.306 0.127
Tafraout 10 6.000 0.677 0.755 0.147 0.103

Région3 30 5974 5384 05692 0.723 0.163 0.213
Lakhssas 10 7.846 0.723 0.773 0.169 0.065
Guelmim 10 3.538 0.392 0511 0.287 0.233
Assa Zag 10 6.538 0592 0.722 0.204 0.179

Région 4 20 4962 4962 05346 0.6734 0.23 0.206
Oued Grou 10 5.077 0.631 0673 0.205 0.063
Beni Znasssen 10 4,846 0.438 0.645 0.250 0.320

N : nombre d’individus,Na : Nombre d’alléles moyen par locus,R : Indice de richesse allélique,Ho : Hétérozygotie
observée,He : Hétérozygotie attendue calculée a partir des fréquences alléliques/ Fi;=((He-Ho)/He)
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La diversité genétique allélique observée differe aussi en fonction des groupes
géographiques. Le nombre total d’alleles détectés va de 129 (Régiond) a 818 (Région2)
(Tableau 13). Cependant le nombre d’all¢les est fortement dépendant de la taille des
¢chantillons, qui varie en fonction du nombre d’accessions par région. La notion de richesse
allélique, développée par ElI Mousadik et Petit (1996), permet de corriger ce biais par
I’estimation du nombre d’alléles attendus dans un échantillon de taille donnée.

Dans notre étude, le nombre moyen d’all¢les varie de 3.538 & Guelmim a 7.846 pour Rbai
au niveau des populations et de 6.469 a 4.961 pour les régions.

Aussi, les valeurs obtenues du parametre Fis qui mesure la réduction de 1’hétérozygotie des
individus a I’intérieur de leur population sont toutes positives, variant de 0.010 a 0.320.
L’hétérozygotie observée est inférieure a I’hétérozygotie attendue selon les fréquences
alléliques sous I’hypothése de 1’équilibre d’Hardy-Weinberg. Ce dernier repose sur les
principes de la panmixie, ¢’est-a-dire la participation de tout individu de la population ou sous
population a la procréation. Cet équilibre est observeé si les Fis sont nuls. Or les valeurs Fis
sont toutes positives et significatives pour toutes les populations, cela montre 1’écart aux
proportions de Hardy Weinberg.

Concernant les autres parametres de diversité, les résultats obtenus pour 1’hétérozygotie
observée et 1’hétérozygotie attendue entre les populations (He) varie de 0.511(GU) a 0.777
(MR) entre les populations et de 0.673 a 0.769 entre les régions. Alors que Ho varie de 0.392
a 0.766 pour les populations et de 0.534 a 0.701 pour les régions.

Aussi, les marqueurs SSR ont permis de détecter un certain nombre d’alléles prives, et ce dans
différents groupes geographiques. Ainsi, un total de 67 alléles privés a été détecté chez 20
populations des quatre régions géographiques. La région d’arganier et particulierement la
population de Mramer a montré le nombre le plus élevé avec 12 alléles privés. Une

description détaillée de ces alléles est réesumé dans le tableau 13.
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Tableau 13: Nombre d'alléles privés par locus et par région géographique

Régionl |Région2 | Région3 | Région4| Nombre
Nombre d'ingiyiplu dans chaque 100 90 30 20 d:;(l)réa}:es
€gion spécifiques
ASMS01 4 1 0 1 6
ASMS20 5 0 1 2 8
ASMS;(;,04 5 5 6 0 16
ASMS;(,34 1 6 1 2 10
ASMS;(;,37 4 4 1 1 10
MHO07 1 0 0 0 1
MHO04 1 2 0 0 3
MHO06 1 4 1 0 6
ME11 0 0 1 2 3
MH20 0 0 0 0 0
MHO08 0 0 0 2 2
MEOQ5 0 0 0 0 0
MH12 2 0 0 0 2
Nb+ d'alléles spécjf!ques dans chaque 24 99 1 10 67
Région

3. Analyse de la différentiation génétique
La valeur de la différenciation génétique globale observée entre les populations est

modérée et significative (Fst=0.170) et varient de 0.028 a 0.203 alors qu’au niveau des

groupes géographiques les valeurs varient de 0.0172 a 0.0507 (Tableau 14).

Tableau 14: Différentiation génétique au sein de chaque paire de groupe géographigue

Régionl Région2 Région3 Région4
Régionl 0
Région2 0,0172 0
Région3 0,0430 0,048 0
Région4 0,0408 0,0507 0,0265 0
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Tableau 15: Différentiation génétique entre paire de populations (Fst)

RT
OH
JK
MR
RBi
TSt
NK
Al
™
TO
oL
TZ
AD
MN
AO

DT
AB
TA
LA
GU
AZ
oG
BS

RT

OH

JK

MR

RB

TSt

NK

Al

™

TO

OL

TZ

AD

MN

AO

1z

DT

AB

TA

LA

GU

AZ

oG BS

0.058
0.067
0.060
0.077
0.090
0.091
0.109
0.094
0.087
0.081
0.066
0.123
0.081
0.073
0.093
0.091
0.094
0.082
0.077
0.186
0.110
0.094
0.132

0.031
0.031
0.050
0.078
0.084
0.092
0.077
0.081
0.050
0.040
0.091
0.051
0.038
0.073
0.068
0.080
0.043
0.063
0.181
0.107
0.097
0.131

0.026
0.028
0.087
0.098
0.105
0.093
0.092
0.050
0.048
0.088
0.058
0.063
0.076
0.089
0.091
0.057
0.079
0.198
0.111
0.113
0.141

0.031
0.084
0.090
0.108
0.093
0.088
0.046
0.038
0.088
0.043
0.050
0.067
0.077
0.077
0.061
0.072
0.174
0.103
0.104
0.126

0.083
0.095
0.110
0.094
0.095
0.059
0.057
0.091
0.059
0.070
0.079
0.094
0.088
0.067
0.080
0.194
0.110
0.122
0.135

0.044
0.056
0.034
0.039
0.081
0.066
0.094
0.089
0.087
0.063
0.079
0.067
0.076
0.084
0.191
0.113
0.126
0.127

0
0.050
0.041
0.044
0.095
0.077
0.112
0.084
0.085
0.054
0.090
0.071
0.084
0.076
0.167
0.100
0.115
0.120

0.034
0.053
0.114
0.096
0.132
0.113
0.105
0.080
0.104
0.099
0.087
0.097
0.196
0.129
0.146
0.145

0.035
0.107
0.078
0.112
0.095
0.001
0.065
0.087
0.072
0.075
0.092
0.192
0.122
0.137
0.138

0.086
0.072
0.097
0.077
0.074
0.054
0.071
0.063
0.067
0.084
0.186
0.113
0.126
0.131

0
0.031
0.060
0.047
0.057
0.067
0.092
0.080
0.056
0.083
0.184
0.127
0.128
0.142

0.074
0.047
0.044
0.054
0.068
0.057
0.051
0.065
0.145
0.099
0.101
0.112

0.073
0.083
0.070
0.118
0.063
0.068
0.118
0.211
0.156
0.164
0.174

0.047
0.060
0.088
0.070
0.055
0.071
0.174
0.117
0.118
0.138

0.053
0.043
0.061
0.039
0.067
0.160
0.109
0.105
0.129

0.071
0.037
0.051
0.087
0.157
0.114
0.137
0.133

0.083
0.060
0.083
0.203
0.124
0.128
0.146

0.060
0.086
0.159
0.112
0.133
0.124

0.070
0.164
0.117
0.122
0.134

0.109
0.050
0.043
0.060

0.127
0.158
0.124

0
0.054
0.041

0.000
0.070  0.000
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Les résultats de I’analyse moléculaire de la variance (AMOVA) pour les marqueurs SSR
sont hautement significatifs et ont montré que 10% de la variabilité a été attribuée entre les
régions, 12% entre les populations dans les régions alors qu’une valeur de 78% est attribuée
au niveau intra-populations.

Tableau 16: Analyse moléculaire de la variance parles marqueurs SSR

Sources d.f SS Est. Var %V P-value
Inter-région 3 283,318 1,282 10% 0<0.001
Inter-population 20 528,503 1,628 12% 0<0.001
Intra-Population 216 2191,100 10,144 78% 0<0.001

df : degré de liberté ; SS : Somme des carrées ; Est. Var : Estimation de la variance ;%V : Pourcentage
de variation.

4. Structuration de la diversité génétique

4.1. Classification hiérarchique
La construction de I’arbre UPGMA ci-apreés est faite a partir des valeurs Fst entre paires de

populations. La matrice Fst a été utilisee comme distances genétiques.

Retma
E - Lhaj
Jbel Kourati

Beni Zsssen

Tizinit Est
TamarNord
— m
Timzgidah Oufetass
: Mnizla GroupII
Imouzzer

Oulcadi

Doutana
Aoulouz

Oued Grou

Rbai

Mramer

Ait Issi Ila

Tamsrart

Neknafa

Tafraout
Guelmim
Assa Zag

t t + d
03 0.2 0.1 0.0

Figure 23: Classification UPGMA des 24 populations en se basant sur la matrice Fst
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La classification hiérarchique UPGMA montre que les populations du Sud se montrent
éloignées du point de vue distance génétique. Mais en général, les populations se regroupent
selon leur région sauf pour la population de Beni Snassen qui se rapproche des populations de
la région de ’arganier. La séparation entre la région Sud et le reste des populations peut étre
expliquée par les barriéres géographiques qui les separent induisant un faible flux de génes

entre les populations de ces régions (Figure 23).

4.2. Isolement génétique par la distance
L’analyse de la matrice de différentiation Fst a montré que les populations étudiées sont

différenciées et surtout les populations du Sud. Cette différentiation peut étre expliquée par la

distance géographique des populations étudiées.

Dans cette partie, une corrélation entres les valeurs de Fst et les distances géographiques des
populations étudiées, ceci en se basant sur la matrice Fst 2 a 2 entre les populations, et la

matrice des distances géographiques a été établie.(Rousset, 1996).

Cela a éte réalise via le test de Mantel, qui révele une corrélation positive et significative
entre les populations génétiques et géographiques avec un coefficient de corrélation
(Rxy=0.241) et une probabilité associée de 0.001. L’indice de différenciation augmente avec

la distance (Figure 24).
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y =0,008x + 23,47
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Y

Distance génétique

—— Linéaire (Y)

Distance géographique

Figure 24: Test de Mantel pour les 24 populations par les marqueurs SSR.
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4.3. Analyse des Composantes Principales
Cette analyse a éte effectuée en prenant la matrice de Fst 2 a 2 comme distances génétiques

entre populations et montre que 50.38% de la diversité est justifié par les deux premiers axes
(Axe 1= 30.53%, axe 2= 19.85%). Cette projection est en parfait accord avec les résultats
obtenus de la classification hiérarchique ou les populations du Sud se montrent tres différentes
des autres populations par I’axe 2. Et les deux sous-groupes du groupe Il sont séparés par
I’axe 1 (Figure 25).
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o GU

o . 4
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Figure 25: ACP représentant les populations échantillonnées par GenAlex et par le R.
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4.4. Analyse Bayésienne de regroupement
L’analyse bayésienne a été conduite sur la base des 24 populations d’Arganiaspinosa L. La

procédure d’Evanno (2005), qui permet d’évaluer le nombre probable K de cluster en se
basant sur AK, montre que la structure génétique la plus représentative est obtenue avec K=2
(AK=334.2511) et donc divise les populations en deux pools génétiques distincts confirmant

ainsi les résultats obtenus par la classification hiérarchique.

Deltak = mean(|L"(K)|) / sd{L(K))

120

(A)

100 |

Delta K
2

1.00
0.80
0.60
0.40
0.20

0.00

RB MR Al TS NK TA AB GU LA AZ AO OH OL DT RT JK BS TZ T™ TO MZ I1Z AD OG

Figure 26: (A) : Différentes valeurs de AK pour déterminer le nombre de populations supposees (K)
selon la méthode Evanno (2005) (B) : Histogramme des coefficients de membership pour les
populations étudiées selon le logiciel STRUCTURE.

Le nombre de groupe K=2 a été choisi comme définissant le mieux la structure génétique
des populations d’arganier, sur la base du paraméetre AK d’Evanno. Avec ce modele, les

groupes sont les suivants :

e Cluster 1 «rouge »: renferme les population (Mramer, Rbai, Ait Issi, Tamestrat,
Neknafa, Ouled Haj, Retmana, Jbek Kourati, Besni Snasse, Tiznit, Tamanr,
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Timzghidah Oufetass, Mnizla, Imouzzer, Admine et Oued Grou, en gros ce cluster
renferment les populations des régions 1 et 4. ;

e Cluser 2 «vert»: contient les populations de: Tafraout, Ait Baha, Guelmim,
Lakhssas, Assa Zag, Aoulouz, Oulkdai, Et Doutana, donc les populations des régions
2et3.

L’analyse par le logiciel STRUCTURE suivant le modele sans admixture a donné deux
types de cluster. Ces clusters sont définis a priori par le modele selon le principe des
proportions de Hary-Weinberg sur les fréquences alléliques. La (Figure27) montre la tendance
des probablités pour chacun des individus des popualtions a appartenir a I'un des deux

clusters (vert ou rouge) définis a posteriori.

Marrakech
Essao f

uira
.I

L
Kilometers

Figure 27:Répartition spatialedes populations d'Arganiaspinosa L. selon leur assignation a 1’undes
deux clusters.

On considére qu’une population est assignée a un cluster quand sa probabilité
d’appartenance a ce cluster est supérieure a 0.70. Lorsque les probabilités d’affectation sont

inférieure a cette valeur, on considére que les populations sont en « admixture » : le génotype
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provient alors de recombinaisons entre plusieurs clusters. Au total, les 24 populations sont
clairement assignées, affectées a un cluster, vue que leur probabilité d’assignation est
supérieure & 0.70. Et donc, on remarque que les populations du Sud ont une forte probabilité
d’appartenir au pool génétique vert contrairement aux populations de la région de 1’arganier et

de la régions Nord qui montre une forte tendance a appartenir au pool génétique rouge.

Discussion

Les études de diversité et de structuration génétique jouent un role trés important dans
I’établissement de stratégie de conservation effective. En effet, une grande diversité génétique
permet une bonne adaptation a un nouvel environnement vue que les populations avec plus de
variabilité ont tendance a posséder plus d’alléles capables de s’adapter a un changement

environnemental (Groom et al., 2005; Hamrick and Godt, 1996b; Xing et al., 2014).

Depuis quelques années, les populations d’argania spinosa L. connaissent un déclin
alarmant dans leur superficie et sont de plus en plus dégradées (le Polain de Waroux and
Lambin, 2012). C’est I’un des facteurs qui a grandement influencé la structure et la répartition

de la diversité génétique dans son aire de distribution naturelle.

Dans ce chapitre, treize paires de marqueurs SSR ont été utilisés sur un sous-échantillon de
la collection totale précédemment évaluée par les marqueurs ISSR. Et donc cette fois, notre
étude a concerné un total de 240 individus (a raison de 10 arbres sur les 24 populations
précédemment étudiées et réparties sur 4 régions biogéographiques). Ces amorces ont permis
I’amplification de 245 alleles dans les 4 régions biogéographiques avec une moyenne de
18.84 alleles/locus. Elles sont toutes hautement informatives avec des valeurs de PIC élevé
témoignant de leur polymorphisme et dont 3 non spécifiques de 1’arganier présentent des

alléles nuls pouvant expliquer les déficits en hétérozygoties observés de ces loci.

Aussi, I’évaluation de la diversité génétique des populations d’Argania spinosa L. a
montré, que les populations de la région 1 qui est aussi la région de I’arganier sont tres
diversifiées et renferment le taux le plus élevé des alléles uniques (12 alléles spécifiques a la
région Rbai en particulier). Aussi, par rapport a d’autres espéces endémiques, notre espéce
présente un taux de diversite élevé avec une hétérozygotie attendue (He) moyenne de 0.712 au
niveau des populations et de 0.732 au niveau des régions géographiques, et une hétérozygotie
observée (Ho) de 0.642 au niveau des populations. Ces résultats sont similaires a ceux

obtenus pour des espéces qui se trouvent dans des populations pas encore exploitées : cas de
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Swietenia macrophylla(Lemes et al., 2003) endémique de I’Amérique Centrale, de Grevillea
macleayana(England et al., 2002) endémique de Queensland et aussi de I’espéce Caryocar
brasiliens du Brésil (Collevatti et al., 2003).

L’indice de fixation est I’indice qui permet la mesure de 1’écart entre la population
d’individus trouvés a 1’état hétérozygote (Ho) et 1’état hétérozygote attendu (Hg). Pour la
majorité des populations étudiées, elles présentent des indices de fixation (F;s) positifs plus ou
moins élevés compris entre (Fis = 0,010) pour Ouled Haj et (Fis = 0,320) pour Beni Snassen.
Ces indices positifs traduisent aussi un déficit en hétérozygotes. Ce déséquilibre peut étre due
a D’existence d’alleles nuls (Jordana et al., 2003). Ces alléles ne donnant lieu par PCR a
aucune amplification. Une délétion au niveau des amorces ou une mutation dans les
séquences flnquantes du microsatellite pourraient entrainer la présence d’alléles nuls. L’indice
moyen pour la population globale est de 0,170, indiquant un déficit d’hétérozygotes

relativement modéré.

Au niveau de la différenciation génétique et en se basant sur 1’indice de différenciation
(Fst), nos résultats (Fst= 0.17) montrent moins de différenciation que ceux obtenus par (El
Mousadik and Petit, 1996¢) utilisant les izoenzymes (Fst=0.25) sur 9 populations de la méme
espéce, ainsi qu’aux résultats obtenus aussi bien par Ait Aabid et al., 2015) que par notre
précédente étude utilisant les marqueurs ISSR (Gst=0.35). Mais, 1’arganier reste parmi les
especes angiospermes les plus différenciées et donc la moyenne de différenciation est de
(Fst=0.10). Cette différenciation a aussi été confirmée par I’analyse moléculaire de la variance
(AMOVA) qui montre que 12% de la variabilité totale est attribuée au niveau inter-

populations et aussi au flux génique limité (Nm=1.29).

Cette grande différenciation entre les populations peut étre le resultat de la combinaison de
plusieurs facteurs telle que la distribution géographique limitée, les barriéres géographiques
entre les populations étudiées limitant ainsi le flux de genes malgré que les populations soient
géographiquement proches, et la faible densité des populations d’Arganier particulierement
celles sous climat Saharien aride. Par conséquent, et malgré le déficit en hétérozygotie noté

dans les populations, une forte divergence pourrait s’accumuler rapidement.

D’autant plus que le systéme de reproduction de 1’arganier (Allogame entomophile) et
la topographie de la répartition naturelle des populations peuvent expliquer cette structuration
génétique tres élevée des 24 populations.
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Concernant les résultats observés sur la construction de 1’arbre hiérarchique, on
constate que les 24 populations sont regroupées selon les régions de provenances, sauf pour
les populations du Nord (Oued Grou, Beni Snassen) dont la particularité a été déja remarquée
dans I’étude effectuée par marqueurs ISSR. En effet, la projection de I’ACP et la
classification hiérarchique permettent de ressortir deux groupes selon la répartition
géographique, un groupe avec les populations sous climat aride Saharien et un second groupe
avec les populations restantes lui-méme réparti en 4 sous-groupes. Ce qui a été aussi montré

par 1’analyse bayésienne ou le nombre de population probable a été estimé a (K=2).

La projection de 1’é¢tude de coefficient d’appartenance des individus dans chaque
population a permis de montrer clairement la structuration de la diversité génétique de chaque
pool par rapport a 1’aire de répartition naturelle. Les populations de la région 1 et 4 ont
tendance a appartenir au méme pool génétique et les populations des régions 3 et 4 ont

tendance a appartenir a un autre pool génétique.

Globalement, la structure génétique dans 1’aire de distribution naturelle est caractérisée par
la différence entre populations du Sud et celle du Nord, ce qui doit étre pris en considération

lors que I’établissement des stratégies de conservation de cette espéce.

Conclusion

Dans ce chapitre, 1’utilisation de marqueurs microsatellites nucléaires dans cette
recherche, complémentaire avec 1’étude antérieure effectuée sur la diversité globale de
I’espece Argania spinosa L. réalisée par le marquage moléculaire ISSR, a fourni davantage
d’informations sur la structure de la diversité génétique a I’échelle de sa distribution naturelle,
notamment au niveau des populations mais aussi au niveau des régions géographigues. Cela a
permis de conclure que la région d’arganier est la région la plus différenciée contenant ainsi le
plus grand nombre d’alleles spécifiques, ce qui fait que cette région doit étre prioritaire pour
I’établissement des stratégies de conservation. Aussi, il est a noter que la forét d’arganier est
une des foréts les plus différenciées des especes angiospermes, avec un flux de genes trés

limité entres les populations.

Egalement, suite a la classification hiérarchique, 1’analyse des composantes principales
ainsi que I’analyse de regroupement bayésienne, deux pools génétiques ont été distingués
pour I’ensemble des populations étudiées ce qui montre la forte structuration de la diversite de

cette espece.
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Dans le cadre de la gestion des ressources génétiques de 1’espece, la sauvegarde du
potentiel de diversité résiduelle est une étape importante face a la forte exploitation de cette
forét. Cela peut se faire en ex situ ou in situ via la core collection, d’ou la nécessité de
combiner les données des deux marqueurs (ISSR et SSR) en vue de construire une core

collection afin d’assurer le maintien de cette diversiteé.
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Chapitre 111 :

Construction d’une core collection sur la base des

données moléculaires ISSR et SSR
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Chapitre III : Construction d’'une core collection sur la base des

données moléculaires ISSR et SSR

Afin d’accroitre I’efficacité de la caractérisation et de 1’utilisation des ressources en matériel
génétique, le concept de core collection a été introduit et se défini comme un sous-ensemble
de la collection totale représentant la diversité génétique maximale contenue dans la
collection entiére avec un minimum de répétabilité. Une bonne core collection doit minimiser
les entrées redondantes et étre suffisamment importante pour fournir des conclusions fiables

pour I’ensemble de la collection.

La core collection est généralement construite sur la base des caractéres morphologiques.
Mais avec les avantages de la stabilité, de la précision et de I’indépendance a
I’environnement, les marqueurs moléculaires sont de plus en plus utilisés a cet effet (Lee et
al., 2016; Ruiz Valcarcel et al., 2013). En adoptant les bonnes stratégies de collectes et les
outils bioinformatique appropriés, une évaluation de la diversité genétique pourrait également

s’accompagner de la construction d’une core collection.

Dans ce chapitre et aprés une évaluation et une structuration de la diversité génétique, les
données moléculaires obtenues des deux marqueurs moléculaires ISSR et SSR vont étre
combinées, et une core collection de 1’espéce Arganiaspinosa L. est obtenue par la stratégie

de maximisation qui est la plus utilisée et ce en utilisant le logiciel PowerCore.

1. Homogénéisation des données
La construction de la core collection a été basée sur les données des marqueurs ISSR et SSR

préalablement évaluées.

Une homogénéisation des données s’est donc imposée, ou on a transformé la matrice des
données ISSR en une matrice de tailles de fragments avant de la combiner avec la matrice des
données SSR. Aussi, nous avons utilisé un ensemble de 240 individus pour la collection

initiale vu que les données SSR n’ont pas concerné les 480 individus.
Puis, nous avons évalué la core collection suivant les critéres suivants :

e Le nombre de fragments obtenus par les marqueurs ISSR et SSR: C’est le
pourcentage des bandes de marqueurs SSR et ISSR amplifiés au niveau de la core

collection par rapport a la collection entiere.
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e Le taux de coincidence de I’indice de Shannon : C’est le rapport entre 1’indice de
Shannon dans la core collection par rapport a la collection entiere.

e Le taux de coincidence de I’indice de Nei : C’est le rapport entre I’indice de Nei dans
la core collection par rapport a la collection entiere.

e Aussi, la core collection doit renfermer au moins un total de 70% de la diversité

génetique de la collection entiére.

2. La core collection
En se basant sur la méthode de Maximisation, la core collection obtenue est composée de 66

individus et représentée dans le (Tableau 17).

Le Logiciel PowerCore permet de sélectionner les génotypes les plus diversifiés couvrant
donc un maximum d’alléles existant dans la collection initiale. La Core collection obtenue est
composée de 66 individus répartis sur 22 populations des 24 populations de la collection

totale, soit donc 27% de la collection totale.
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Tableau 17: Liste des 66 individus constituant la Core collection obtenus par le Logiciel PowerCore

Nom du Peuplement NLII.r;]fgSede Longitude Latitude Altitude Nombre de loci
Retmana RT3 9°1928.0"  32°02'16.8" 66 60
Retmana RT5 9°1925.9"  32°02'18. 7" 70 64
Retmana RT8 9°1924.4"  32°0221.0" 70 62
Retmana RT10 9°1922.1"  32°02723.3" 70 55
Retmana RT12 9°1921. 7"  32°0224.7" 74 62

Ouled Lhaj OH13 9°24'04.4"  31°56'10. 6" 116 61
Ouled Lhaj OH20 9°2356.6"  31°56'08. 8" 125 67
Jbel Kourat JK5 9°2359.9"  31°47'26. 2" 364 55
Jbel Kourat JK11 9°2358.1"  31°4729. 1" 364 56
Mramer MR4 9°10'03.9"  31°3826.5" 397 61
Mramer MR15 9°09'58. 1"  31°38'36. 8" 376 61
Mramer MR17 9°09'55. 5"  31°38'40. 4" 375 68
Rbai RB1 9°28'34.4"  31°32'07.8" 269 62
Rbai RB3 9°28'36.2"  31°32'07.9" 274 55
Rbai RB5 9°28'38.6"  31°32'08.4" 276 62
Rbai RB12 9°28'38.4"  31°32'03.0" 280 68
Tamesrart TS8 9°22'52.9"  31°21'34.2" 550 62
Tamesrart TS9 9°22'52.0"  31°21'34.7" 552 58
Tamesrart TS15 9°22'46.3"  31°21'37.1" 559 61
Neknafa NK11 9°34'02.8"  31°1916.5" 261 55
Ait Issi Al9 9° 22'25.1" 31°02'06.8" 989 56

Timzgidah Oufetass TO2 9° 48'09. 6" 31°00'20." 226 66

Timzgidah Oufetass TO8 9°48'12. 6" 31°00'16.9" 204 67

Timzgidah Oufetass TO12 9°48'14. 5" 31°00'17.6" 189 67

Timzgidah Oufetass TO13 9°48'13. 9" 31°00'18.7" 194 69
Oulcadi OL12 8°29'14. 8" 30°17'17. 7" 1248 67
Oulcadi OoL14 8°29'17.9"  30°17'18.5" 1238 69
Tizi Ntest TZ4 8°2349.2"  30°4854.5" 1204 62
Tizi Ntest TZ15 8°2342.2"  30°48'55. 2" 1189 68
Tizi Ntest TZ17 8°2344. 2" 30° 48'54. 9" 1202 74
Tizi Ntest TZ18 8°2344. 7"  30°48'56. 4" 1206 68
Admine AD6 9°21'36. 6"  30°19%57.8" 83 58
Admine AD10 9°21'37.9"  30°19%59. 3" 75 63
Admine AD12 9°21'41.3"  30°2001.5" 82 62
Admine AD17 9°21'46.4"  30°19'59. 6" 90 58
MNIZLA MZz2 9°05'39. 7" 30°33'43. 3" 256 68
MNIZLA MZz7 9°05'34.9"  30°3341.8" 248 61
MNIZLA MZ16 9°0528.8"  30°33'49.4" 249 60

AOULOUZ AO1 9°06'35.2"  30°3713.1" 804 73
AOULOUZ AO2 9°06'36.2"  30°3712.9" 803 69
AOULOUZ AO3 9°06'37.6"  30°3712.7" 803 57
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IMOUZZER 122 9°30'52.3"  30°3901.1" 1105 57
IMOUZZER 1Z13 9°30'48.1"  30°3959.7" 1110 57
IMOUZZER 1215 9°30'46.2"  30°39'59. 6" 1093 59
IMOUZZER 1Z18 9°30'44.1"  30°39'56. 7" 1050 65
IMOUZZER 1220 9°30'49.6"  30°39'66. 5" 1040 61
DOUTANA DT6 9°1359.4"  30°43'37.0" 794 63
DOUTANA DT9 9°13'59.5"  30°43'34. 6" 794 64
Ait Baha AB8 9°13'42,4"  30°06'29,1" 52 60
Tafraout TA9 9°03'29, 7"  29°42'48, 9" 852 53
Tafraout TA12 9°03'33,9" 29°42'45, 1" 847 63
Tafraout TAl4 9°03'35, 7" 29°42'43, 2" 848 53
Tafraout TA20 9°03'31,6" 29°42'36, 6" 830 65
Lakhssas LA2 9°42'50,3" 29°24'11,1" 975 66
Lakhssas LA4 9°42'49,8" 29°24'08, 3" 987 58
Lakhssas LAG6 9°42'46,6" 29°24'07,2" 994 58
Lakhssas LAS8 9°42'44,0"  29°24'04, 0" 993 62
Lakhssas LA13 9°42'38,8" 29°24'06, 3" 969 48
Lakhssas LA17 9°42'37,7" 29°24'10, 5" 956 53
Lakhssas LA20 9°42'43,3" 29°24'13,9" 955 53
Assa Zag AZ12 9°25'35, 7" 28°25'47, 4" 337 57
Oued Grou 0G5 6°22'84.8" 33°27'45.3" 439 62
Oued Grou 0G12 6°22'96.4" 33°27'44.8" 407 57
Oued Grou 0G20 6°23'12.5" 33°27'48.8" 422 52
Benié Snassen BS14 2°34'206" 34°35'240" 272 56
Benié Snassen BS20 2°34'258" 34°35'200" 246 57

La distribution des accessions composant la core collection indique qu’il n’y a pas de
relation géographique significative entre les accessions de la core collection et la distribution

géographique des populations de la collection totale.

3. Evaluation de la core collection
Une évaluation de la diversité génétique de la core collection ainsi que celle de la
collection entiére ont eté établies. Egalement, le rapport entre les deux a été calculé et le
résultat est présenté dans le (Tableau 18).
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Tableau 18: Mesure de la diversité génétique de la core collection et de la collection totale

Core Collection

Collection totale

Core/Totale

Locus Shannon Nei Blz;lnbdres Shannon Nei B[a\lr?dres Shannon Nei Bgr?(;es
FL2 0.263 0.944 34 0.266 0.944 34 0.986 1.001 1
FL3 0.269 0.946 32 0.274 0.274 32 0.980 3.450 1
FL4 0.290 0.956 24 0.293 0.956 24 0.991 1.000 1
FL6 0.228 0.928 29 0.225 0.922 29 1.013 0.994 1
FL8 0.266 0.932 29 0.271 0.937 29 0.982 0.995 1
FL9 0.187 0.983 52 0.179 0.983 52 1.042 1.000 1
FL10 0.214 0.973 48 0.210 0.974 48 1.020 1.000 1
ASMS01 2.813 0.925 48 2.794 0.924 48 1.007 0.999 1
ASMS20 2.737 0.910 52 2.674 0.903 52 1.023 1.008 1
ASMS 15 o4 2.590 0.882 49 2.420 0.856 49 1.070 1.030 1
ASMS15 3 2.520 0.881 48 2.517 0.889 48 1.001 0.991 1
ASMSy 15 37 2.757 0.915 49 2.699 0.913 49 1.021 1.002 1
MHO07 1.189 0.608 12 1.093 0.557 12 1.088 1.092 1
MHO04 1.708 0.747 23 1.606 0.722 23 1.064 1.035 1
MHO06 1.671 0.762 20 1.625 0.752 20 1.028 1.013 1
ME11 1.130 0.592 15 1.008 0.561 15 1.121 1.055 1
MH20 1.493 0.721 17 1.452 0.683 17 0.972 0.947 1
MHO08 1.899 0.817 21 1.894 0.813 21 1.003 0.995 1
MEOQ5 1.389 0.701 12 1.336 0.685 12 1.039 1.023 1
MH12 1.562 0.725 17 1.433 0.662 17 1.090 1.096 1
Moyenne 1.359 0.842 [631.000| 1.313 0.795 |631.000| 1.027 1.136 1

diversite contenue dans la collection entiere, le (tableaul8) expose le nombre d’alléles générés
par I’ensemble des marqueurs SSR et ISSR au niveau de la core collection puis au niveau de
la collection entiére. Il indique que les deux collections présentent le méme nombre de bandes
amplifiées ce qui signifie que la core collection comporte le maximum d’alléles de la

collection entiére et donc 100% de la diversité contenue dans la collection totale.

collections également. Quatre marqueurs ISSR (FL2, FL3, FL4, FL8) présentent des valeurs

de I’indice de Shannon inférieures chez la collection entiére par rapport a la core collection,

soit donc un pourcentage de 20% de I’ensemble des marqueurs utilisées.

Une core collection est dite satisfaisante quand elle contient en moins 70% de la

L’indice de Shannon et 1’indice de diversit¢ de Nei ont été calculés pour les deux
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Pour ce qui est de I’indice de Nei, 3 loci, 2 ISSR (FL8 et FL10) et 1 loci SSR
(ASMSy012 34) présentent des valeurs de diversite inférieures au niveau de la core collection
comparée a la collection entiére, soit un pourcentage de 19% des marqueurs utilisés.

Afin de confirmer d’avantage la fiabilit¢ de notre core collection, une collection
aléatoire formée de 123 accessions a eté concue en utilisant le méme logiciel aprés 3
répeétitions. Le coefficient de similarité entre les individus de la collection réelle et ceux de la
collection aléatoire ont été estimés et comparés via le logiciel NTSYS-pc. (Tableau 19). Le
coefficient de similarité entre les accessions de la collection réelle varie de 0.018 a 0.63 or
chez la collection aléatoire, le coefficient de similarité varie de 0.02 a 0.77. Ceci indique que
la diversité génétique chez la collection réelle est plus large que celle de la collection aléatoire

confirmant ainsi la fiabilité de la core collection congue pour cette étude.

Tableau 19: Coefficient de similarité de la collection entiere et de la collection aléatoire

Collection Max Min
Vrai Core collection 0.63 0.018
Collection aléatoire 0.77 0.02

Discussion

L analyse conjointe des données microsatellites et inter-microsatellites a permis de
mettre en évidence I’existence de 2 ensembles génétiquement différenciés. Ces 2 ensembles
constituent des unités de gestion potentielles. Chacune posséde des caractéristiques génétiques
qui lui sont propres et qui en font une zone d’intérét pour la conservation. Cependant, dans
notre contexte de conservation de populations a I’échelle de la distribution naturelle de notre
espece, il est important d’établir un ordre de priorité entre les zones a préserver. En effet, il est
plus facile de concentrer les actions de conservation sur des accessions clés que de tenter de
les rechercher sur toutes les foréts d’Arganier. Le probléme se pose alors de savoir comment
choisir les accessions a protéger en priorité, sachant que les unités de gestion mises en
évidence constituent déja une premiere structuration.

Le premier critére qui est en général evoqué est la contribution de cette unité a la
diversitéet a la différenciation globale dans la région étudiée (Petit et al., 1998). En d’autres
termes, il s’agit de donner la priorit€ aux unités possédant un maximum d’haplotypes et
d’alleles spécifiques, et dans notre cas, il s’agit des populations de la région d’Arganier qui

s’avere la région la plus diversifiée et qui peut étre considérée comme un réservoir de la
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diversité. Aussi une particularite pour la population de Rbai, qui présente le plus grand
nombre d’alléles spécifiques (Chapitre IT).

D’un autre coté, étant donné que les ressources génétiques sont la base des recherches
scientifiques, il est important d’¢élargir les connaissances sur les effets génétiques et de
localiser les genes d’intéréts cher I’arganier. Cependant, il est assez compliqué et cotliteux de
rechercher des génes d’intérét en raison du grand nombre d’accessions. Une collection de
base représentative de I’intégralité de la diversité génétique peut donc améliorer 1’efficacité de
la recherche et limiter le temps.

C’est un travail qui a été effectué chez plusieurs autres plantes, par exemple,
(Holbrook and Anderson, 1995) ont pu identifier les génes responsables de la résistance aux
taches tardives chez 1’arachide en se basant sur une core collection ce qui a nécessité deux
fois moins de temps que s’ils avaient travaillé sur la collection entiére. Aussi, (Hui-Fang et al.,
2010) s’est basé sur une core collection pour identifier un germoplasme de cacahuétes
résistant & Aspargilus flavus. Egalement, dans une étude comparative,(Belaj) et al., 2012 ont
utilisé Mstrat et PowerCore pour établir une collection de base d'Olea europaea L., leurs
résultats ont démontré I'efficacité de PowerCore et sa capacité a capturer tous les alleles
présents dans la collection source.

La core collection développée dans cette étude pourrait étre explorée de plus proche en
utilisant les nouveaux outils technologiques tel que le séquencage a haut-débit couplé a
I’évaluation phénotypique du matériel choisi afin de permettre 1’étude du déterminisme
génétique des caracteres d’intérét agronomique tels que : I’architecture de I’arbre, la régularité
de production, le rendement, la tolérance aux agresseurs biotiques et abiotiques, la teneur et la

qualité d’huile, etc...

e La core collection et sa conservation a long terme

La conservation a long terme d’especes d’arbres d’importance économique et sociale visant a
assurer une disponibilité de ses ressources génétiques est I’une des stratégies les plus urgentes
et les plus difficiles. Dans ce chapitre, nous avons développé une core collection sur la base
de la méthode de maximisation du logiciel PowerCore en se basant sur la combinaison des

bases de données de marqueurs dominants (ISSR) et co-dominants (SSR).

L’objectif de 1’étude était d’identifier une collection noyau contenant une diversité génétique
représentative de la collection originale. Les traits agro-morphologiques ont été exclus comme

critere de sélection car leur inclusion aurait eu une incidence sur le processus de sélection
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génotypique, ce qui pourrait affecter la représentation allélique optimale souhaitée. Malgré
cette exclusion, la Core collection développée représente avec succes la collection originale
en termes de répartition géographique, mais aussi d’affectation de groupes génétiques
déterminés par analyse STRUCTURE. Toutefois, les cores collections spécifiques peuvent

étre congues pour d’autres fins en fonction de différents criteres de sélection.

Actuellement, notre core collection est maintenue sous formes d’arbres de terrain, référenciés
et géo-localisés. Cette méthode de conservation in situ présente notamment des menaces en
cas de catastrophes naturelles, vu que les ravageurs et les maladies sont inévitables. Bien
qu’une approche de conservation de sauvegarde a long terme par le biais de la biosphere ait
déja été mise en ceuvre, et qui bien entendu présente toujours un potentiel de conservation
inestimable, il est primordial d’adopter d’autres solutions comme la conservation ex-situ. A
titre d’alternatives, les progrés récents dans les techniques in vitro se sont réveélés efficaces
pour protéger les especes par une approche biotechnologique ((Gonzalez-Arnao et al., 2014)).
En effet, la cryoconservation est une alternative efficace et moins codteuse, et surtout quand
elle est appliquée sur une core collection, garantissant le stockage et la préservation de
matériel biologique.
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Conclusion générale

Le présent travail traite de la variabilité génétique de I’espéce Argania spinosa L. Il a permis
de répondre aux objectifs fixés au début de 1’étude a savoircomprendre I’organisation de cette
diversité a 1’échelle de la distribution naturelle de I’arganiera 1’aide de marqueurs
moléculaires neutreset puissants de type ISSR et SSR; Et ce afin d’établir une base pour un
éventuel programme de domestication et de gestion de la diversité de cette ressource

génétique endémique du Maroc.

Les résultats obtenus se sont basés sur une méthode d’échantillonnage prospective a I’aide de
la Direction régionale des Eaux et Foréts Marrakech. Ainsi, 24 provenances représentant toute
I’aire de répartition de la forét d’arganier ont été échantillonnées a raison de 20 arbres par site.
Au meilleur de notre connaissance, notre travail est la premiéere étude de diversité génétique a

couvrir toute 1’aire de distribution de I’arganier.

Dans le 1% volet de cette étude, 7 marqueurs ISSR ont permis d’identifier un total de 305
alleles. Les résultats obtenus montrent que les populations de la région de 1’ Arganier sont les
populations les plus diversifiées pour tous les parameétres génétiques, et particulierement la
population de Rbai. L’analyse des profils multilocus a montré une structuration génétique trés
élevée des 24 populations étudiées mais qui est positivement corrélée avec la distance
géographique (r=0.065, P=0.05).

Dans le 2°™ volet, 13 marqueurs microsatellites nucléaires ont été déployéspour I’étudede la
diversité génétique de 1’espéce Argania spinosa L. Ce chapitre fourni davantage
d’informations sur la structure de la diversité génétique a 1’échelle de sa distribution naturelle,
notamment au niveau des populations et aussi au niveau des régions géographiques.
Egalement, et suite a la classification hiérarchique, 1’analyse des composantes principales
ainsi que I’analyse de regroupement bayésienne, deux pools génétiques ont été distingués
pour I’ensemble des populations étudiées et ceux pour les deux marqueurs moléculaires

utilisés, ce qui montre la forte structuration de la diversité de cette espece.

Finalement, dans le 3°™ volet, une core collection a été constituée dans le cadre de la
gestion des ressources génétiques de la forét d’arganier. La Core collection développée
représente avec succes la collection totale en termes de répartition géographique, mais aussi

d’affectation de groupes génétiques déterminés par analyse STRUCTURE. Actuellement,
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notre core collection est maintenue sous formes d’arbres de terrain, référenciés et géo-

localisés.

En définitive, ce travail a permis de mieux comprendre a grande échelle comment se
structure la diversité génétique de la forét d’arganier et aussi la mise en place d’une core
collection représentative de la diversité qui peut étre considérée comme une base solide dans
I’établissement de stratégie de conservation efficace pour la conservation de cette espece

endémique.

Perspectives

Les travaux de cette these sont un premier fondement pour la conservation d’Argania
spinosa L. lls ne visent pas la mise a disposition de connaissances figées dans le temps.
L’utilisation et 1’application des principaux résultats énoncés doivent se subordonner aux
spécificités locales et aux nouvelles avancées de recherche a venir. Espérons qu’ils inciteront
de nouvelles études dont les aboutissements permettront la réduction du déficit de
connaissances actuel envers cette espéce.D’ou I’importance de nouvelles perspectives, dans le
but de rentabiliser d’avantage nos investigations.

Il est intéressant de constater qu’a travers les indications de diversité, surtout de la
différenciation génétiqueet la structuration de cette diversité, il y a des régions comme celle
de Rbaii qui doivent étre prioritaires dans les programmes de conservation. En effet, cette
région représente un réservoir de la diversité.Egalement, la Core collection montre
I’importance de 1’échantillonnage adoptée selon un schéma spécifique et présente les
génotypes a préserver et ou a conserver. Cette core collection dois étre le point de départ dans
la recherche des différents genes d’intéréts impliqués aussi bien dans la productivité que dans

I’adaptation aux stress biotiques et abiotiques.

Egalement, il serait utile d’exploiter les données de cette étude et les confronter aux
données du milieu (données éco-géographiques) afin de comprendre les processus évolutifs
menant a cette diversité et rechercher des signes d’adaptation. En effet, 1’étude de la diversité
et en particulier de 1’adaptation dans le cadre des changements globaux est d’une grande

importance quant au devenir des populations forestiéres et la conservation des écosystemes.

Aussi, il est primordial d’investir dans un programme d’élaboration de la carte

génétique de D’arganier permettant ainsi de mener des études d’associations avec des
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caractéres agronomiques, et procéder a la sélection de génotypes performants, dans le but

d’encourager 1’investissement dans la création de verger.

Cela doit se faire parallelement aux projets de domestication avec des dispositifs
expérimentaux appropriés. De tels objectifs devraient intégrer I’ensemble des acteurs
gouvernementaux et non gouvernementaux, afin de mener a terme le défi de rendre 1’arganier

un vrai support de développement durable pour le Maroc.
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Annexe 1: Exemple de fiche descriptives remplie lors des prospections
(Population Oued Grou)
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Annexe 2: Protocol d’extraction de I’ADNg par le KIT BIOLINE

1. Mettre 50mg - 100mg de la poudre des feuilles dans un microtube de 2 ml qui contient
400 pl de Tampon de Lyse (Lysis Bufer) puis mélanger au vortex pendant quelques
Secondes) ensuite, incubater dans un Bain-Marie a 65°C pendant 30min.

2. Ajouter 100l de Tampon de Précipitation (Precipitation Buffer), et incuber pendant 5
min dans la glace puis centrifuger pendant 5 min & une rotation maximale (15000 g).

3. Transferer le surnageant dans la Spin Column PD1 et centrifuger & 10000 g pendant 1
min.

4. Jetter les PDI, en gardant I’¢luat dans les tubes de 2 ml, ajouter /> de volume de tampon
(Binding Buffer), mélanger par micropipette et transférer 1’ensemble dans la Spin
Column PD2 placés dans des tubes de 2 ml, centrifuger a 10000 g pendant 2 min.

5. Effectuer deux lavages successifs, en ajoutant deux fois 700 pl de Tampon de Lavage
(Wash Buffer), centrifuger a 10000 g pendant une min pour le premier lavage,
centrifuger a rotation maximale (150000 g) pendant 2 min pour le seconde lavage.

6. Placer les PD2 dans des tubes de collection de 1,5ml, ajouter 100 pl de Tampon TE
(Elution Buffer), incuber a température ambiante penadant une min, centrifuger a 10000
g pendant une min.

7. Conserver I’ADN isolé a -20°C.

Tableau 20 : Liste des réactifs du Kit Bioline

REAGENT 50 MINIPREPS
Lysis Buffer D 25 ml
Binding Buffer D 15 ml
Proteinase K 1.5ml
Wash Buffer 24 ml
Elution Buffer 25 ml
Spin Column D 50
Collection Tube 2*50
Elution Tube 50
Product Manual 1
Bench Protocol Sheet 1
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Annexes

Annexe 3: Exemples des valeurs de dosage d’ADN extraits

Concentration rapport DO
Identifiant, en Acides ngo 1980 Rapport DO 230/260,
Nucléiques

3 96 2,02 1,71
4 131,6 1,93 1,62
5 97,8 1,63 1,62
6 158,3 2,01 1,69
7 79 1,98 1,57
8 74,4 1,9 1,7
10 124 1,67 1,54
11 169,7 2,05 2
12 157,4 1,92 1,88
16 110,4 1,69 1,73
31 175,4 1,67 1,68
32 549,2 1,78 1,64
33 199 2,07 1,92
34 72,5 1,96 1,85
35 219,1 1,52 1,55
36 199,7 2,03 1,76
37 169,5 2,02 1,78
38 131,3 1,97 1,64
43 134,8 2,06 1,56
44 72,7 2,04 1,94
45 75,1 2,06 1,73
48 122,7 1,75 1,76
51 503,5 1,78 1,52
53 163,5 1,55 1,55
55 115,3 1,63 1,62
56 357,5 1,78 1,97
57 323,2 1,76 1,87
123 245,1 2,03 1,73
125 370,7 1,7 1,88
130 233,6 2,03 1,81
131 113,3 1,95 1,49
132 373,8 2,07 2,04
133 330 2,05 1,98
134 333,1 2,07 2,02
135 213,9 2,05 1,95
139 44,1 1,86 1,58
140 272,6 2,07 2,04
143 206,9 2,01 1,75
144 172,2 2,02 1,68
146 56,3 1,96 1,74
147 75 1,99 1,62
148 213,6 2,03 1,69
149 100,9 1,98 1,48
156 134,3 2,04 1,79
157 92,8 2,01 1,73
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