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Résumé

En vue de fournir des ¢léments d’aide pour la gestion et la valorisation du germplasme de
pommier (Malus domestica) au Maroc, la présente thése a eu pour objectif d’évaluer la
diversité phénotypique, chimique et génétique des cultivars de cette espece, ainsi que 1’étude
de la diversité génétique de 1I’un de ses principaux ravageurs, Dysaphis plantaginea.

L’évaluation de la diversit¢é phénotypique de 30 cultivars a 1’aide de 34 marqueurs
pomologiques et chimiques a permis de révéler trois groupes de cultivars, différenciés sur la
base de plusieurs marqueurs dont les plus discriminants sont la taille, le poids, la forme et la
couleur du fruit, la longueur du pédoncule, la surface de liege autour du pédoncule, I’acidité
titrable et la teneur en solides solubles (Brix®).

La diversité génétique de 29 génotypes (4 variétés introduites et 25 cultivars locaux)
provenant de 4 régions (Marrakech, Azilal, Khénifra, Fés) a été estimée a 1’aide de 15
marqueurs ISSR. Les résultats obtenus ont révélé une diversité génétique relativement élevée
des cultivars étudiés qui sont différenciés dépendamment de leur origine géographique.
D’autre part, les analyses des résultats ont également révélé des cas possibles de synonymie et
d'homonymie chez les cultivars étudiés.

L’exploitation de 26 marqueurs SSR chez 27 génotypes locaux montre que seuls dix
marqueurs sont capables de résumer I’ensemble des informations génétiques détectées par les
26 marqueurs étudiés. L’analyse des résultats obtenus a également révélé deux cas de
duplication, trois cas possibles d'homonymie et 13 liens de parenté au sein des génotypes
étudiés.

La derniere partie de ce travail a concerné une étude de la diversité génétique des populations
de puceron cendré (D. plantaginea) récoltées des principales zones de production du pommier
au Maroc a I’aide de 30 marqueurs SSR. L’analyse des fréquences alléliques a révélé une
diversité génétique relativement faible des populations étudiées. La majeure partie de cette
diversité (97.29%) se trouve au niveau intra-population. En outre, de faibles différenciations
génétiques entre les populations (Fst =0.027) avec un flux génétique élevé (Nm = 4.80) ont
été trouvées. Ces résultats nous laissent suggérer que les populations de ce ravageur au
Maroc, sont relativement homogenes. Cette homogénéité peut ouvrir de nouvelles
perspectives dans les méthodes de lutte contre ce ravageur.

Les résultats obtenus au cours de cette thése fournissent des informations cruciales sur la
composition génétique et les caractéristiques phénotypiques du pommier a travers le Maroc,
ainsi que sur la diversité génétique d'un des pucerons les plus nuisibles de cet arbre fruitier
d'importance agronomique.

Mots clés : Malus domestica, Dysaphis plantaginea, marqueurs morphologique, marqueurs
ISSR, marqueurs SSR, variation génétique.



Abstract

In order to provide elements of help for the management and valorization of apple germplasm
(Malus domestica) in Morocco, the present thesis aimed to evaluate the phenotypic, chemical,
and genetic diversity of several cultivars of this species, as well as the study of the genetic
diversity of one of its main pests, Dysaphis plantaginea.

The evaluation of the phenotypic diversity of 30 apple cultivars using 34 pomological and
chemical markers revealed three groups of cultivars differentiated on the basis of several
characteristics, the most discriminating of which are fruit size, weight, shape and color,
peduncle length, cork surface around the peduncle, titratable acidity and soluble solids content
(Brix®).

On the other hand, the genetic diversity of 29 genotypes (4 introduced varieties and 25 local
cultivars) from 4 regions (Marrakech, Azilal, Khenifra, Fez) was estimated using 15 ISSR
markers. The results obtained revealed a relatively high genetic diversity of the studied
cultivars which are differentiated according to their geographical origin. Nevertheless, the
results also revealed possible cases of synonymy and homonymy among the studied cultivars.

Additionally, the exploitation of 26 SSR markers in 27 local genotypes shows that only ten
markers are able to summarize all the genetic information detected by the 26 markers studied.
In addition, the analysis of the results obtained revealed two cases of duplication, three
possible cases of homonymy and 13 relationships within the studied genotypes.

The last part of this work concerned a study of the genetic diversity of several populations of
rosy apple aphids (D. plantaginea) collected from the major apple-producing region in
Morocco using 30 SSR markers. Allele frequency analysis revealed a relatively low genetic
diversity of the studied populations. Most of this diversity (97.29%) is found at the
intra-population level. Furthermore, low genetic differentiation between populations (Fst
=0.027) with high gene flow (Nm = 4.80) was found. These results suggest that the
populations of this pest in Morocco are relatively homogeneous. This homogeneity may open
new perspectives in the methods of control of this pest.

In Conclusion, the results obtained in this study provide crucial information on the genetic
and phenotypic characteristics of apple cultivars across Morocco, as well as on the genetic
diversity of the most damaging aphids of this agronomically important fruit tree.

Keywords: Malus domestica, Dysaphis plantaginea, morphological markers, ISSR markers,
SSR markers, genetic variation.
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L’arboriculture est 'une des grandes spéculations qui figurent dans les préoccupations de
I’agriculture marocaine. De nombreux facteurs justifient la grande importance qu’il faut
accorder & cette filiere. Au-dela de sa contribution & un approvisionnement alimentaire sir et
sécurisé, I’arboriculture marocaine constitue une ressource importante d’exportation des
produits agricoles, qui est largement considérée comme l'un des piliers de I'économie

nationale.

Parmi les arbres fruitiers les plus consommeés et qui offrent une valeur nutritionnelle
importante dans le monde entier, on trouve le pommier (Malus domestica Borkh) ; I'un des
espéces fruitiéres les plus cultivées dans les régions tempérées, avec une production mondiale
qui excede 86,4 millions de tonnes en 2020 (FAOSTAT, 2020).

Des preuves génétiques suggeérent que le pommier cultivé a été domestiqué a partir de Malus
sieversii (pommier sauvage) il y a 4000 a 10 000 ans dans les montagnes du Tian-Shan en
chine et apres, il a été disséminé (probablement par les Grecs et les Romains pendant leurs
échanges et leurs conguétes le long de la route de la soie) de I'Asie centrale vers I'Europe
occidentale et I'Afrique du Nord, ou elle s'est ensuite répandue dans le monde entier (Juniper
et al. 2006 ; Cornille et al. 2014).

La distribution géographique étendue en plus de la sélection et I'exploitation du pommier par
I'nomme pendant des siecles ont produit des milliers de cultivars avec une diversité
phénotypique fascinante (Liang et al. 2015). Cependant, I’intensification de la production a
partir des profile variétale améliorées a engendré une réduction importante de la diversité
génétique chez cette espéce au cours des dernieres décennies. En effet, parmi les 7000
cultivars qui existent dans le monde (Hokanson et al. 2001), la culture du pommier est
aujourd'hui limitée a un nombre tres étroit de cultivars comme, Golden Delicious, Gala, Red
Delicious et Idared qui représentent a eux seuls 48 % de la production mondiale (Marconi et
al. 2018). Des tendances similaires sont observées au Maroc, ou la culture du pommier (qui se
place au premier rang parmi les rosacées fruitiéres a pépins plantés au Maroc) est dominée par
quelques variétés introduites comme Golden Delicious et Starking Delicious. Ces deux
variétés représentent a elles seules plus de la moitié de la production nationale (MAPM,
2014). Cependant, la quantité produite des cultivars locaux qui ont accumulé une grande
adaptation aux différentes conditions pedoclimatiques du pays pendant des dizaines d'années
et parfois résistantes a certaines maladies devient de plus en plus insignifiante. Ce qui
présente un grand risque pour leur disparition. Il est donc primordial d’adopter une vision plus

globale sur les ressources génétiques du pommier au Maroc.
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Pendant les dernieres décennies, la filiere du pommier au Maroc a connu un développement
important (les superficies cultivées dépassent les 50 mille hectares (FAOSTAT, 2020), grace
a des initiatives privées stimulées par les subventions octroyées par le Département de
I’agriculture dans le cadre du Fonds de Développement Agricole (FDA) et du Plan Maroc
vert (MAPM, 2019)). Cependant, et malgré un développement remarquable de cette filiére,
seule un nombre tres limite de cultivars est cultivée d'une maniére intensive dans les vergers
commerciaux au Maroc. Cette intensification des cultivars, qui sont génétiquement
homogenes en plus des conditions météorologiques qui deviennent de plus en plus
défavorables a cause du changement climatique, rend ces cultivars plus sensibles aux
différents stress abiotiques et biotiques et surtout aux attaques des ravageurs ce qui nécessite
une utilisation intensive de pesticides. Donc il est fortement justifié d’envisager
un programme de gestion intégrée contre ces ravageurs en utilisant des moyens de lutte
surtout biologiques pour limiter l'utilisation des pesticides qui sont néfastes pour la santé
humaine, les insectes pollinisateurs et I’environnement d’une fagon générle. Parmi les
principaux ravageurs du pommier au Maroc, figurent les pucerons et plus particulierement le
puceron cendré (Dysaphis plantaginea Passerini) qui est bien adapté aux conditions
climatiques et aux pratiques culturales dans les vergers du pommier au Maroc. Il provoque
beaucoup de dégats sur les feuilles, les rameaux et les fruits causant ainsi des pertes

économiques significatives.

Malgré la grande importance économique du pommier au Maroc, cette espéce n’a pas fait
I’objet de travaux d’identification et de caractérisation pour sa protection et sa conservation.
Dans 1'état actuel de nos connaissances, on dispose de tres peu d’informations sur la diversité

génétique de cet arbre fruitier et sur son principal puceron ravageur: D. plantaginea.

Le travail proposé concerne premiérement 1’étude de la diversité du patrimoine génétique du
pommier au Maroc (en utilisant des marqueurs pomologiques et moléculaires) afin de fournir
au gestionnaires des éléments d’aide a la décision pour la gestion et la conservation; et
deuxieémement, 1’é¢tude de la diversit¢ génétique du puceron cendré du pommier
(D. plantaginea) au Maroc afin d’apporter des connaissances de base qui peuvent aider
les pomiculteurs a adopter une gestion rationnelle de ce puceron. Cette these est structurée en

cing chapitres articulés comme suit :

» Le premier chapitre rapporte une synthése bibliographique qui présente une
description botanique du pommier (Malus domestica Borkh), [I’histoire de sa

diffusion, sa taxonomie, son importance économique, ses ravageurs en mettant l'accent
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sur le puceron cendré du pommier (D. plantaginea) ainsi que son amélioration

génétique

» Le second chapitre a porté sur I’évaluation pomologique des cultivars marocains du
pommier en se basant sur 34 descripteurs pomologiques (quantitatifs et qualitatifs) et
chimiques publiés par I’Union Internationale pour la protection des obtentions
végétales (UPOV) et Iinstitut international des ressources phytogénétiques (IPGRI) et
qui sont largement utilises dans les études de diversité pomologique du pommier a

I'échelle internationalle.

» Le troisiéme chapitre a été consacré a I’étude de la biodiversité génétique du pommier
cultivé au Maroc a I’aide de marqueurs moléculaires du type ISSR. Cette partie a pour
but d'estimer la diversité génétique et comprendre les relations phylogénétiques et /ou
des liens éventuels entre les cultivars de pommier a I’intérieur et entre les différentes

régions productrices.

» Pour le quatrieme chapitre nous avons essayé de faire d'une pierre deux coups:
premiérement, en vue de rationaliser le processus de génotypage du pommier au
Maroc (économiser le temps et ou I'argent sans perdre d'efficacité), nous avons évalué
26 marqueurs du type SSR répartis sur I'ensemble du génome du pommier afin de
sélectionner les meilleures. Deuxiemement, nous avons évalué lesdits marqueurs en
utilisons les génotypes du pommier qui nous intéresse; il s'agit de 27 génotypes de
pommier avec des nominations locales appartenant aux quatre régions montagneuses.
L'étude de ce type de génotypes va augmenter nos connaissances sur les ressources
génétiques locales du pommier au Maroc, la chose qui pourrait étre d'une grande

importance dans les futurs programmes de gestion, de conservation et de valorisation.

» Le cinquiéeme et le dernier chapitre est dédié a I'étude de la structure et la
différenciation génetique de cing populations de D. plantaginea réparties sur les
principales régions productrices du pommier au Maroc dont le but de chercher des
solutions en mesure de lutte contre ce ravageur qui engendrerait des menaces sérieuses

pour les pomiculteurs.
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Le pommier : Origine et histoire de domestication

Malgré le grand intérét économique du pommier, I’histoire de sa domestication a longtemps
¢té mal connue. Et pour cause, son lieu d’origine supposé a été inaccessible jusqu’a la fin de
la guerre froide. Des 1929, Nikolai Vavilov, botaniste et généticien russe, avait suggéré que le
pommier sauvage Malus sieversii originaire des montagnes du Tian Shan au Kazakhstan en
Asie centrale, était le principal géniteur du pommier cultivé. 1l basait son hypothese sur la

similarité des fruits entre ce pommier sauvage et le pommier cultivé (Cornille et al. 2014).

Des travaux d’observation plus récents dans cette région ont montré que la diversité présente
chez M. sieversii, notamment au niveau de la forme, du godt et de la couleur des fruits, se
retrouvait chez le pommier cultivé (Cornille et al. 2012). De méme, les analyses moléculaires
de séquences d’ADN ribosomiques et chloroplastiques réalisées par Harris et al. (2002) ont
montré que le pommier cultivé était phylogénétiquement proche du pommier sauvage de
I’Asie Centrale. La confirmation définitive sera donnée par le séquengage du génome du
pommier domestique et la comparaison de certains de ses geénes avec ceux d’especes
sauvages. Apres cette comparaison, Malus sieversii apparait bien comme 1’espéce sauvage la
plus proche génétiquement du pommier domestique (Velasco et al. 2010). Cette découverte ne

révélait cependant que le début de I’histoire.

Dés le Néolithique, les anciennes voies commerciales connues sous le nom de routes de la
soie ont joué un role important dans 1’évolution du pommier cultivé (Cornille et al. 2014). Les
voyageurs et leurs animaux domestiques ont ainsi véhiculé des pépins de 1’Asie Centrale vers
la Chine a I’Est, et vers I’Europe a 1’Ouest (Harris et al. 2002). Selon Currie, 2000 et Cornille
et al. 2012, les pépins de ces especes asiatiques auraient pu étre disséminés aléatoirement le
long de ces routes et s’hybridés avec d’autres espéces de pommier sauvages comme : Malus
sylvestris Mill répandue en Europe, Malus Baccata Borkh originaire de Sibérie et d’Asie de
I’Est et Malus orientalis espece caucasienne, contribuant ainsi au pool génétique du pommier
cultivé (Figure 1). Par la suite, différents croisements interspécifiques avec d’autres espéces
du genre Malus comme Malus floribunda Sieb ont permis d’améliorer les variétés cultivées
en introduisant des genes de résistance a différentes maladies (Harris et al. 2002). D'autres
études relativement récentes ont montré que le pommier sauvage européen M. sylvestris, en
particulier, est considéré comme un contributeur majeur au genome du pommier domestique
en Europe occidentale, car il est génétiquement plus proche de cette espece que de son

géniteur d'Asie centrale, M. sieversii (Cornille et al. 2014 ; Duan et al. 2017).
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L'histoire évolutive du pommier cultivé se précise (a). Domestiqué dans les montagnes du Tian Shan, au Kazakhstan (1) a
partir de 'espéce sauvage Malus sieversii, il s'est dispersé d'Asie jusqu’en Europe le long de la route de la soie, s'hybridant au
passage avec l'espéce sauvage caucasienne M. orientalis (2) et le pommier sauvage européen M. sylvestris (3). L'arbre
phylogénétique b résume les transferts génétiques (fléches) entre le pommier domestique (en vert) et les pommiers sauvages.

Tous sont issus d'un méme ancétre commun (en noir).

Figure 1:L histoire évolutive du pommier domestique (Giraud et al. 2014)

Classification, description botanique et biologie de la

reproduction

I1.1 Classification et nomenclature

Le pommier cultivé appartient au genre Malus et sa dénomination binomiale
Malus x domestica Borkh reflete son origine interspécifique et remplace I'ancien nom
M. pumila Mill ainsi que dautres noms comme Pyrus malus L (OECD, 2019). Le genre
Malus appartient a la famille des Rosacées qui est traditionnellement divisée en quatre
sous-familles sur la base du type de fruit (Luby, 2003 ; Shulaev et al, 2008). 1l s'agit de :

Rosoidées : le fruit est un akéne
Prunoidées : le fruit est une drupe

v
v
v’ Spiréoidées : le fruit est un follicule ou une capsule
v' Maloidées : le fruit est pomacé

Cette classification systématique des Rosacées a changé au fil des années et I'analyse

moléculaire a ajouté au débat les regroupements de sous-familles (Potter et al, 2007).
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En utilisant les données de sequences nucléaires et chloroplastiques de 88 genres, la famille

des Rosacées a été reclassifiée en trois sous-familles :

v Rosoidées : nombre de chromosomes de base (x) = principalement 7
v Dryadoidées : x = 8 ou plus
v' Spiréoidées : principalement x = 8, 9, et rarement x = 15 ou 17

Tous les genres précédemment assignés aux Prunoidées (x = 8) et aux Maloidées (x = 17) ont
été inclus dans les Spiréoidees (Potter et al, 2007)

Selon un autre changement de nomenclature plus récent, les sous-familles des Maloidées et
des Spiréoidées ont été regroupées en une nouvelle sous-famille, celle des Amygdaloidées
(USDA-ARS, 2018). D'aprés cette derniére classification de la famille des Rosacées,

le pommier est classé comme suit :

FaMUIL e o, Rosacées
SOUS-TAMIIIE ...t Amygdaloidées
U e Malées
SOUS-EIIDU ..o Malinées
GBITE: . . et Malus Mill
=T 0] PP Malus
ESPBCE .ot Malus domestica Borkh.

Bien que la définition traditionnelle des quatre principales sous-familles de rosacées puisse
s'effondrer d'un point de vue taxonomique, ce regroupement reste d'une grande utilité de point
de vue économique et horticole ; il est encore couramment utilisé dans la littérature (OECD,
2019).

1.2 Description botanique

Le pommier cultivé (M. domestica) est un arbre de vigueur moyenne, ramifié, avec un seul
tronc et une canopée largement étalée. Il mesure généralement de 2 a 10 m de haut (en
culture, la taille et la forme des arbres dépendent fortement du porte-greffe et du systéme de
plantation). Les jeunes tiges et rameaux sont un peu tomenteux, tandis que les branches les
plus agées sont glabres (Bailey et Bailey, 1976 ; Webster, 2005). lls portent des bourgeons qui
peuvent étre végétatifs, dont la croissance donne une pousse végétative ou des bourgeons
floraux, dont la croissance donne une inflorescence qui peut ultérieurement porter des fruits
(Massonnet, 2004). Les feuilles sont caduques, vert foncé, de forme ovale simple avec un
bord dentelé et disposées en alternance. Elles mesurent genéralement 4-13 cm de long et 3-7
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cm de large, avec des bords irrégulierement dentelés, et généralement poilues en dessous
(Webster, 2005 ; Rieger, 2006; Figure 2).

Figure 2: Différentes parties du pommier (Malus x domestica Borkh.). (A): feuilles;
(B): Inflorescence; (C): Fruits; (D): Arbre; (E): Rameaux; (F): Ecorce.
Source : tela-botanica.org.

Les bourgeons sont de couleur brun violace, ovoides et densément poilus. Les bourgeons
donnent naissance soit a des pousses/feuilles (bourgeons végétatifs) soit a des fleurs
(bourgeons floraux). Ces derniers sont plus grands et plus dodus que les bourgeons de
croissance et ont une surface duveteuse.

Les fleurs du pommier sont hermaphrodites, et la reproduction de 1’espéce est assurée avec
une allogamie prédominante (Massonnet, 2004). L’inflorescence du pommier est un corymbe
a floraison centrifuge. Chaque fleur (diamétre de 3-4 cm) a cing sépales, cing pétales variant
du blanc au rose, et environ 20 étamines avec des anthéres jaunes en trois verticilles
(10+5+5). Le pistil est composé d'un stigmate et de cing styles réunis a la base qui sont
Iégerement plus longs que I'étamine (Jackson, 2003 ; Hancock et al., 2008). Quant a l'ovaire,
il est inférieur, placé sous les sépales, les pétales et les étamines; il comprend 5 carpelles
inféres soudés renfermant chacun 2 ovules (Brown, 1975). D’autre part, les fleurs de méme
bouton ne s'épanouissent pas en méme temps, la floraison débute par la fleur centrale du
bouquet, puis les autres fleurs s'ouvrent successivement et la floraison dure de 10 a 15 jours
(Chenafi, 2017).
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Les anthéres liberent un pollen lisse, peu adapté au transport par le vent du fait de son poids
(diamétre entre 30 a 36 um) (Massonnet, 2004). Le pédoncule et le calice sont généralement
laineux, et le calice est persistant dans le fruit (\Webster, 2005).

Quant au fruit, la pomme est charnue, de forme ellipsoide a obovoide, indentée a la base et a
I'apex, & pulpe homogéne intermédiaire entre une drupe et une baie (Kebe, 2014). Les fruits
ont généralement un diametre supérieur a 5 cm et pesent de 150 a 350 grammes (Rieger,
2006). Elles varient en couleur et peuvent étre uniformément rouges, verts, jaunes ou
bicolores rayés ou rougis sur un fond jaune ou vert. Chaque fruit contient un cortex de chair
(comestible) entre la peau et la ligne du noyau. Le noyau central possede une moelle charnue
et une capsule papillaire composée de cing carpelles soudés. Chaque carpelle contient
généralement deux graines qui sont lisses, brillantes et de couleur marron (Jackson, 2003 ;
Rieger, 2006). Trois structures se distinguent dans le fruit au niveau tissulaire : L’épiderme
(peau), le mésocarpe ou parenchyme (chair) et ’endocarpe (zone corticale contenant les
pépins, aussi appelée le trognon). Le mésocarpe occupe la majeure partie du fruit, c’est
le tissu le plus consommeé (Figure 3 ; Verdu, 2013).

Concernant les racines de I’arbre, elles consistent en une couche horizontale de racines
permanentes, épaissies et étalées, situées a moins de 50 cm de la surface, d'ou partent de
nombreuses racines verticales qui descendent jusqu'a la couche imperméable ou a la nappe

phréatique (Jackson, 2003).

b)

Etamines

Calice marcescent Coupe réceptaculaire
hypertrophiée

Styles et étamines
flétris
\a

. Endocarpe =T T
\ ‘ Fors ‘W |~— Epicarpe
Gramesﬂ ‘E :
Limite e oY
“externedu :
carpelle
Mésocarpe

Figure 3: Formation du fruit chez le Pommier, (a): fleur flétrie en coupe longitudinale, (b):
fruit en coupe longitudinale et en coupe transversale.
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11.3  Biologie de la reproduction

M. domestica se reproduit naturellement par la graine. La plupart des cultivars dépendent de
la pollinisation pour la production de graines, mais certains peuvent produire des graines sans

qu'il y ait fécondation (graines apomictiques) (Westwood, 1993).

La majorité des cultivars ne peuvent pas s‘autopolliniser, en raison d'un mécanisme
d'auto-incompatibilité gamétophytique faisant appel a un géne multiallélique du locus S, le
géne S-RNase (Sassa et al, 1994). A cause de cette auto-incompatibilité, la plupart des
cultivars présentent un taux éelevé d'hétérozygotie. Lorsqu'ils se reproduisent par la graine,
leurs caracteres ne sont donc pas stables ; ils présentent une trés grande variabilité et
produisent généralement des fruits dont la taille, I'aspect et la qualité sont mediocres (\Webster
et Wertheim, 2003). Les génes d'incompatibilité des différents cultivars sont suffisamment
différents pour que la quasi-totalité des cultivars puissent se féconder entre eux.
De nombreuses études ont été réalisées dans ce sens, et des listes de compatibilité sont
disponibles (Kemp, 1996). Il faut consacrer environ 10 % d'un verger a des cultivars
pollinisateurs pour assurer une production stable. On peut utiliser, comme pollinisateur,
un autre cultivar de pommier compatible, ou encore un cultivar de pommetier spécialisé
(Maggs et al. 1971 ; Westwood, 1993).

La pollinisation des fleurs du M. domestica est essentiellement assurée par les insectes
(généralement par les abeilles, et dans une moindre mesure, certains dipteres). Les grains de
pollen mdrs comportent trois sillons germinaux et présentent des plis ou des rides qui les
rendent rugueux (Pratt, 1988). Comme ces grains sont lourds et de grande taille, il y a trés peu

de pollinisation par le vent.

La floraison a lieu au début du printemps ; mais de nombreux facteurs biotiques
(phytohormones endogenes, charge fruitiere de l'année précédente, pathogenes et autres
organismes nuisibles) et abiotiques (lumiére, stress hydrique, nutriments, température et
substances chimiques exogenes) peuvent avoir une incidence sur la floraison, tout comme les
pratiques culturales utilisées, notamment le greffage, la taille, la pratique d'incisions et/ou
le garrottage (Jackson, 2003). La période de floraison durant laquelle du pollen viable est
produit varie selon les conditions météorologiques et dure habituellement 7 a 30 jours.
La periode de pollinisation effective, soit la période durant laquelle I'ovule peut étre fécondée
moins le temps requis pour le développement du tube pollinique jusqu'a I'ovule, varie de 2 a
9 jours (Pratt, 1988). La longévité des ovules est donc un facteur limitant pour la nouaison

(formation de fruits).
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Chez la plupart des cultivars, le fruit arrive a maturité 120 a 150 jours apres la floraison.
(Rieger, 2006). Généralement entre 1 et 5 % environ des fleurs produisent des fruits mdrs.
Les autres fleurs n'en produisent pas en raison de I'absence de pollinisation, de la compétition
entre fruits ou des pratiques culturales utilisées (éclaircissage visant a augmenter la taille et
la qualité des fruits et a empécher le phénoméne d'alternance). L'alternance se produit
lorsqu'une récolte abondante inhibe la formation des boutons floraux, ce qui a pour effet de

réduire la floraison au cours de I'année suivante (Jackson, 2003).

Dans les zones tempérées du nord, les fruits sont cueillis entre le début d'aodt et la fin de
novembre et peuvent étre, selon les cultivars entreposes jusqu'a un an (ACIA, 2014).
A maturité, un grand pommier cultivé peut produire 2 000 fruits par année, et peut vivre plus
de 50 ans. Il peut donc, en théorie, produire 100 000 fruits au cours de son existence (ACIA,
2014).

1. Cytogénétique et complexité du génome

La majorité des pommiers cultivés sont diploides (2n=34). Cependant, d'autres niveaux de
ploidie (tri-, tétra-, penta- et hexaploidie) sont également connus chez cette espéece (Hofer et
Meister, 2010). Le nombre de paires de chromosomes des Maloidées (n=17) dont Malus
domestica fait partie est trés élevé en comparaison avec les autres sous familles des Rosacées
qui en possédent généralement entre 7 et 9.

Deux hypothéses qui considérant les Maloidées comme des polyploides secondaires sont

encore a I'étude pour expliquer ce nombre élevé de chromosomes :

La premiere hypothese (Allopolyploidie) considere que les Maloidées sont issues

d'hybridations anciennes entre des espéces des Prunoidées (x = 8) et des Spiréoidées (x = 9),
suivies d'un doublement chromosomique. Les hybrides originaux auraient été stériles et ce
n'est qu'apres le doublement chromosomique qu'ils auraient formé des allopolyploides fertiles
(Way et al. 1990 ; Luby, 2003 ; Webster, 2005).

La seconde hypothése (Autopolyploidie) considére que le genome du pommier est formé, il y

a plus de 50 millions d'années d'un évenement de duplication a I'échelle du génome d’un
Spiréoidées (tres probablement du genre Gillenia (x=9)) suivie de la perte aneuploide d’une

paire de chromosomes homologues (Velasco et al. 2010).

En 2010 et pour la premiére fois, Le genome complet de Malus domestica a été sequenceé a
partir de la variété Golden Delicious (Velasco et al. 2010). Pour s’affranchir du haut niveau

d’hétérozygotie du génome lors de I’assemblage, d'autres séquencgages complets plus récents
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en 2017 (a partir d’un haploide doublé nommé GDDH13, issu de la variété Golden
Delicious), en 2019 (a partir de la lignée homozygote dérivée de I'anthere HFTH1 issue de la
variété Hanfu ) et en 2020 (a partir de la variété commerciale Gala) ont été réalisés et ils ont
apporté des ameliorations importantes (Figure 4; Daccord et al., 2017; Zhang et al. 2019;
Broggini et al. 2020). La taille du génome est composé d’environ 651 Mb (Mb= un million de
paires de bases) comprenant 42 140 génes annotés (Daccord et al. 2017).
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Figure 4:Synthénie et distribution des caractéristiques génomiques et épigénomique du
génome du pommier (Daccord et al. 2017).

Malgré la sélection et le maintien des variétés par greffage, la diversité du génome du
pommier domestique est trés élevée avec en moyenne un taux d’hétérozygotie He > 0,7 et une
forte occurrence de polymorphismes SNP (4,4 SNPs par kb, Velasco et al. 2010). Le systeme
d’auto-incompatibilité gamétophytique, la diversité des progéniteurs durant la domestication,
la durée de la spéciation, la durée de vie des pommiers et la sélection humaine empirique par
pollinisation ouverte ont sans doute contribué¢ a conserver des niveaux d’hétérozygotie

importants dans I’ensemble de 1’espece (Gross et al. 2014).
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La cartographie de liaison génétique (Genetic linkage mapping) a contribué de maniere
significative a la compréhension actuelle de la structure du génome de Malus domestica.
Les premiéres études de liaison génétique sur le pommier ont été réalisées a la fin des années
1980 (Chevreau et Laurens, 1987 ; Manganaris et Alston, 1988). Elles ont été suivies de
projets internationaux de cartographie du génome du pommier en Europe (King et al. 1991) et
en Nouvelle-Zélande (Gardiner et al. 1996) et la premiere carte de liaison du génome du
pommier a été publiée par Hemmat et al. (1994).

Avec I'utilisation des marqueurs moléculaires SSR (Simple Sequence Repeat) et SNP (Single
Nucleotide Polymorphism), le nombre d'études de liaison génétique a augmenté rapidement.
Aujourd'hui, plus de 60 cartes de liaison différentes pour le pommier sont disponibles dans la
base de données https://www.rosaceae.org/. Ces cartes ont été établies en utilisant différents
génotypes parentaux, avec différents types de marqueurs d'ADN, et ont été faites pour des
caractéristiques allant de la résistance aux maladies a la qualité des fruits, I'aréme, le
développement des fleurs et des fruits, le moment de la récolte et les paramétres de croissance
des arbres, etc. La plus grande avancée dans ce domaine de recherche est le développement
d’outils de génotypage haut débit, en particulier les puces de génotypage SNP 8K (Chagné et
al. 2012), 20K (Bianco et al. 2014) et 480K (Bianco et al. 2016).

IVV. Exigences pédoclimatiques du pommier

IV.1 Exigences pédologiques

Le pommier tolére une gamme de sols aux caractéristiques physiques et chimiques variables.
Cependant, des terrains bien drainés, aérés, légérement acides (pH 6,5 a 6,7), argilo-limoneux,
profonds et riches en matieres organiques sont les plus favorables a sa culture. Les sols lourds
argileux a forte capacité de rétention en eau doivent étre évités autant que les sols a forte

teneur en calcaire actif (Dou El_macane et Skiredj, 2003).

IV.2 Exigences climatiques

Les variations climatiques ont une grande influence sur I’activité physiologique du pommier.
En effet, les différences annuelles parfois trés grandes de rendement et de qualité des fruits
sont en grande partie attribuées aux variations du climat par ces différentes composantes, la

température, la pluviométrie et le vent.
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IV.2.1 Température

Le pommier nécessite une longue période de repos végétatif pour satisfaire ses besoins en
froid qui varient, selon les cultivars, de 400 a 1 500 heures de température inférieure a 7,2°C
(Gautier, 1987 ; Trillot et al. 2002).

L’arbre peut résister, en repos végétatif a des températures inférieures a -35 °C. Par contre,
des que I’arbre reprend sa croissance végétative, les bourgeons vont montrer une sensibilité
croissante aux températures négatives, les pertes sont directes par la chute du rendement ou
indirectes par la présence de fruits non-commercialisables.

Les gelées de printemps peuvent causer de graves dommages, surtout pour les cultivars a
floraison précoce. Ces dommages ne sont pas toujours visibles immédiatement apreés le gel
(Jackson, 2003 ; Webster et al. 2005).

Les zones les plus favorables a la culture du pommier sont celles qui présentent des hivers
froids et des étés modérément chauds et relativement humides (Oukabli, 2012).
Des températures de 21 a 26 C sont les plus favorables a ’activité des abeilles au cours de
la pollinisation (Dou EI macane et Skiredj, 2003). Pendant la floraison, une température
minimale de 10°C est nécessaire pour une germination efficace du pollen. Lorsque
la température atteint 20°C, le taux de germination du pollen (Yoder et al. 2009 ; Abrol, 2012)
et la croissance du tube pollinique augmentent en donnant de plus grandes chances a une
fécondation réussite (Jefferies et Brain, 1984).

IV.2.2 Pluviométrie

La pluviométrie moyenne des régions favorables a la culture du pommier est de 600 a 700
mm de précipitations par an (Bretaudeau, 1979). De débourrement & la chute des feuilles,
le pommier consomme environ 6000 m* d’eau par ha par an et les plus forts besoins se font
sentir en Juillet et en Aodt (Gautier, 1987). La pluie pendant la période de floraison peut avoir
un impact négatif sur 1’activité des pollinisateurs, ce qui réduit le transfert de pollen (Abrol,
2012). Une autre possibilité est que la pluie inhibe la germination et la croissance du pollen
sur le stigmate (AHDB, 2017).

IV.2.3 Vent

Le vent peut avoir des influences négatives sur le pommier. Le vent violent brise les branches
et provoque la chute des fruits et/ou des fleurs. De méme, il présente un obstacle a 1’action
pollinisatrice des insectes (Oukabli, 2012). A partir des vitesses de vent de 15 km/h,
les abeilles domestiques ne volent pas et la quantité limitée de pollen qui aurait été transféree
se desseche rapidement (\Webster et al. 2005).
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V. Les principales maladies du pommier

A T’instar des espéces fruitieres cultivées, le pommier est attaqué par différentes maladies et
insectes (Figure 5). On peut citer les champignons, les bactéries, les virus, les mycoplasmes,
les pucerons et les nématodes (Blommers, 1994; Janick et Moore, 1996).

Figure 5:Dégats des maladies et des ravageurs du pommier. (A): Symptémes de la Tavelure;
(B): Dégats de carpocapse sur une pomme; (C): Colonie de pucerons cendrés sur une pousse
de pommier; (D): Symptémes de la Moniliose sur les pommes; (E) Dégats de pucerons des
galles rouges sur feuilles; (F): Fleurs avortées infectées par I’Oidium du pommier; (G):
Colonie active de pucerons lanigeres sur des pousses de pommier; (H): Chancre européen
sur le tronc d'un jeune pommier.

La plupart des troubles entrainent une perte de rendement important. Ces pertes causées par
les différentes maladies peuvent étre extrémement variables en fonction de la vigueur
de l'agent pathogene. Certains sont capables de tuer l'arbre entier, d'autres infectent les fruits
et les rendre invendables, tandis que d'autres ne peuvent causer que des symptémes mineurs
(Ahmadi-Afzadi, 2012).

Les ennemis de pommier les plus fréquentes sont celles de la tavelure, de 1’oidium, des
pucerons, du carpocapse, de la cochenille et des acariens (Tableau 1). La lutte contre ces
maladies représente une dépense economique annuelle importante pour les agriculteurs dans
la plupart des régions productrices de pommes. Le producteur doit lutter contre les maladies
comme la tavelure dés le début de la saison, ainsi que contre les maladies d'été et certaines
maladies liées a la conservation. Une approche bien intégrée est genéralement nécessaire pour
réussir la gestion des maladies, par exemple, l'application de fongicides, la sélection
de porte-greffes et des variétés résistantes ou tolérantes et la lutte biologique (Jonsson, 2007 ;
Dewasish and Amal, 2010).
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Tableau 1:Principaux ennemis du pommier (Blommers, 1994; Janick et Moore, 1996).

Groupe

Nom francais

Nom scientifique

Insectes

Lépidoptéres

Le carpocapse

La tordeuse orientale

La tordeuse pale du pommier
La phaléne brumeuse

La zeuzere

Le cossus gate-bois

La sésie du pommier

La mineuse du pommier

Le cémiostome du pommier

Cydia pomonella L.

Cydia molesta Busck

Pseudexentera mali Freeman
Operophtera brumata L.

Zeuzera pyrina L.

Cossus cossus L.

Synanthedon myopaeformis Borkh.
Phyllonorycter blancardella Fabricius
Leucoptera malifoliella Costa

Le puceron cendré du pommier

Le puceron vert non migrant du pommier
Le puceron vert migrant du pommier

Le puceron lanigere du pommier

Le puceron des galles rouges

Dysaphis plantaginea Passerini
Aphis pomi De Geer
Rhopalosiphum insertum Walker
Eriosoma lanigerum Hausmann
Dysaphis spp.

Hémipteres ] ) )
La lygide du pommier Lygidea mendax Reuter
La punaise terne Lygus lineolaris Palisot de Beauvois
La cicadelle blanche du pommier Typhlocyba pomaria McAtee
La cochenille ostréiforme Quadraspidiotus ostraeiformis Curtis
La cochenille virgule du pommier Lepidosaphes ulmi L.
Diptéres La mouche de la pomme Rhagoletis pomonella Walsh

La cécidomyie des feuilles

Dasyneura mali Kieffer

Coléoptéres

L’anthonome du pommier

Anthonomus pomorum L.

Hyménoptéres

L'hoplocampe du pommier

Hoplocampa testudinea Klug

Acariens

L’acarien rouge
L’acarien jaune
Le phytopte libre du pommier

Panonychus ulmi Koch
Tetranychus urticae Koch
Aculus schlechentdali Nalepa

Maladies

Champignons

La tavelure du pommier
L'oidium

Le chancre du collet

La moniliose

Le chancre européen

Venturia inaequalis Cooke
Podosphaera leucotricha Ell. & Ev.
Phytophtora cactorum Lebert & Cohn
Monilia fructigena Aderhold & Ruhl.
Nectria galligena Bresad.

Bactéries

Le feu bactérien
Le flétrissement des bouquets floraux

Erwinia amylovora Burrill
Pseudomonas syringae Van Hall

Virus

La mosaique du pommier

Genus: llarvirus

Nématodes

Le nematode des lésions
Le néematode a galle
Le nématode dague américain

Pratylenchus vulnus Allen & Jensen
Meloidogyne incognita Kofoid & White
Xiphinema americanum Cobb
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Au Maroc le pommier est sujet a plusieurs attaques de ravageurs qui provoquent des dégats
importants, mais seuls quelques ravageurs, qui sont nuisibles et fréquents occupent une place
importante dans le programme phytosanitaire des vergers. Il s'agitdu carpocapse,
les pucerons (surtout le puceron cendré), les acariens et dans une moindre mesure les
cochenilles (Oukabli et al. 2011).

Les producteurs de pommier au Maroc rencontrent de nombreuses difficultés pour lutter
contre ces ennemis comme le cas du contr6le du puceron cendré (Dysaphis
plantaginea, Passerini, 1860) qui montre de plus en plus une résistance accrue vis avis aux
insecticides (Delorme et al. 1999 ; Lesnik et al. 2005 ; Cross et al., 2007). En Effet, il est
considéré comme la plus dangereuse espéce de pucerons qui attaquent le pommier (Mifiarro et
al. 2005). A lui seul, cause plus de dommages que tous les autres pucerons en vergers de

pommiers (Forrest et Dixon, 1975).
V.1  Puceron cendré (Dysaphis Plantaginea)

V.1.1 Reépartition géographique

Le puceron cendré a probablement une origine européenne, mais il est aussi présent en
Ameérique du Nord, en Afrique du Nord, au Moyen-Orient et en Asie (Blackman et Eastop,
1984; Olvera-Vazquez et al. 2021).

V.1.2 Description et position systématique

Les larves du puceron cendré sont de couleur beige puis deviennent roses et ensuite gris-brun
pendant leur développement. Les adultes sont apteres (2 a 3 mm de long) et ils sont
généralement recouverts d’une pulvérulence blanchatre, présentent un corps de forme
globuleuse et leurs antennes arrivent jusqu’a la moitié du corps (Station De Recherche Acw,
2006 ; Figure 6).

Figure 6: Description morphologique du Puceron cendré du pommier. (A) : Colonie de
pucerons cendrés du Pommier ; (B) : Puceron cendré du pommier ailé ; (C) : Oeufs de
pucerons cendrés du pommier.
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Les pucerons ailés sont reconnaissables par leur couleur noir brillant avec une tache marron
foncé sur 1’abdomen et leurs ailes sont environ deux fois plus longues que leur corps.
Les ceufs, présents uniquement en hiver, ont une forme elliptique. Ils sont noirs brillants et
avoisinent le demi-millimétre de longueur. Ils sont habituellement disposés en petits groupes
sur les bois de deux a quatre ans, dans les replis d’écorce ou dans les crevasses autour des

ramifications et des bourgeons (Station De Recherche Acw, 2006).

La position systématique de D. plantaginea dans la classification est la suivante :

Reégne (Kingdom):........oovviiiiiiiiiiiiiiieeeee Animalia
Embranchement (Phylum):......................oo, Arthropoda
Sous-embranchement (Subphylum):.........................Hexapoda

Classe (Class):u . ueeneiii e e Insecta

Sous-classe (Subclass):.......oooeviiiiiiiiiiiiiiiiiieas Pterygota

Ordre (Order):......oveeiiiie e, Hemiptera
Sous-ordre (Suborder):.........coviiiiiiiiii Homoptera

Famille (Family):...........cooiiiiii e Aphididae
Sous-famille (Subfamily):................oooviiiiin... Aphidinae

Genre (GENUS): .. .ottt Dysaphis

ESpece (SPecies):....ouiuiiriiiiiiiiie e Dysaphis plantaginea
Nom binominal:.................ocoiiiiiiiiiii Dysaphis plantaginea (Passerini, 1860).

V.1.3 Cycle de vie

Dypaphis plantaginea est une éspece holocyclique (son cycle biologique complet comprenant
une reproduction sexuée et plusieurs reproductions asexuées par parthénogénése)
et dioécique (effectue son cycle biologique sur deux plantes hotes de deux familles botaniques
différentes) (Bonnemaison, 1959). L’hdote primaire de ce ravageur est le pommier
Malus domestica (Rosacées) et les hdtes secondaires sont les especes de plantain (Plantago
spp.), plus particulierement le plantain lancéolé (Plantago lanceolata ; Plantaginacées)
(Figure 7 ; Blommers, 1999).

D. plantaginea passe 1’automne et 1’hiver sous forme d’oeufs en diapause sur I'écorce dans la
moitié inférieure de son hote primaire (Bonnemaison, 1959). Au début du printemps,
peu aprés le débourrement, les ceufs éclosent en donnant naissance a des fondatrices
apteres (Hull and Van-Starner, 1983). Ces fondatrices engendrent par parthénogenése des
individus (femelles) aptéres dits virginipares qui se reproduisent par parthénogenése et dont la
descendance est également parthénogénétique (Lathrop, 1928 ; Bonnemaison, 1959
; Blommers et al., 2004).
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Figure 7: Cycle de développement de Dysaphis plantaginea (ACTA, 1977).

A la fin du printemps début d’été, I’évolution de la phénologie du pommier et I’augmentation
de la densité des colonies entrainent 1’apparition d’une génération de virginipares ailées qui
migrent vers les hdtes secondaires (Bonnemaison, 1959). La parthénogénése se poursuit sur
les hotes secondaires, via des individus aptéres, jusqu’au début de I’automne ou le
changement de photopériode entraine I’apparition d’une génération de femelles sexupares qui
donnent naissance a des individus sexués (Bonnemaison, 1959). Cette génération engendre
des individus sexués qui sont soit des gynopares ailées soit des andropares qui donneront
naissance a des males ailés. Les gynopares ailées sont les premiéres a regagner les pommiers
et donnent exclusivement naissance a des femelles sexuées ovipares aptéres. Celles-ci seront
fécondées par les males ailés qui viennent les rejoindre sur le pommier pour réaliser 1’unique
reproduction sexuée du cycle biologique. Les males et les femelles peuvent s’accoupler
plusieurs fois. Les femelles fécondées commencent a pondre 24 h aprés ’accouplement, et
pondent jusqu’a 8 ceufs avec une moyenne de 4.3 ceufs qui assureront I'hivernation de I'espéce
sur 1I’hote primaire.

L’alternance d’hote au cours du cycle biologique est considérée comme une stratégie

d’évitement des ennemis naturels (Bonnemaison, 1959).
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V.1.4 Deégats

D. plantaginea fait partie des ravageurs les plus néfastes en pomiculture. En absence d’un
contrdle efficace, ce puceron rendre entre 20 et 40 % (Bloomers et al. 2004), voire jusqu’a 80
% dans les cas extrémes (Qubbaj et al. 2005) des fruits récoltés non commercialisables.
Comme tous les pucerons D. plantaginea, est exclusivement phytophage. Il se nourrit de la
séve élaborée des plantes hotes grace a son appareil buccal de type piqueur-suceur composé
de styles perforants, longs et souples, coulissant dans un rostre (Hullé et al. 1998). Ces pieces
buccales trés sophistiquées, permettent aux pucerons d'effectuer des piqlres localisées dans
les plantes et d'atteindre les faisceaux cribro-vasculaires du phloéme, ou ils préléveront de
la séve élaborée (Sauvion, 1995). Sur le pommier ce comportement alimentaire provoque
de dégats a la fois directs et indirects visibles sur différents organes (Figure 8) et ont
des répercussions a plus ou moins longs termes. En effet, le puceron cendré provoque
un enroulement et des déformations foliaires (toujours dirigés vers la face inférieure de
la feuille ou les pucerons sont principalement présents) associés a un jaunissement ou
une dépigmentation plus ou moins marquée (Bonnemaison, 1959 ; Forrest et Dixon, 1975 ;
Forrest, 1987).

Gopyright INRA Gotheron

Figure 8: Symptémes et dégats causés par le puceron cendré du pommier sur les différentes
parties de l'arbre. (A, B, C) : les feuilles et jeunes pousses ; (D) : les fruits ; (E) : les jeunes
rameaux.
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Selon Varn (1987), D. plantaginea reduit la photosynthese et la teneur des feuilles en
chlorophylle de 50 et 25%, respectivement. Les fortes attaques peuvent méme entrainer une
chute prématurée des feuilles. La salive injectée lors des piqdres de D. plantaginea provoque
des pseudo-galles et déformant ainsi les jeunes branches (Forrest et Dixon, 1975 ; Forrest,
1987). En plus, Les pucerons libérent via leurs salives des composes chimiques au sein de
la plante qui altérent la cicatrisation, les voies de signalisation des défenses et 1’émission de
composés volatils (Walling 2008). D’autre part, le déficit de la séve phloémienne (riche en
acides aminés essentiels a la plante) prélevé par les pucerons contraint la croissance et
le développement des pousses (Bassino, 1982 ; Miles, 1989 ; Wellings et al. 1989).
Sur les jeunes fruits, les pigQres entrainent une déformation des pommes et un arrét de leur
développement, ce qui les rend malformés, malingres et sans valeur commerciale (Cruz De
Boelpaepe et al. 1987 ; De Berardinis et al. 1994 ; Hemptinne et al. 1995 ; Wilkaniec et
Trzcinski, 1997 ; Harvey et al. 2003 ; Graf et al. 2006). De plus, si des pucerons
se nourrissent directement du fruit, des taches rougeatres sont visibles en surface et le fruit
attaqué pourrira plus rapidement (Alford, 2007).

La présence de fortes populations de pucerons est accompagnée de la sécrétion du miellat
(produit non assimilé ou transformé excrétée par I'anus de l'insecte sur la plante). Ce miellat,
non toxique en lui-méme, peut soit agir directement en occultant les stomates, soit lorsqu'il est
trop abondant, induit a la surface des feuilles une pression osmotique ce qui créait un appel
d'eau a travers la membrane de la feuille. L'eau, ainsi soutirée de la plante, s'évapore trés
facilement, et le miellat agit alors comme produit déshydratant, rapidement mortel dans des
conditions favorisant I'évaporation (Comeau, 1992). Le miellat constitue aussi un milieu riche
pour le développement des champignons saprophytes qui noircissent notamment les parties
consommables des plantes. Ce noircissement créé par les spores des champignons est appelé
fumagine et rend impropre la commercialisation des fruits (Sauvion, 1995 ; Angeli et Simoni,
2006). La production de miellat est a I’origine de la relation mutualiste entre les pucerons et
les fourmis notamment la fourmi noire des jardins Lasius niger (Hymenoptére : Formicidae)
(Stewart-Jones et al. 2007 ; Mifarro et al. 2010 ; Nagy et al. 2013, 2015). Les fourmis
récuperent le miellat réjeté et en contrepartie, ils réduisent la compétition exercée par les
especes de pucerons non myrmecophiles et protegent les colonies de leurs ennemis naturels
(Yao et al. 2000 ; Kaneko 2003). Ces faits suggerent que les manipulations visant a
interrompre la relation entre les fourmis et D. plantaginea, peuvent et doivent étre considérées
comme un élément important dans le développement de futures stratégies de lutte contre

D. plantaginea.
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V.1.5 Les prédateurs naturels de Dypaphis plantaginea

En verger de pommier, les prédateurs les plus actifs de D. plantaginea sont les Diptéres
(syrphes, cécidomyies), les Coléopteres (coccinelles, cantharides, staphylindes, carabidés), les
Névropteres (chrysopes, hémérobes), les Heétéroptéres prédateurs (anthocorides, mirides,

nabides), les Dérmaptéres (forficules) et les araignées (Arachnides ; Figure 9 ; Dib, 2010).

Figure 9: Le cortége de predateurs observés dans les colonies du puceron : (A) Larve de
syrphe, Episyrphus balteatus; (B) Adulte de syrphe, E. balteatus; (C) Larve de cécidomyie,
Aphidoletes aphidimyza; (D) Larve de coccinelle, Harmonia axyridis; (E) Adulte de coccinelle, Adalia
bipunctata; (F) Adulte de cantharide, Rhagonycha fulva; (G) Adulte de staphylinde, Philonthus sp.;
(H) Adulte de chrysope, Chrysoperla sp.; (1) Larve de chrysope, Chrysoperla sp.; (J) Adulte de
hémérobe, Hemerobius sp.; (K) Larve d’hémérobe, Hemerobius sp.; (L) Adulte d’anthocoride,
Anthocoris nemoralis; (M) Adulte de miride, Deraeocoris ruber; (N) Adulte de forficule, Forficula
auricularia; (O) Adulte d’araignée crabe, Synaema globosum. Source (http://aramel.free.fr/).
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Vue leur cycle de développement, la majorité des prédateurs a I'exception des syrphes,
arrivent dans les colonies de D. plantaginea souvent trop tard pour avoir une action
efficace (Wyss, 1995 ; Blommers, 1999 ; Wyss et al., 1999a ; Mifiarro et al., 2005 ; Brown
et Mathews, 2007). En plus, les prédateurs n’exercent pas tous une régulation biologique
pendant I’intégralit¢ de leur cycle de développement. Pour certaines familles (syrphes,
cécidomyies), seule la larve est prédatrice, tandis que pour d’autres (coccinelles, staphylins),

la larve et ’imago sont tous les deux prédateurs.

V.1.6 Méthodes de lutte

Divers moyens et techniques ont été utilisés et testés pour lutter contre le puceron cendré du

pommier. On peut citer :

> Les produits phytosanitaires :

Les insecticides restent un moyen tres efficace de contréle du puceron cendré (Simon et al.
2010) mais leurs utilisations deviennent de plus en plus restreintes. Par exemple, en France,
le Plan Ecophyto-11 lancé par le gouvernement prévoit de diminuer 1’utilisation des produits

phytosanitaires de 50 % d’ici 2025 (https://www.inrae.fr).

> La modification de ’appétence des feuilles par 'application d’argile calcinée :

Cette technique consiste a pulvériser sur les arbres en automne, une fine couche du
kaoline calcinée (argile calcinée) pour créer une barriere physique efficace (une couche
protectrice d’argile sur les feuilles de pommiers) pendant toute la période de migration de
retour des pucerons. Cette technique réduirait considérablement (moins 50 %) les populations

de pucerons cendrés au printemps suivant (Romet, 2004).

» Le choix variétal :

Toutes les variétés de pommiers n'ont pas la méme sensibilité au puceron cendré. En effet, les
variétés tardives ont tendance a étre plus tolérantes aux attaques. Sur ces variétés, on observe
une plus forte mortalité chez les fondatrices ce qui peut étre expliqué par le décalage temporel
entre 1’éclosion des ceufs des pucerons cendrés et le débourrement des arbres (Mifiarro et
Dapena, 2007). Des variétés tolérantes comme Florina (tableau 2) ne subissent pratiquement
aucune perte suite aux attaques de D. plantaginea (Dib, 2010). Mais a I’instar des nombreuses
variétés de pommes résistantes a la tavelure (qui représentent moins de 2 % des surfaces
cultivées en pomme en France), leur développement est freiné par 1’accés au marché, qui reste

le premier critére de choix des arboriculteurs (Dib, 2010).

Page | 24


https://www.inrae.fr/

Tableau 2: La sensibilité d’une liste non exhaustive de variétés de pommiers au puceron
cendre (Dib, 2010). S =Sensible, M = Moyennement sensible, T = Tolérante.

Variété Sensibilité Variété Sensibilité
Aivanija T Jonagold S
Bell Golden T Jonathan M
Blanquina M Kovelit M
Boskoop M Liberty M
Bramley S Limon Montés T
Chadel M Melrose S
Charden M Mollie’s Delicious T
Collaos M Morspur Golden Delicious M
Coloradona S Mutsu M
Cooper Sel .4 M Oregon Spur T
Dayton M Perico M
De la Riega M Pink Lady S
Durona Tresali M Prima M
Egremont Russet S Primrouge S
Ernestina S Priscilla M
Fiesta T Raxao T
Florina T Red Delicious S
Freedom M Redfree S
Fuji M Red Spur S
Gala S Regona T
Galarina T Renetta Canada S
Glockenapfel S Rubinette M
Gloster S Solarina M
Golden Delicious S Starkrimson M
Golden Lasa S Teodrica S
Golden Orange T Topaz S
GoldRush T Verdialona M
Granny Smith S Wagener T
Idared M Williams’ Pride M
Jonafree S Xuanina M

> La défoliation automnale :

Pour perturber le cycle biologique des pucerons, cette technique consiste a défolier
integralement (manuelle ou artificielle) les arbres du pommier a I’automne. Cette défoliation
automnale empéche les pucerons de s’alimenter suite a leur vol retour sur le pommier est par
conséquence réduirait la ponte et le nombre de population au printemps suivant (Romet, 2004
; Radoslav et al. 2012). L’efficacité de la méthode de défoliation a permis de valider 1’intérét
potentiel d’une intervention automnale, d’autant qu’elle ne semble pas engendrer de
modifications physiologiques des arbres. Cependant, la défoliation plusieurs années de suite
sur les mémes arbres n’a jamais réalisé. Donc, nous devons rester prudents, car les

conséquences a long terme de cette technique ne sont pas encore connues.
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> La gestion de la fertilisation :

L’utilisation excessive des engrais (surtout les engrais azotés) peut créer une augmentation
d'azote dans la séve qui sera favorable a une multiplication rapide de D. plantaginea. En effet,
ce dernier, comme tous les pucerons, est friand de matieres azotées. Il préléve I'azote des

feuilles et rejette le sucre sous forme de miellat (Brown, 2008).

> Le controle des fourmis :

En verger, il a été montré que les fourmis, qui viennent se nourrir des miellats rejetés, peuvent
contribuer de maniére importante au développement des colonies de D. plantaginea, et les
protégent contre les prédateurs (Stewart-Jones et al., 2008; Mifarro et al. 2010). Donc,
I'exclusion des fourmis par I’utilisation de bande collante autour des troncs, ou par
I’application de soufre au pied des arbres est hautement souhaitable, méme si la question des
colts de traitement reste un facteur déterminant (Nagy et al. 2007; Stewart-Jones et al. 2008).
En revanche, ces opérations peuvent influencer négativement la présence de quelques groupes

importants d’auxiliaires comme les forficules sur les arbres (Pifiol et al. 2009).

> La suppression du plantain (P. lanceolata) avoisinant les vergers :

L’idée c'est qu’en diminuant les populations de plantain avoisinant les vergers, les pucerons
cendrés se verraient dépourvus de leur hote secondaire et par conséquent leur cycle de
développement sera interrompu. Deux expériences menées en Espagne (Alins et al. 2007) et
au Canada (Brown, 2008) ont montré que la présence ou 1’élimination locale du plantain,
n’a pas d'influence significative sur 1’abondance ou I'effondrement des populations du

puceron cendré.

> La lutte biologique :

Selon Ricard et al. (2012), la régulation naturelle des populations ou le contrdle biologique
naturel est issu de I’action conjointe de parasitoides, prédateurs et pathogeénes qui a pour
conséquence de réduire l'effective d’un organisme en dessous d’une valeur seuil qui
correspond a une densité au-dessus de laquelle les dégats provoqués par ces organismes

causent des dommages économiguement intolérables.

La majorité des méthodes testées en lutte biologique consiste a des lachers d’auxiliaires.

Ainsi, nous pouvons citer deux experiences:

e La premiere experience consiste en un lacher de larves de Coccinelle Adalia
bipunctata (20 larves par arbre) dans un verger durant trois années successive
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(Deguette et Wateau, 2009). Les reésultats obtenus varient d'une année a l'autre.
En effet, lors d'une année a faible infestation, les lachers contrbleraient efficacement
les populations de pucerons cendrés. En revanche, lors d’une année a forte infestation,
ce type de lutte n’empécherait pas le développement des foyers déja en place

(Deguette et Wateau, 2009).

e La deuxieme expérience a été réalisée dans le domaine de I’INRA d’Avignon en avril
2009. Celle-ci a consisté en des lachers de larves de forficules (20 larves par arbre) en
verger de pommier. Les résultats obtenus lors de cette expérience n’ont pas permis de

conclure sur I’intérét de cette méthode (Dib, 2010).

> Utilisation des plantes aromatiques :

Les composés organiques Vvolatiles (COVs) émis par les plantes aromatiques sont
particulierement intéressants dans la lutte contre les pucerons. En effet, ces COVs peuvent
avoir un effet direct sur le comportement ou la reproduction des pucerons (Ben lIssa et al.
2014 ; Dardouri, 2018) et/ou un effet indirect en favorisant leurs ennemies naturelles (Song et
al. 2013). Ainsi, les auxiliaires (prédateurs des pucerons) peuvent étre attirés par les COVs
et/ou favorisés par la présence de ressources fournies par ces plantes aromatiques (ressources
florales, proies alternatives, habitat).
Dans une étude récente, les propriétés répulsives des COVs émis par plusieurs espéces de
plantes dites « de services » ont été testées sur le puceron cendré du pommier (Dieudonné et
al. 2022). Le dispositif utilisé dans cette étude permet de prendre une mesure rapide et directe
du pouvoir répulsif de plantes entiéres sur une population de pucerons. Les résultats obtenus
ont montré que trois espéces sont dotées d'un fort pouvoir répulsif contre
D. plantaginea (Dieudonné et al. 2022):

v La menthe poivrée (Mentha piperita L.),

v Le lavandin (Lavandula x intermedia Emeric ex Loisel.),

v Le romarin (Salvia rosmarinus Schleid.).
En outre, des tests sur différents chémotypes de romarin ont montré que le pouvoir répulsif

pouvait varier au sein d'un méme chémotype (Dieudonné et al. 2022).
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VI.

Multiplication et Sélection du pommier

V1.1 Multiplication du pommier

Le pommier cultivé, comme la majorité des autres arbres fruitiers, est composé d'un
porte-greffe et d'un scion ou greffon. Le porte-greffe constitue le systéme racinaire et une
petite proportion de la partie inférieure du tronc, tandis que le scion greffé ou écussonné sur le
porte-greffe forme la partie supérieure fructifere (Webster et Wertheim, 2003).
Les porte-greffes influencent les performances du scion greffé et peuvent affecter des
caractéristiques telles que la résistance a la sécheresse et aux maladies de I'arbre, ainsi que la
vigueur, la précocité et la fructification du scion (Webster et Wertheim, 2003). Divers
composés, tels que des minéraux, des protéines, des ribonucléoprotéines et des ARN sont
transférés entre le porte-greffe et le scion, mais les mécanismes moléculaires de la facon dont
le porte-greffe influence les phénotypes du scion ne sont pas encore clarifiés en détail
(Figure 10, Kumari et al. 2015). Le scion est la partie de I'arbre dont le nom est reconnu,

comme le cultivar « Golden Delicious ».

MM.111 M.25

Figure 10: Effet du porte-greffe sur le volume de [ “arbre.Silhouettes de pommier de la variété
'Cox’s Orange Pippin' greffé sur une gamme de porte-greffes séries "Malling" et *Malling-merton"
montrant I'effet de ces derniers sur le développement du scion au bout de plusieurs années (Webster &
Wertheim, 2003).
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Une fois qu'un cultivar commercial est obtenu, il est toujours propagé de maniere asexuée
(Webster et Wertheim, 2003). La propagation sexuée n'est pas privilégiée car chaque graine
est geénétiqguement unique et possede des propriétés considérablement différentes des
génotypes parentaux, ce qui donnerait une plante qui n'est pas " true-to-type™ ou identique.
De plus, les cultivars propagés a partir de graines donnent géenéralement des fruits de taille,
d'apparence et de qualité médiocres. Bien que les porte-greffes puissent étre propagés par les
graines, la propagation des porte-greffes devient de plus en plus asexuée (Webster et al.
2005). Les porte-greffes et les scions sont généralement des espéces de Malus ou des hybrides

interspécifiques de Malus.

V1.2 Sélection du pommier

La sélection des pommiers est axée sur le développement de meilleurs cultivars (scions) et
porte-greffes. La principale réalisation scientifique en matiere de sélection de porte-greffes de
pommier a été le développement de porte-greffes nains, qui a commencé au début des années
1920, par la station de recherche East Malling dans le Kent, en Angleterre (Tukey, 1978 ;
Mudge et al. 2009). Le porte-greffe M.9, développée par cette station de recherche, et ses
sélections améliorées font partie jusqu'a présent des porte-greffes les plus utilisés dans le
monde. D'autres efforts de sélection de porte-greffes ont permis, par exemple, de sélectionner
des porte-greffes nains tolérants au froid hivernal ou résistants au feu bactérien, au chancre du

collet et & d'autres maladies (Cummins et Aldwinckle, 1994).

Quant au Maroc, le porte-greffe le plus utilisé est le MM 106. Il est d’'une moyenne vigueur
qui s’adapte bien aux sols lourds et profonds et craint la sécheresse mais il est tres sensible au
phytophthora (Le chancre du collet: Champignon), ce qui limite actuellement son
utilisation. D’autres porte-greffes d’introduction récente comme Pajam 1 Lancep, le Pajam 2
Cepiland, le M 9 NAKB et le M 9 EMLA suscitent beaucoup d’intérét a cause de leur effet
nanifiant et de mise a fruit rapide (Oukabli, 2012).

Dans la sélection des scions de pommiers, I'objectif principal est d'obtenir une combinaison
de haute qualité de fruit (taille du fruit, texture, couleur du fruit, saveur et arbme) avec une
résistance aux maladies et aux parasites. En outre, d'autres caractéristiques sont considérées
comme importantes dans la sélection de nouveaux cultivars (scions), comme un rendement
élevé et régulier, le pourcentage de fruits commercialisables, I'adaptation aux conditions
climatiques et la capacité de stockage des fruits. Une faible teneur en allergénes ou une teneur
élevée en flavonoides, une chair de fruit rouge ou une faible réfrigération sont des objectifs

mineurs dans la sélection de pommiers (Peil et al. 2011).
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Plusieurs caractéristiques de M. domestica empéchent une amélioration génétique rapide des
cultivars, notamment : une longue période juvénile, l'auto-incompatibilité, le niveau élevé
d'hétérozygotie resultant de la pollinisation croisée nécessaire et la dépression de

consanguinité (Brown et Maloney, 2003).

Les programmes de sélection suivent, en général, une stratégie commune, qui établit une série
de rétrocroisements entre des hybrides présentant un caractére d'intérét et des cultivars
commerciaux sensibles. Habituellement, la source des génes de résistance provient de parents
sauvages de pommier sexuellement compatibles. La méthode de sélection traditionnelle
la plus couramment utilisée est un rétrocroisement modifié, ou un parent récurrent différent
est utilisé a chaque génération de rétrocroisement pour contourner l'auto-incompatibilité.
Ce processus est laborieux et prend beaucoup de temps car il faut plusieurs générations pour
obtenir des lignées quasi-isogéniques de grande valeur commerciale exprimant le caractére
souhaité. En général, le processus prend plus de 20 ans. Par exemple, il a fallu plusieurs
décennies pour réussir a introduire un trait de résistance a la tavelure du pommier dans un

cultivar commercial (Gessler et Pertot, 2012).

Les progres récents des techniques génomiques permettent d'accélérer le développement de
cultivars de pommier. En effet, les programmes de sélection modernes utilisant des outils
moléculaires ont montré qu'il est possible de faire un dépistage précoce (généralement au
stade de semis) de certains caracteres hérités, comme la résistance a la tavelure sans qu'il soit
nécessaire de phénotypé les plantes elles-mémes. Deux importants programmes de recherche
internationaux, ROSBREED (www.rosbreed.org) aux Etats-Unis et FruitBreedomics
(www.fruitbreedomics.com) en Europe, ont fourni des outils moléculaires pour le criblage et
ils ont développé un matériel de pré-selection.
Bien que les marqueurs SSR soient encore utilisés pour la selection des caractéres
agronomiques, le développement des marqueurs SNP (Jansch et al. 2015) et la mise en place
des puces de génotypage SNP 480k pour le pommier (Bianco et al. 2016), peuvent sans doute
améliorer la sélection génomique des caractéres chez cette espéce. D’autre part, les avancées
technologiques en matiere d’ADN recombinant peuvent aussi permettre de remédier a certains
problemes liés a la selection (la longue période juvénile, lauto-incompatibilité
gamétophytique, la forte hétérozygotie, le temps consacré a I'évaluation phénotypique et le
mangue de précision).
Quant a la transformation génétique chez le pommier, la principale caractéristique visée est la
résistance aux maladies et aux parasites (en particulier la résistance fongique a la tavelure et
a l'oidium et la résistance a la brdlure bactérienne), alors que les caracteéristiques sur lesquelles
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des recherches ont été menees sont : la tolérance au stress, la résistance aux herbicides,
l'auto-incompatibilité, la maturation des fruits et autres caractéristiques des fruits, les
allergénes, la précocité et I'induction florale, la nanification et la capacité d'enracinement dans
les géenotypes de porte-greffe (OECD, 2019).

Des initiatives, telles que TranscrApple (http://www.transcrapple.com/en/en/home/), peuvent
augmenter la quantité des genes disponibles pour la transformation. Actuellement, les
cultivars de pommier transgeniques sur le marché ou pour lesquelles des recherches sur la
biosécurité sont en cours sont résumés ci-dessous selon les traits visés par la transformation :

v" Résistance aux maladies :

Des cultivars de pommes transgéniques résistants a la tavelure ont été obtenus (a l'aide
d'Agrobactérium) en transférant un gene de résistance a la tavelure (Rvi6) de M. floribunda
(une espéce de pommetier qui présente une résistance naturelle a certaines souches du
champignon de la tavelure) au cultivar "Gala" (Barbieri et al. 2003 ; Belfanti et al. 2004 ;
Silfverberg-Dilworth et al. 2005 ; Malnoy et al. 2008). D'autres recherches ont abouti a la
création des premieres lignées intragéniques et cisgéniques de pommier (cultivar Gala)
résistantes a la tavelure (Joshi et al. 2011 ; Vanblaere et al. 2011, 2014 ; Krens et al. 2015),
contenant le géne Rvi6 de M. floribunda sous le contréle du promoteur du géne Rubisco du
pommier (M.domestica) ou du promoteur Rvi6 natif, respectivement. Ces cultivars ont été
plantés dans le cadre d'un essai au champ visant a étudier la résistance a la tavelure dans une
situation de verger (Krens et al. 2015). Aussi, le développement de la premiére pomme

cisgénique présentant une résistance accrue au feu bactérien a été signalé (Kost et al. 2015).

v" Accélération du cycle de reproduction :

Les arbres fruitiers ont généralement de longs cycles de reproduction. La réduction de la
période juvénile du pommier a une seule année a été obtenue par I'expression constitutive du
géne du facteur de transcription MADS4 du bouleau argenté (Betula pendula Roth.) dans les
cultivars de pommier a floraison précoce ‘Pinova’ (Flachowsky et al. 2007, 2009, 2011, 2012),
'Gala’, 'Mitchgl-Gala' et 'Santana’ (Weigl et al. 2015).

v" Qualité des fruits :

Des pommes ont été modifiées a l'aide d'une technique d'extinction des génes appelée
interférence de l'acide ribonucléique (ARNI), afin de réduire la production de polyphénol
oxydases (PPO), qui provoque le brunissement de la chair de la pomme lorsqu'elle est
tranchée ou mordue (Xu, 2013). Des versions transgéniques des variétés " Golden Delicious ",

" Granny Smith " et " Fuji " ont été autorisées a la commercialisation (OCDE, 2019).
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VII.

Figure 11: Une pomme génétiqguement modifiée anti-brunissement de la variété Granny
Smith (Artic Granny Smith Vs Granny Smith Normal).

Propriétés nutritionnelles des pommes

La consommation de fruits et Iégumes est depuis longtemps associée a une bonne santé ; cet
effet bénéfique pour la santé est généralement attribué a leurs diverses compositions
phytochimiques (Boyer et Liu 2004).

« An apple a day keeps the doctor away », est un vieux proverbe anglais qui témoigne de
I'importance nutritionnelle de la pomme dans I'alimentation humaine.

Depuis I'Antiquité, a I'exception des graines, le fruit entier est comestible et utilisé pour faire
des confitures et des gateaux. La pomme est une source riche en glucides facilement
assimilables (13,81g/100 g) et elle est également assez riche en calcium (6 mg/100 g),
phosphore (11 mg/100 g), et potassium (107 mg/100 g). Elle apporte aussi d'autres éléments
nutritionnels comme les fibres, les vitamines (C, B, etc.) et les acides phénoliques (quercitine,
épicatéchines, catéchines) (USDA-ARS, 2018). Il existe désormais de nombreuses preuves
scientifiques que ces substances bioactives présentes dans la pomme (peau et chair) ont le
potentiel d'améliorer la santé humaine.

La premiére revue scientifique sur les avantages de la consommation de pommes pour la
santé, réalisée par Boyer et Liu (2004), présente des études suggérant une liaison entre la
consommation de pommes et la diminution du risque de maladies chroniques, dont le cancer,
les maladies cardiovasculaires, les maladies pulmonaires et le diabéte. Plusieurs années plus
tard, deux revues actualisées ajoutent d'autres effets bénéfiques de la pomme dans la gestion

du poids, la santé intestinale et osseuse, la diminution de la pression artérielle et la prévention
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des maladies dégenératives (Hyson, 2011 ; Patocka et al. 2020). En complément de ces revues
une autre étude récente a montré que les jus de pomme ont eu un effet protecteur (par le biais
d'actions antioxydantes, anti-génotoxiques et régénératives des tissus rénaux) apres une
intoxication au cadmium chez le rat (Handan, et al. 2020).

Tableau 3: Composition nutritionnelle de la pomme (pour 100 g de parties comestibles ;
USDA-ARS, 2018).

Eléments nutritifs Unité Quantité Eléments nutritifs Unité Quantité
Eau G 85.56 Vitamine C mg 4.6
Energie kcal 52 Vitamine B1 mg 0.017
Protéine G 0.26 Vitamine B2 mg 0.026
Carbohydrate G 13.81 Vitamine B3 mg 0.091
Fibre G 2.4 Vitamin B6 mg 0.041
Sucre totaux G 10.39 Vitamine B12 ug 3.0
Calcium Mg 6.0 Vitamin A IU 54
Fer Mg 0.12 Vitamine E mg 0.18
Magnésium Mg 5.0 Vitamine K ug 2.2
Phosphore Mg 11.0 Lipides totaux g 0.17
Potassium Mg 107.0 Acide gras saturé g 0.028
Sodium Mg 1.0 Acide gras - g 0.007
Zinc Mg 0.04 Mono-insaturé

De méme les pommes sont utilisées en médecine traditionnelle pour guérir divers maux, tels
que l'asthme, l'acidité, l'arthrite, la diarrhée, la fievre, I'obésité, les maux de téte, les maux
d'estomac, les maladies de peau et les problémes respiratoires (Lobo et al. 2018). L'utilisation
du vinaigre de pomme aide a traiter I'anémie car il contient du fer sous une forme facilement
assimilable, ainsi que de la vitamine B12 et de I'acide folique. De plus, le vinaigre de pomme
a cidre est efficace contre I'asthme, les calculs rénaux, l'arthrite et les maladies de la peau
(Uilltobe, 2020).

Malgré la valeur nutritionnelle riche du pommier qui lui permet d’étre recommandé dans le
cadre d'un régime alimentaire sain. Les pommes peuvent également étre a l'origine des
réactions allergiques allant des moyennes au grave dans certains cas (Siekierzynska et al.
2021). L'allergie aux pommes differe d'un cultivar a I'autre, mais seules quelques variétés ont
été étudiées. Les allergies aux fruits comme les pommes sont principalement associees au

pollinose (Siekierzynska et al. 2021).
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VIII.

En Europe centrale et du Nord, la sensibilité aux pommes est principalement causée par
I'aéroallergéne du pollen de bouleau (allergies croisées), tandis que dans la région
méditerranéenne de I'Europe, l'allergie aux pommes est principalement associée a des
allergies aux péches (Siekierzynska et al. 2021). Les allergénes contenus dans ce type
d’allergie sont similaires dans les péches et les pommes et les personnes souffrant peuvent

également étre allergiques a d’autres fruits comme les prunes, les abricots et les cerises.

Importance économique du pommier

VIII1.1 Importance économique du pommier au Monde

La pomme est I'un des premiers fruits a avoir été cueillis par I'nomme, et sa domestication a
probablement été précédée d'une longue période de plantation involontaire via I'élimination
des déchets. Les Grecs et Romains cultivaient des pommes il y a au moins 2500 ans (Hancock
et al. 2008). Aujourd'hui, les pommes sont cultivées dans tout le monde tempéré et leur champ
d'adaptation s’étend des endroits extrémement froids comme la Sibérie et le nord de la Chine
a des environnements beaucoup plus chauds comme la Colombie et I'Indonésie (Hancock et
al. 2008).

La production mondiale de pommes est restée stable pendant une grande période du siécle
dernier jusqu'a ce que la Chine commence a développer sa production de pommes dans les
années 1990. Aujourd'hui, la pomme est la troisieme espéce fruitiére la plus cultivée au
monde, derriére les agrumes et la banane avec une production mondiale de 86,4 millions de
tonnes (FAOSTAT, 2020). La Chine est le plus grand producteur de pommes au monde avec
une production de plus de 40,5 millions de tonnes, ce qui est plusieurs fois supérieur a la
production des quatre pays les plus proches, a savoir les Etats-Unis, la Turquie, la Pologne et
I'Inde.

Les utilisations de pommier sont principalement centrées sur le fruit, bien que le bois de
pommier, apprécié pour sa forte densité et son homogénéité, soit parfois utilisé en ébénisterie,
comme le bois de poirier. Le fruit est utilisé pour étre consommeé frais ou cuit et son jus est
utilis€ notamment pour faire du cidre. L’un des intéréts principaux de ce fruit par rapport a
d’autres fruits comme les péches, les abricots ou les poires est sa grande capacité de stockage.
Un autre atout est que les pommes cultivées sont trés diverses, il en existe plus de 6000
variétés qui peuvent varier en taille, en couleur, en godt, en texture, ect (Hancock et al. 2008).
De nombreuses localités (pays, régions) ont ainsi des variétés qui y sont considéerées comme

traditionnelles et locales.
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Parmi les 20 premiers pays producteurs de pommes, le Maroc est classé 17eme.
Les principaux pays producteurs de pommes et leurs volumes de production sont répertoriés
dans le tableau 4 (FAOSTAT, 2020).

Tableau 4: Les 20 premiers pays producteurs de pommes pour I'année 2019-2020.

Production Superficie Rendement

N Pays M (H) (TIH)
1 République populaire de Chine 40501041 1911848 21.18
2 Etats-Unis d'Amérique 4650684 119504 38.92
3 Turquie 4300486 170903 25.16
4 Pologne 3554300 152000 23.38
5 Inde 2734000 308000 8.88

6 Italie 2462440 54910 44.85
7 Iran 2206723 112270 19.66
8 Feédération de Russie 2040700 215258 9.48

9 France 1619880 50150 32.3

10 Chili 1619575 32314 50.12
11 Ouzbeékistan 1148455 109849 10.45
12 Ukraine 1114570 85000 13.11
13 Allemagne 1023320 33980 30.12
14 Afrique du Sud 992975 24353 40.77
15 Brésil 983247 32468 30.28
16 Corée du Nord 807295 73187 11.03
17 Maroc 778866 51871 15.02
18 Japon 720405 35108 20.52
19 Mexique 714203 56706 12.59
20 Egypte 697936 27417 25.46

(T) : Tonnes, (H) : Hectare.

VII1.2 Importance économique du pommier au Maroc

Au Maroc la répartition géographique des plantations du pommier montre que cette espéce a
envahi la plupart du territoire marocain avec une superficie plantée de 51871 hectares (ha).
Le secteur fournit une production de prés de 778866 tonnes, soit I’équivalant d’un rendement
moyen de 15.02 tonnes/ ha (FAOSTAT, 2020). Les superficies récoltées connaissent, en
général, une certaine stagnation, sauf dans de nouveaux périmétres de petit et moyen
hydraulique comme la vallée d'Ait Bougamaz, Oued Lakhdar dans la province d'Azilal,
Aghbala dans la province de Beni-Mellal et la région du Gharb ou I'on assiste a une extension
des superficies (Oukabli, 2012). La limitation constatée au niveau des zones traditionnelles de
culture est liee a plusieurs contraintes climatiques (rareté de I'eau, gréle, gelée) et
commerciales (capacités de stockage limitées, multiplicité des intermédiaires, concurrences
avec d'autres fruits comme le melon, la pasteque, la fraise et la péche). D’autre part, le colit de

production particulierement élevé (environ 2 a 3 DH/Kkg) lié a la cherté des intrants (produits
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phytosanitaires, énergie, ect) est un facteur supplémentaire qui a concouru a la limitation des
superficies plantées (Oukabli, 2012).

Aprés un pic d’importation de pommes enregistré en 2009 et 2010 avec plus de 14 000
tonnes, un recul des quantités importées est observé depuis cette date. En 2013 les
importations marocaines de pommes sont estimées a 7200 T, principalement en provenance
d’Italie (58%) et de France (17%). En termes de valeur ces importations sont estimées a 43
millions de Dirhams. L’exportation de pommes au Maroc a commencé en 2009 et les
quantités exportées sont tres faibles. Sont autour de 200 T par an et commercialisées
notamment sur le marché francais (64 T) et le marché Sénégalais (61 T). La majorité de la
production est destinée au marché local (MAPM, 2014).

Selon un scénario tendanciel réalisé par Sellika et al. (2015), le facteur principal d’évolution
de la filiere entre 2015 et 2025 sera I’augmentation des superficies plantées en axe (reconnue
par leurs grandes productivités), qui passerait de 4 400 ha en 2015 a 12 000 ha en 2025.
Le méme scénario prévoit ainsi que 15 % des quantités de pommes produites en axe soient
exportées, ¢’est-a-dire que ’exportation passera de 200 t en 2013 a 87 000 t/an en 2025
(Sellika et al. 2015).

IX. Ressources génetiques de pommier au Maroc

Le matériel végeétal utilisé par les pomiculteurs marocains est constitué principalement de
variétés étrangeres et la gamme n’a cessé d’évoluer en gardant toujours comme variét¢ de

base Golden Delicious et sa pollinisatrice Starking Delicious (Figure 12 ; MAPM, 2014).
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Figure 12: Répartition de la superficie de pommier cultivé par variété au Maroc
en 2011-2012 (% de nombre de pieds par Ha), (MAPM, 2014).
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Quoique la variété Golden Delicious soit exigeante en froid (au minimum 1000 heures par
an), cette variété possede une certaine souplesse d’adaptation lui permettant d’étre cultivée
dans différentes situations avec cependant des performances inégales. Cette variété est
caractérisee par une pomme de belle taille de couleur jaune dorée avec un arébme fruité de
banane. Il est auto-fertile, mais pour obtenir un meilleur rendement, elle a besoin d’autres
variétés pollinisatrices a proximité comme starking delicious, Granny smith et Melrose.
Concernant la variété Starking Delicious, elle est caractérisée par une pomme moyenne a gros
calibre, de couleur rouge foncée et de chair ferme et juteuse a saveur douceatre ; elle n’est pas
auto-fertile, et elle nécessite impérativement d’autres variétés pollinisatrices a proximité

comme Golden Delicious.

Actuellement, trois produits sont labellisés dans cette filiere au Maroc, la Pomme de Midelt,

la Pomme d’al’haouz (indication géographique protégée) et la Pomme d’Imilchel (Label

agricole ; MAPM, 2014).

X. Caracteristiques climatiques des zones de production.

X.1  Disponibilités en froid

Les zones favorables a la culture du pommier au Maroc se localisent essentiellement en zones
de montagne (Zguigal et Chahbar, 1993; Figure 9). Dans les autres zones, cette espece reste
malheureusement vulnérable au manque du froid. Ce dernier facteur géne la dormance des

bourgeons en perturbant leur différenciation florale.

X.2 Ressources en eau

Les possibilités d'irrigation, notamment par pompage des eaux souterraines, sont de plus en
plus limitées en raison d'une forte pression sur la nappe dont la recharge est insuffisante a
cause de la faiblesse des enneigements et des précipitations. Cette situation de manque d'eau
est a l'origine de plusieurs arrachages de vergers de pommiers. Il peut devenir, dans les années
prochaines, le principal facteur du changement du paysage arboricole au niveau national
(Oukabli et al. 2011).

X.3 Gréle

Si les zones de montagne réunissent des conditions favorables a la culture du pommier, elles
restent cependant, menacées par la gréle qui peut survenir en période de grossissement des
fruits (entre mai et aodt). Les dégats occasionnés par ce fléau climatique peuvent étre grave
sur les fruits et la production peuvent étre complétement détruite. A I'échelle parcellaire,
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la protection par le biais de filets paragréles est le moyen de lutte le plus efficace mais elle

reste onéreuse bien que I'état subventionne leur installation (Oukabli et al. 2011).

Des statistiques nationales ont montré que le nombre maximum de jours de gréle enregistré de
mars a octobre sur une période de 20 ans est de 7 et le nombre de jours d'orage se situe dans
un intervalle variant entre 12 et 35 (Oukabli et al. 2011). La majorité des dégats annuels,
causée dans une région donnée, est souvent le résultat d'une seule situation particulierement

violente coincidant avec la phase sensible de la culture.
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Figure 13: Répartition régionale du nombre des heures de température inférieure a 7,2C°.
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X4  Gelée

La gelée est un autre aléa climatique a craindre au stade floraison, a la nouaison et méme en
début du grossissement des fruits (Avril et début mai). Les dégats causés peuvent concerner la
destruction totale des fleurs et des fruits (Oukabli et al. 2011). La gelée survient par temps
sec, nuit claire et vent tres faible. Si les prévisions de la gelée sont possibles, un moyen de

lutte efficient et peu colteux n'a pas encore vu le jour.

Le procéde par brassage de l'air a l'aide d'hélices associé a des chaufferettes permet de réduire
les dégats si le démarrage de cet outil se fait suffisamment a I'avance. Cependant, Plusieurs
producteurs continuent a utiliser un écran de fumée, en brdlant des pneus, du fumier pailleux
ou des bottes de paille, comme moyen de lutte contre cette contrainte naturelle; ce procédé

polluant a une efficacité limitée (Oukabli et al. 2011).

En général, nous pouvons distinguer, en fonction des caractéristiques pédoclimatiques, trois

zones de culture du pommier (Oukabli et al. 2011):

Zones de faible altitude (<450m d'altitude): Région du Gharb
= Un nombre de froid inférieur & 300 heures de températures <7.2°C.
= Sol limoneux argileux, profond.
= Chaleurs estivales élevées pouvant bloguer la croissance du pommier pendant

plusieurs jours.

Zones de moyenne altitude (450-600m d'altitude) : Plateau de Meknes-ElHajeb.
= Un nombre de froid de 400 & 600 heures
= Sols argilo-calcaires avec des profondeurs variables

= Eau d'irrigation limitante

Zones de haute altitude (> 800 m d'altitude) : Moyen Atlas ; Azrou, Khénifra...
=  Un nombre d’heures de froid d'au moins 700 heures.
= EXxistence de bassins aux sols profonds et propices a la culture du pommier.
= Pluviométrie importante (500 a 600 mm/an).

= Risques de gelée et gréle importants.

Les caractéristiques de ces zones ont une incidence sur le choix des variétés, et la rentabilité

de la culture reste donc tributaire de la maitrise de ces facteurs environnementaux.
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XI.

Enjeux des ressources génetiques du pommier.

Le concept de "ressources géneétiques” remonte a la révolution verte des années 1960, mais il
a acquis une certaine reconnaissance mondiale grace a la Convention sur la diversité
biologique adoptée lors du Sommet de la Terre & Rio de Janeiro en 1992. Il stipule notamment
que I'Etat a la souveraineté sur son patrimoine naturel. Une définition des ressources
génétiques a été énoncée durant cette convention comme étant un «matériel d’origine
végétale, animale, microbienne ou autre, contenant des unités fonctionnelles de 1’hérédité » ou
un « matériel génétique ayant une valeur effective ou potentielle ». La biodiversité agricole a
¢été largement augmentée par 1’étre humain a partir d’espéces sauvages qu’il a su domestiquer
depuis 1’époque de la Préhistoire. En diversifiant le compartiment cultivé de 1’espéce
domestiquée, il a ainsi créé différentes variétés par un processus de sélection. Aujourd’hui, il
existerait dans le monde par exemple, plus de 15 000 variétés de tomates (Michaud, 2018).
Mais en paralléle, 75% de la diversité des cultures a été perdue entre 1900 et 2000 (FAO,
2010), et seules les céréales comme le riz, le blé, I’avoine, 1’orge, le mais, le mil et le sorgho

fournissent 45% des bases alimentaires de I’Humanité (FAO, 2003).

Selon le dernier rapport des Nations Unies de 2017, la population mondiale atteindra 9,1
milliards d’ici 2050 et les ressources phytogénétiques (RPG) constitueront alors la base de la
durabilité agricole et de la sécurité alimentaire (Hammer et Teklu 2008). Globalement, avec
I’utilisation des marqueurs moléculaires, le nombre des travaux de recherche sur la
caractérisation et la valorisation des ressources phytogénétiques a connu une nette
augmentation durant les 20 dernieres années mais d’un autre c6té, la sélection végétale est de
plus en plus délaissée du secteur public, en faveur du secteur privé qui a su prendre la releve
depuis les années 1980. Ceci pourrait constituer un certain danger dans la mesure ou ce
secteur se focalise sur un nombre plus restreint de cultures dont la valeur économique est tres

importante.

Malgré la grande variabilité génétique du pommier domestique, les milliers de cultivars
distribués dans le monde et les programmes de selection mondiaux, principalement basés sur
les caractéres organoleptiques, les normes esthétiques et la résistance aux maladies, la taille
des ressources génétiques utilisées par les sélectionneurs est limitée et réduite a quelques
variétés. Actuellement, a partir de 6000 cultivars de pommier documentés, environ 100 sont
cultivés commercialement, les plus populaires dans le monde entier comprenant : 'Delicious’,

‘Golden Delicious', 'Granny Smith', 'Fuji’, 'Gala’, " Idared ", " Jonagold ", " Braeburn ",
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" Cripps Pink ", " Jonathan ", " Elstar " et " MclIntosh “, avec les cing premiers cultivars

représentent 61% de la production mondiale (Figure 14, Jackson, 2003 ; O'Rourke, 2003).

Figure 14: Quelques variétés de pommier cultivéés. (A): Fuji; (B): Delicious; (C): Golden
Delicious; (D): Gala; (E): Granny Smith; (F): Idared; (G): Jonagold; (H): Braebun; (I):
Cripps Pink; (J): Jonathan; (K): Elstar; (I): Mclintosh. Source: Courtesy of Rentel, D.,
Bundessortenamt and Julius Kuhn Institute, Germany

Les conditions climatiques changeantes, les pressions exercées par les nouvelles maladies et
ravageurs et la production de fruits avec moins d'intrants chimiques pour répondre a la
demande des consommateurs entraineront la nécessité de développer de nouveaux cultivars de
pommes plus résistants aux stress abiotiques et biotiques. Pour relever ce défi futur, il faudra
que le maximum de la diversité génétique conservée dans les banques de genes, les jardins ou
dans la nature puisse €tre utilisable d’une fagon durable. Notamment dans la recherche des

traits désirés.
XIl.  Conservation des ressources généetiques du pommier

La biodiversité des RPG fournit a 1’étre humain des biens indispensables au quotidien comme
I’oxygene, la nourriture, les médicaments, le bois et les fibres mais elle offre également des
services de plus haute importance comme la fertilisation des sols et I’épuration de 1’air et de
I’eau. En raison du changement climatique et de la surexploitation des ressources génétiques
dans leur habitat naturel, au niveau mondial, environ 13,49 % des plantes vasculaires
(300 000), soit un total d'environ 40 468 especes, sont menacées a des degrés divers (Gore et
al. 2022). Le taux d'extinction a été multiplié par cent ou mille par rapport aux extinctions
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antérieures, ce qui a conduit a la crise de la "sixieme extinction de masse” et la diversité
végetale est menacée au niveau de I'habitat, des espéeces et de la génétique a un degré jamais
atteint auparavant dans I'histoire de notre planete (Gore et al. 2022). En outre, le COVID-19 et
le conflit entre I'Ukraine et la Russie ont également mis l'accent sur l'importance du
renforcement des systémes de sécurité alimentaire a long terme pour chaque nation. Puisque
les RPG sont les éléments constitutifs et I'assurance pour le développement de nouvelles
variétés modernes. Des investissements plus importants dans la conservation et I'utilisation
des RPG ont un intérét majeur. Par conséquent, il est urgent de planifier et de mettre en ceuvre
des stratégies de conservation bien adapter aux différents types de RPG afin d'assurer une
conservation sdre. Pour les techniques de conservation des RPG du pommier; ils se divisent

en deux grandes catégories :

XIl.1 Conservation in-vitro

Actuellement, la conservation in vitro repose principalement sur la cryoconservation dans
I'azote liquide (-196 °C), qui garantit une conservation a long terme slre et rentable du

germoplasme végétal (Benson, 2008 ; Engelmann, 2012 ; Reed et al. 2008).

Les pommiers ont l'avantage d'étre des especes ligneuses pérennes qui s'adaptent bien aux
techniques de cryoconservation des bourgeons dormants, et ces méthodes ont été mises en
ceuvre avec succes. Le National Center for Genetic Resources Preservation (NCGRPP, Fort
Collins, USA) a cryoconservé les bourgeons dormants d'environ 1900 accessions de pommes.
Dans la cryoconservation des bourgeons dormants, les branches ou les scions sont récoltées
aprés que les plantes méres aient été exposées a une durée suffisante de températures froides.
Le niveau de déshydratation optimal des bourgeons dormants est trés important pour obtenir
une récupération elevée apres cryoconservation (Benelli et al. 2013). La déshydratation est
généralement effectuée a -5 °C pendant plusieurs jours et, dans la plupart des cas, jusqu'a un
taux d'humidité d'environ 25-35% du poids frais. Avant I'immersion dans l'azote liquide,
les échantillons sont refroidis lentement. Pour les sections nodales de pommes, Towill et al.
(2004) ont utilisé un taux de refroidissement de 1 °C/h de -5 & -30 °C.

Il existe certaines conditions pour lesquelles la méthode de cryoconservation des bourgeons
dormants n'est pas applicable, a savoir lorsque les bourgeons n'atteignent pas un niveau
de dormance suffisant ou lorsque le matériel végétal de pomme n'existe qu'en culture in vitro
(Li et al. 2015).
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XI11.2 Conservation In-Vivo

La conservation in vivo des RPG du pommier se fait généralement ex-situ, en vergers sous
forme de core collection. Ceci présente certains avantages et inconvénients. Les principaux
avantages sont que les RPG peuvent étre conservées dans les conditions climatiques de leur
utilisation escomptée et elles peuvent étre évaluées durant leur conservation. Mais en
contrepartie, elles demandent beaucoup d’espace, le colit de conservation est élevé et elles
sont exposees aux ravageurs et aux maladies (Hammer et Teklu 2008). En Europe, il y a plus
de 30 000 accessions qui ont été recueillis et conservés dans des collections sur terrain
(IPGRI, 1996). Des données minimales rapportées pour chaque collection ont été rassemblées
dans une base de données "European Malus database” (Maggioni et al. 1997). Au Maroc,
deux collections de pommiers ont été créés dans les années 80 au niveau des domaines
expérimentaux de I'INRA & Ain Taoujdate (hiver relativement doux) et a Laanaceur (hiver
relativement froid) afin de conduire des expérimentations pour proposer des variétés adaptées
a chaque environnement climatique au Maroc. Le matériel végétal de ces deux collections est
constitué exclusivement de plusieurs variétés et porte-greffes introduits de différents pays
(Oukabli et al. 2011).

XIIl. Etude de la diversité genétique du pommier

Pour étudier la diversité des cultivars de pommier, les chercheurs ont souvent utilisé des
marqueurs morphologiques, des marqueurs moléculaires ou une combinaison des deux. Par
exemple, Pereira-Lorenzo et al. (2003) ont évalué la diversité des cultivars de pommier au
sein d'une collection en utilisant 24 traits morpho-agronomiques. De méme, Pérez-Romero et
al. (2015) ont discriminé et identifié 29 accessions locales de pommier dans le sud de
I'Espagne sur la base de 33 traits morphologiques en complément de la caractérisation
moléculaire. Aussi Koc et al. (2009) ont comparé deux porte-greffes de pommier locaux en
Turquie avec deux porte-greffes standards (M9 and MM106) en utilisant des marqueurs

morphologiques et moléculaires.

XI11.1 Marqgueurs morphologiques

Au cours du siecle dernier, la plupart des études de classification du pommier se sont
attachées a donner des descriptions détaillées, qui se fondaient principalement sur la

morphologie des fruits (Pomologie) et les caractéristiques agronomiques.

Les descriptions étaient faites par des pomologistes qui detaillaient soigneusement les
principales caractéristiques définissant chaque cultivar, en ajoutant fréquemment une
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illustration précise faite a la main (Guinea, 1957). Ce n'est que dans la seconde moitie du
20éme siécle que les cultivars de pommier ont commencé a étre classés selon des directives
systématiques telles que celles établies par I'IBPGR (1982) ou I'UPQV (1974).

L'IBPGR (1982) se concentre sur la conservation des ressources genétiques et inclut plus de
détails sur l'origine des cultivars, ainsi que des informations cytologiques et iso-enzymatiques
pertinentes. Alors que L'UPQV (1974) est principalement axée sur la protection des cultivars
et peut donc étre utilisée comme ligne directrice pour distinguer les cultivars dans le but
d'obtenir de nouveaux brevets. Les deux directives fournissent généralement des caracteres
(Pomologiques, morphologiques et agronomiques) principaux et secondaires avec différents
niveaux de variation en fonction de la variabilité totale constatée précédemment entre les

cultivars du pommier.

La plupart des accessions de pommier en Europe ont été caractérisées et évaluees a l'aide de
ces deux descripteurs (IBPGR, 1982 ; UPOV, 1974). Cependant, ces efforts n‘ont pas été

suffisants pour comparer I'ensemble de la variabilité trouvée (Maggioni et al. 1997).

Afin d’identifier les bases génétiques des caractéres multigéniques trés complexes, une mise a
jour incluant d’avantage des marqueurs moléculaires tels que les microsatellites qui sont trés

précis pour distinguer les cultivars est peut-étre plus bénéfique.

XI111.2 Marqueurs moléculaires

De nos jours, les techniques a base de marqueurs moléculaires sont largement appliquées dans
la caractérisation des ressources génétiques. Leur principal avantage est que la variation peut
étre mesurée directement au niveau de I'ADN, ce qui rend ces techniques insensibles aux

influences environnementales.

Les marqueurs moléculaires sont des biomolécules qui peuvent étre mises en relation avec
une caractéristique génétique. Il existe deux grands types de marqueurs moléculaires : Le
premier type, développé a la fin des années 1970, était basé sur l'identification des protéines et
des isoenzymes alors que le deuxiéme type est basé sur la variabilite des séquences
nucléotidiques au niveau de L’ADN (Moss, 1982).

Au cours des derniéres décennies, de nombreux marqueurs moléculaires ont été développés
(Al-Samarai and Al-Kazaz, 2015) et les marqueurs basés sur I'ADN sont devenus les
marqueurs de choix pour l'identification des cultivars et pour les études de diversité génétique
en raison de leur abondance dans les génomes végétaux, de leur grand nombre d'alléles par

locus, de leur caractere informatif élevé, de leur aptitude a l'automatisation et, en particulier
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dans le cas des arbres fruitiers avec une longue periode juvénile comme le pommier, ils
peuvent prendre moins de temps pour la caractérisation de nouveaux hybrides (Garkava-
Gustavsson et al. 2008). Ainsi, ce type de technologies constitue une aide précieuse pour
I'identification des accessions génétiquement proches ou redondantes, ce qui permet aux
gestionnaires de prendre des décisions efficaces concernant la réduction de la taille des
collections (réduction des codts de conservation et de gestion) sans réduire la variabilité
génétique (Szewc-McFadden et al. 1996). La figure suivante montre la contribution des outils
de genomique dont les marqueurs moléculaires font partie, dans chaque étape du management
des RPG, de la collecte du patrimoine génétique jusqu'a son utilisation (Figure 15, Wambugu
et al. 2018).

Selection of target taxa
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Conservation objectives

4
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Botanical garden genetic Reserved forests
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Characterization and evaluation § Association
mapping

Resources utilization r eeding
Utilization products ntellectual

New cultivar, pharmaceutical use, basic and applied proprety
research issues

ppicah’on of genomic technologies

Figure 15: Apport des outils de génomique dans le management des ressources
phytogénetiques. (Source : Bernard, 2020).
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De nombreux marqueurs sont disponibles pour étudier la diversite geénétique au niveau
moléculaire. Sachant bien que chaque technique de marquage a ses contraintes et ses atouts,

selon l'objectif de I'étude, une technique peut étre plus appropriée qu'une autre.

Les marqueurs moléculaires telles que RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism),
I’AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), ISSR (Inter Simple Sequence Repeats), SSR (Simple Sequence Repeats)
et SNP (Single-nucleotide polymorphism) sont couramment utilisées pour les études
écologiques, évolutives, taxonomiques, phylogéniques et génétiques des plantes (Kumar,
1999 ; Lund et al. 2003 ; Koebner et Summers 2003 ; Nandakumar et al. 2004 ; Snowdon et
Friedt 2004 ; Chee et al. 2004 ; Bernardo et Itoiz 2004 ; Tang et al. 2006 ; Willsmore et al.
2006 ; Agarwal et al. 2008 ; Primmer, 2009 ; Vaidya et al. 2012 ; Randhawa et al. 2013).

Des rapports antérieurs confirment que, pour le pommier, différents marqueurs ont été utilisés
pour I'évaluation de la diversité génétique dans les collections (Hokanson et al. 2001 ;
Guarino et al. 2006 ; Pereira-Lorenzo et al. 2007 ; Garkava-Gustavsson et al. 2008 ;
Gharghani et al, 2009 ; Patzak et al, 2009 ; Gasi et al. 2010), l'identification des cultivars
(Galli et al. 2005 ; Van Treuren et al. 2010), la construction de cartes de liaison génétique
(Liebhard et al. 2003 ; Hemmat et al. 2003 ; Silfverberg-Dilworth et al. 2006) et
I'identification des relations phylogénétiques (Kitahara et al. 2005 ; Evans et al. 2011).

Parmi les différentes techniques de marquage, les marqueurs basés sur les microsatellites
(séquences d'ADN répétées en tandem de 1 a 6 paires de bases tres répandues dans les
génomes des eucaryotes) sont considérés comme des marqueurs de choix. Deux stratégies de

marquage différentes ont été utilisées sur la base des microsatellites : SSR et ISSR.

XI.2.1 Les SSR

Les SSR sont des marqueurs codominants hautement reproductibles, dans lesquels une seule
paire d'amorces PCR (qui encadre les séquences répétées) produit des motifs polymorphes en
fonction du nombre d'unités repéteées dans chaque allele (Litt et Luty 1989). Ces derniers se
sont avérés étre des marqueurs trés informatifs et robustes. Le glissement (slippage) de
la polymérase au cours de la réplication de I'ADN en raison de I’appariement décalé de
séquences répétées, est considéré comme la principale cause de variation du nombre d'unités
de répetition d'un microsatellite, ce qui entraine des polymorphismes de longueur qui sont

détectés par electrophorése sur gel (Queller et al. 1993 ; Jarne et Lagoda, 1996).
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XI1.2.2 L’ISSR

C’est une méthode différente basée sur les microsatellites, qui ne nécessite aucune
connaissance préalable du génome, du clonage ou de la conception des amorces (Zietkiewicz
et al. 1994). Alors que le protocole SSR repose sur I'amplification de la région répétée a I'aide
d'une paire d'amorces, pour I'ISSR, une seule amorce composée d'une séquence microsatellite
ancrée a l'extrémité 3' ou 5' par 2 a 4 nucléotides arbitraires, souvent dégénérés, est utilisée
pour amplifier 'ADN entre deux microsatellites opposés du méme type. Les polymorphismes
alléliques se produisent chaque fois qu'un génome est dépourvu de la séquence répétée ou
présente une délétion ou une insertion qui modifie la distance entre les répétitions. Pour les
amorces ancrées en 5', des polymorphismes se produisent également en raison des différences
de longueur du microsatellite. Les séquences des répétitions et des nucléotides ancrés qui

facilitent la fixation des amorces a des régions inter-microsatellites sont choisies au hasard.

Bien que les ISSR soient des marqueurs dominants, ils présentent l'avantage d'analyser
plusieurs loci en une seule réaction (Gouldo et Oliveira, 2001). Il s'agit d'une méthode simple
et rapide qui combine la plupart des avantages des microsatellites (SSR) et de I’AFLP avec
I'universalité de la RAPD. Les marqueurs ISSR sont tres polymorphes et sont utiles dans les
études sur la diversité génétique, la phylogénie, le marquage des génes, la cartographie du

génome et la biologie de I'évolution (Pradeep Reddy et al. 2002).
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Chapitre 2 - Analyse de la
diversitée pomologique du
pommier au Maroc
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Introduction

Actuellement, le pommier est la troisieme culture fruitiere au monde en matiére de production
(FAOSTAT, 2020). En consequence, la qualité et la phénologie des fruits (la pomme) ont été
au centre des programmes de sélection dans le monde entier (Urrestarazu et al., 2017; Jung et
al., 2020). A cet effet, le matériel génétique de cette espéce (sauvage et domestiqué) est
régulierement évalué pour son utilisation potentielle par les sélectionneurs (Gottschalk et al.,
2013; Khan et al., 2014), et la couleur rouge, I'acidité réduite, la fermeté, le taux de sucre
(TSS ou °Brix) et la taille grand des fruits semblent avoir fait I'objet d'une sélection pendant
la domestication et I'amélioration de pommiers (Ma et al., 2015 ; Migicovsky et al., 2021;
Watts et al., 2021).

Aujourd’hui, bien que les informations fournies par les marqueurs moléculaires (tels que les
microsatellites) sont préférées au phénotypage en raison de leur stabilité et de leur économie
(Reddy et al., 2002; Ban et al., 2014), I'¢tude du germoplasme agricole par les traits
morphologiques reste pertinente et utile dans lI'analyse de la diversité (Bozovi¢ et al., 2016;
Kiraly et al, 2015; Kumar et al., 2018). En effet, plusieurs études morphologiques sur le
pommier ont été realisées en ltalie (Bignami et al., 2003), en Iran (Damyar et al., 2007), en
Bosnie-Herzégovine (Gasi et al., 2011), en Serbie (Mratini¢ & Fotiric-Aksi¢, 2012), en
Espagne (Reig et al., 2015), en Hongrie (Kiraly et al., 2015), en Inde (Mir et al., 2017), au
Canada (Watts et al., 2021), et en Turquie (Karatas, 2022), rapportant une grande diversité
morphologique. Les descripteurs morphologiques les plus utilisés dans ces travaux
appartiennent a des directives internationales telles que I'IBPGR (1982) et 'UPOV (2005) et
ils se concentrent sur les caractéristiques des fruits, car ces derniers influence la demande des
transformateurs et consommateurs (Pereira-Lorenzo et al., 2018).

Dans I’objectif d’aider les pomiculteurs marocains dans le choix et la sélection des meilleurs
cultivars ayant des caractéristiqgues pomologiques intéressantes. Le but de ce travail est de
faire une caractérisation pomologique de 30 cultivars de pommier couvrant la majorité de son

aire de répartition au Maroc.
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I1. Matériel et méthodes

1.1  Matériel végétal

Le matériel végetal utilisé dans cette étude est constitué de 30 cultivars de pommier collectés
(entre juin et octobre 2018) de différentes régions du Maroc, en particulier autour des
montagnes du haut et moyen Atlas dans le nord et le centre du pays (Figure 16).
La localisation géographique et les données météorologiques des sites prospectés (jardins et
vergers) sont rapportées dans le tableau 5. La collecte du matériel végetal a été réalisée
pendant la période de pleine maturation physiologique. Selon les instructions décrites dans les
deux descripteurs du pommier, IBPGR, (1982) et UPOV, (2005), des échantillons de 13 a 15
pommes/arbre ont été cueillis aléatoirement sur des arbres bien veillant et avec de bonnes
productions. Cinq arbres pour chaque cultivar ont été¢ échantillonnés. L’échantillonnage a été
réalisé en présence des pomiculteurs pour s’assurer de 1’identification des variétés et des

noms utilisés localement.

Rabat

Casablanca

’ 1- Asni

2- Ourika
’ 14 13 3- Ait Bouguemez
4- Ait M'hamed
g 12 5- Zaouiat Ahansal
9 " 10 6- Ikoumine
8 1 ’ 7- Imi nwarge
% 7 8- Tagoutite
4 6 9- Ouaouizeght
» \ * 5 10- Outrbat
11- Imilchil
Marrakech ’ 12- Boutfarda
13- Tizi-Nisly
2 Legend 14- Bounwal
1 ’ 15- Aitayach
b 012525 50 Km ¥ Apple cultivar| 16- Khénifra
R m  Cities i

18- Imouzzer Kandar

Figure 16: Localisation des cultivars de pommier (Malus x domestica Borkh) collectés.
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Tableau 5:Caractéristiques géographiques et données météorologiques des zones de culture

de pommier prospectées.

. , Cultivars Longitude Latitude Altitude T-max T- min
Site prospecté . . .
Collectées (Ouest) (Nord) (m) (39 (o3}
Asni Delicious-1 (Int) -7,98 31,25 1163 235 74
. Oumlile-2 (Loc),
Ourika . -7,71 31,36 1421 26.8 12.2
Ahmri-2 (Loc)
Ahmri-1 (Loc),
. Oumlil-1 (Loc),
Ait Bouguemez -6,37 31,69 2059 23.7 4.2
Gala-2 (Int),
Maticha (Loc)
Ait M'hamed Labiad (Loc) -6,49 31,87 1629 22.4 55
Zaouiat Ahansal Amlale (Loc) -6,10 31,84 1751 21.2 45
Oumlile-Beldi (Loc),
. Azougar-Beldi (Loc),
Ikoumine . -6,10 31,89 1547 20 45
Starking-2 (Int),
Azougar (Loc)
Imi nwarge Lahlou (Loc) -6,16 31,99 1192 24 7
Tagoutite Delicious-2 (Int) -6,23 32,04 1280 24.2 7.3
Ouaouizeght Talhloute (Loc) -6,35 32,17 1022 24.2 7.3
Outrbat Starking-1(Int) -5,36 32,15 2247 255 6.2
o Starkimson-2 (Int),
Imilchil -5,63 32,15 2146 19.1 3
Golden-2 (Int)
Boutfarda Gala-1 (Int) -5,84 32,37 1473 22.2 6.5
Tizi-Nisly Lahmar-1 (Loc) -5,75 32,43 1395 26.7 11.4
Bounwal Zarbana (Loc) -6,00 32,47 1079 26.7 114
. Golden-1 (Int),
Ait ayach . -4,95 32,68 1531 21.8 75
Starkimson-1(Int)
. Golden-4 (Int),
Khénifra . -5,50 32,92 1314 235 8.4
Starking-4 (Int)
Azrou Starking-3 (Int) -5,23 33,43 1234 21.4 6.1
Golden-3 (Int),
Imouzzer Kandar Delicious-3 (Int), -5,04 33,75 1210 23.5 6.5

Lahmar-2 (Loc)

(Loc): Cultivar Local ; (Int) : variété internationale; T-max : Température maximale moyenne; T-min:
Température minimale moyenne.

11.2  Variables étudiées

La caractérisation morphologique et chimique a été basée sur 34 criteres pomologiques dont
la majorité sont cités dans les deux descripteurs du pommier publiés par 1’Institut
International des Ressources Phytogénétiques (IBPGR, 1982) et I'Union Internationale Pour
la Protection des Obtentions Végetales (UPOV, 2005).
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11.2.1 Variables morphologiques liées aux fruits.

Sur un échantillon de 50 fruits par cultivar récoltés de cinq arbres différents (10 fruits par
arbre), 31 variables morphologiques liees aux fruits (Figure 17) ont été mesurées
(quantitatives) ou codifiées (qualitatives) selon les instructions figurées dans les descripteurs

susmentionnés.

¢ Variables quantitatives :

Poids du fruit (PF) en g

Longueur du pédoncule (LOP) en mm

Largeur du pédoncule (LAP) en mm

Taille du fruit (TF) en cm

Hauteur du fruit (HF) en mm ; Diamétre du fruit (DF) en mm
Rapport : Hauteur/ Diametre (RHD)

Profondeur de la cavité du pedoncule (PCP) en mm
Largeur de la cavité du pédoncule (LCP) en mm
Profondeur de la cuvette de 1’ceil (PCO) en mm
Largeur de la cuvette de I’ceil (LCO) en mm
Nombre de grains (NG)

Largeur de grains (LAG) en mm ; Longueur de grains (LOG) en mm

A N N N N N N N U N N NN

Longueur de sépale (LS) en mm

¢ Variables qualitatives :

v Forme du fruit (FF)

v’ Parfum (P)

v" Etat cireux de 1’épiderme (ECE)

v" Couleur du fond (CF)

v" Couleur supplémentaire (CS)

v Aspect di a une couleur Supplémentaire (ACS)
v' Part de coloration Supplémentaire (PCS)

v" Surface de liége autour du Pédoncule (SLP)

v' Surface de liége sur les joues (SLJ)

v" Surface de liége autour de la cuvette de I’ceil (SLO)
v' Couleur de la Chair (CC)

v’ La Fermeté de chair (FC)

v" Ouverture des loges carpellaires (OLC)
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v Nombre de lenticelles (NL)
v" Taille des lenticelles (TL)
v Taille de I'eil (TO)

11.2.2 Variables chimiques

Pour chaque cultivar, trois parametres chimiques ont été analysés avec trois répétions.

opH

La mesure du pH a été effectuée en plongeant 1’électrode du pH-metre, préalablement

étalonné, dans une solution de jus pur.

e Taux de solides solubles (TSS) ou Brix°®

Une goutte de purée de fruits a été mise sur la plaque du réfractomeétre (étalonné a 20 °C)
préalablement nettoyé (avec ’cau distillée) et séché; en suite, la valeur du degré Brix (%)
a éteé lue directement sur le réfractometre. Dans un milieu dit simple comme le jus des fruits,
soit 10°Brix = 10% de sucres dans le milieu, car pour ce type de milieu, les minéraux et les

autres substances sont négligeables (Feldsine et al. 2002).

o Acidité titrable (AT)

L'acidité titrable (qui correspond a la somme des acides minéraux et organiques libres dans le
jus de fruits) a été déterminée en titrant le jus de pomme avec I’hydroxyde de sodium (NaOH)
0,1M (Ruck, 1963). Le jus extrait a partir de 25 g de fruits est dilué a 1/10. Puis, dans un
bécher (100 ml) muni d’un agitateur magnétique, on met 50 ml de jus dilué, et on titre avec

une solution de NaOH 0,1 N jusqu'a I’obtention d’un pH de 8,1.

Les résultats ont été exprimés en pourcentage d'acide malique ; 1’acide dominant dans le jus
de pomme (Ruck, 1963). L’acidité titrable en pourcentage est calculée selon la formule

suivante :

Ao — 1 PEXNXV
° 710 p

Ou, PE : Poids équivalent d'acide malique (67,09) ; N : Normalite de NaOH ; V : Volume de
NaOH versé ; P : Poids de 1’échantillon.

Page | 53



Ouverture des loges carpellaires (OLC)

o) (®

1 2 3
Fermé ou légérement ouvert  Modérément ouvert

Entierement ouvert
Hauteur de fruit (HF) Forme du fruit (FF)
]
1: Conique 2 : Ovoide 3 : Cylindrique
Diamétre du fruit (DF) Q Q
4 : Ellipsoide 5 : Globose 6 : Obloide

f-h = Profondeur de la cavité du pédoncule (PCP)

e-f = Largeur de la cavité du pédoncule (LCP)

a-c = Profondeur de la cuvette de I'ceil (PCO)

a-b = Largeur de la cuvette de I'ceil (LCO)

Figure 18: Schéma explicatif de quelques traits étudiés, UPOV (2005).
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1.3  Analyses statistiques

Les données relatives aux parametres pomologiques ont été analysées par différents logiciels

en utilisant différentes procedures statistiques.

11.3.1 Analyse de la variance a un seul facteur (ANOVA)

Cette analyse permet de comparer les moyennes des paramétres mesurés et de définir 1’écart
entre les différents individus. L’ANOVA se base sur le test de Fisher (F) qui permet de tester
I’hypothése d’égalité ou non des moyennes. Cette analyse a été faite a 1’aide du logiciel

XLSTAT® (version 2017).

11.3.2 Analyse en composantes principales (ACP)

L’analyse en composantes principales est une analyse multivariée qui a pour but de résumer
les variables (quantitative) étudiées a 1’aide d’un petit nombre de nouvelles variables
synthétiques, appelées composantes principales. Cette analyse descriptive permet de
représenter dans un plan a deux dimensions le maximum de variabilité sans a priori entre les
cultivars, permettant de mettre en évidence des tendances de corrélation ou des structurations
dans le jeu de données. Dans cette étude, I’ACP a été menée pour explorer la structuration
globale des cultivars en fonction des traits pomologiques étudiés. Le logiciel utilisé pour cette
analyse est le XLSTAT® (version 2017).

11.3.3 Classification hiérarchique ascendante (CHA)

Nous avons opté a la classification hiérarchique ascendante selon la méthode d’agrégation
UPGMA (Unweighted pair group method with arithmetic mean). Cette analyse a été effectuée
par le logiciel STATISTICA ® software (version 5).

11.3.4 Coefficient de corrélation de Pearson

En utilisant le XLSTAT® software (version 2017), une matrice de corrélation a été établie
entre les variables étudiées en se basant sur le coefficient de Pearson qui consiste a calculer le
guotient de la covariance de deux variables aléatoires par le produit de leurs écarts-types. Plus
ce coefficient est proche de -1 ou +1, plus l'association entre les deux variables est forte,

jusqu'a étre parfaite.

I11. Reésultats

L’objectif principal de I’analyse morphologique est de déterminer ’ampleur de la variabilité

pomologique et identifier les criteres les plus discriminants du pommier étudié. L'analyse de
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la variance a révélé des différences significatives entre les cultivars pour tous les traits
mesurés (Tableaux 6 et 7). Cela témoigne de la présence d’une hétérogénéité importante au

sein des cultivars étudiés (Figure 18).
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Figure 19: Fruits de quelques cultivars étudiés. (1) : Golden-2 ; (2) : Maticha ; (3) : Golden-
3; (4) : Golden-4 ; (5) : Delicious-1 ; (6) : Labiad ; (7) : Starking-4 ; (8) : Delicious-2 ; (9) :

Starking-3 ; (10) : Starking-2 ; (11) : Starking-1 ; (12) : Starkimson-1 ; (13) : Lahmar-1 ;
(14) : Ahmri-1 ; (15) : Starkimson-2 ; (16) : Azougar-Beldi (Y.Khachtib, 2023).
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1.1 Analyse des descripteurs morphologiques qualitatifs

La majorité des cultivars présentait une couleur de fond (CF) jaune-vert (77,8 %) suivi par
une couleur jaune (11,5 %), tandis que la couleur de la chair (CC) était creme chez 39,5 % des

cultivars étudiés suivi d'une couleur jaunatre (38 %) et verdatre (21,1 %) (Tableau 6).

2.1% des pommes étudiées ne presentent aucun parfum (P), 67,7% sont parfumées et 30,2%
sont tres parfumées. De méme, la quantité¢ de cire sur I’épiderme (ECE) de 10,4% des
individus est forte, 31.1% des individus ont une quantité moyenne alors que 58,2% ont une
quantité faible ou absente de cire sur leurs épidermes.

Le niveau d'ouverture des loges carpellaires (OLC) a montré des différences significatives
entre les cultivars, avec une dominance de loges carpellaires modérément ouvertes (78,3 %).
La forme des fruits (FF) était principalement ovoide (41,2 %), suivie d'une forme conique
(23,4 %), ellipsoide (13 %) et globulaire (10 %).

1.2 Analyse des descripteurs quantitatifs (morphologiques et

chimiques)

L’ensemble des descripteurs quantitatifs (15 pomologiques et 3 chimiques) ont montré une
variabilité significative entre les cultivars étudiés (Tableau 7). Le nombre moyen de
graines (NG) a varié de 3,26 chez le cultivar Delicious-2a 9 chez le cultivar Lahlou (9).
D’autre part, le cultivar Delicious-1 présente la valeur la plus élevée pour la taille de fruit

(25,76 mm) et le cultivar Amlale la valeur la plus faible (15,64 mm).

Le poids des fruits moyen (PF) varie de 52,07 g pour le cultivar Talhloute a 229,34 g pour le
cultivar Delicious-1. De méme, la longueur du pédoncule (LOP) a montré un degré de
variation significative entre les cultivars, la LOP minimale a été observée chez le cultivar
Labiad (11,31 mm) tandis que la LOP maximale a été observée chez le cultivar Golden-4
(30,79 mm).

En matiére de degré Brix, le taux de solides solubles (TSS) a montré une grande variation
entre les cultivars, allant de 11,63 % chez le cultivar Lahlou a 18,80 % chez le cultivar
starking-1. De méme, l'acidité titrable (AT) varie de 0,20 % (équivalent acide malique) chez

le cultivar Delicious-3 a 1,41 % chez le cultivar Azougar-Beldi.

Concernant le coefficient de variation, on note que parmi les 18 descripteurs quantitatifs
consideérés, 16 avaient des coefficients de variation supérieurs a 10 %, ce qui montre une large

gamme de variations entre les cultivars étudiés.
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1.3 Test de corrélation de Pearson :

L’analyse du test de corrélation a mis en évidence des corrélations significatives entre

plusieurs caracteres étudiés (Tableau 8).

Le poids du fruit (PF) a montré des corrélations positives avec la taille du fruit (TF, r = 0,97),
la hauteur du fruit (HF, r = 0,96), la largeur de la cuvette de I’ceil (LCO, r = 0,90), la taille de
I'eeil (TO, r = 0,84), la profondeur de la cavité du pédoncule (PCP, r = 0,85), la largeur de la
cavité du pédoncule (LCP, r = 0.85) , la profondeur de la cuvette de I’ceil (PCO, r = 0,78), la
taille des lenticelles (TL, r = 0,60) et le parfum (P, r = 0,56). De méme, la surface de liége
autour de la cuvette de I’ceil (SLO) est corrélée positivement avec 1’ouverture des loges
carpellaires (OLC, r = 0,71). La longueur du pédoncule (LOP) est corrélée positivement avec
le rapport : hauteur/diametre (RHD, r = 0,75), la longueur de sépale (LS, r = 0,56) et I'acidité
titrable (AT, r = 0,55). En revanche, l'acidité titrable (AT) était négativement corrélée avec la
taille des lenticelles (TL, r = -0,50), ainsi que la longueur du pédoncule (LOP, r = -0,54).
D'autre part, Le pH a montré une corrélation négative et significative avec lI'ouverture des
loges carpellaires (OLC, r = -0,57), le nombre de graines (NG, r = -0,56) et la largeur des
graines (LAG, r =-0,51).
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Tableau 6:Fréquences des caracteres qualitatifs considérés chez les cultivars étudiés.

Caractere Echelle d'évaluation Fréquence du Niveaux de

Mesurées (Caractére dominant en Gras) Caractére dominant Signification®
Forme du fruit Conique - Ovoide - Cylindrique- Ellipsoide - Globose — Obloide 41.2 % **
Parfum Sans parfum - Parfumée - Tres parfumée 67.7 % fal
Etat cireux de 1’épiderme Absent ou faible - Modéré — Fort 58.2 % fal
Couleur du fond Non visible - Jaune blanchatre - Jaune - Vert blanchatre - Vert jaune — Vert 77.8% **
Aspect di a une couleur Supplémentaire Affleurant plein seulement - Affleurant plein avec rayures définies — Rayures seulement 73.9% *x
Part de coloration Supplémentaire Absent ou tres petit - Petit - Moyen - Grand - Trés grand 36.7 % *x
Couleur supplémentaire Absent - Orange - Rose - Rouge - rouge fonce - violet — brun 45.5 % **
Surface de liege autour du Pédoncule Absent ou petit - Moyen — Grand 45.1 % **
Surface de liege sur les joues Absent ou petit - Moyen — Grand 99.2 % **
Surface de liege autour de la cuvette de 1’ceil Absent ou petit - Moyen — Grand 93.1% **
Couleur de la Chair Blanc - creme - jaunétre - verdatre - rosatre — rougeétre 39.5% **
Fermeté de la chair Tres molle — Molle — Moyenne — Ferme - Tres ferme 65.8 % **
Ouverture des loges carpellaires Fermé ou légérement ouvert - Modérément ouvert - Entierement ouvert 78.3 % fal
Nombre de lenticelles Petit - Moyen — Grand 44.4 % **
Taille des lenticelles Petit - Moyen — Grand 68.2 % **
Taille de I’ceil Petit - Moyen — Grand 52.7 % *x

& Niveau de signification de TANOVA : ** : p< 0.01
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Tableau 7: Statistiques descriptives des caracteres quantitatifs considérés chez les cultivars étudiés.

PF LOP LAP TF HF DF RHD PCP LCP PCO LCO NG LAG LOG LS TSS pH AT

@ (mm) (mm) ©€m) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) Mmm) (%) (%0)
Zarbana 86.71 17.71 212 19.58 51.62 61.86 0.83 9.53 23.81 46 24.48 6.48 4.26 8.67 6.23 13.67 3.64 0.54
Golden-1 14757 2471 1.77 21.64 64.33 69.22 0.93 15.9 28.84 6.03 27.07 7.06 454 8.43 5.74 15.37 371 0.54
Starkimson-1 12497  20.69 2.36 20.92 59.03 67.5 0.87 13.18 32.09 7.24 25.54 6.84 4.14 7.64 6.36 13.97 3.82 0.44
Delicious-1 22934 2144 2.78 25.76 76.02 84.23 0.9 18.08 38.64 10.55 34.86 34 438 7.84 6.35 1253 4.26 0.56
Starkimson-2 11523  20.83 2.37 20.16 59.01 65.22 0.91 14.41 30.65 7.78 25.49 6.42 3.81 7.21 6.79 12.97 3.96 0.42
Golden-2 12041  28.88 1.62 20.37 59.97 65.07 0.92 15.59 31.22 8.89 27.95 8.18 4.47 8.24 5.98 13.77 3.66 0.29
Starking-1 140.05  23.79 231 21.63 63.88 70.08 0.91 14.66 33.32 8.07 25.56 6.4 3.89 7.19 6.76 188 3.96 0.42
Lahmar-1 138.09  22.36 2.7 21.78 59.98 71.02 0.84 16.48 36.08 9.1 30.52 7.74 4.26 7.97 6.52 14.03 427 03
Gala-1 74.45 25.86 2.1 17.15 48.68 55.21 0.88 13.38 23.65 5.87 18.17 73 437 8.26 6.74 16.2 3.83 0.38
Lahlou 55.24 17.81 2.16 16.37 39.18 54.4 0.73 10.49 22.92 553 20.66 9 485 8.46 476 11.63 3.29 1.19
Amlale 57.29 24.43 1.8 15.64 46.97 50.59 0.93 10.69 18.63 4.94 19.36 5.85 4.27 8.18 7 12.8 351 0.74
Oumlile Beldi 136.61  13.91 2.77 22.58 57.47 73.24 0.79 14.22 32.58 5.13 29.59 7.2 47 8.17 551 14.03 3.4 0.62
Azougar Beldi 69.35 16.9 215 17.39 50.9 56.28 0.9 11.46 19.52 347 22.17 8.7 4.68 9.93 6.87 14.53 3.18 1.41
Starking-2 137.96 24.3 213 21.98 65.58 71.15 0.92 14.99 34.36 9.16 27.43 6.4 436 8.31 6.2 126 4.01 0.43
Azougar 193.07  21.07 2.2 23.75 71.95 78.37 0.92 17.12 37.86 10.87 30.33 6.5 458 8.67 7.67 12.73 4.01 0.41
Delicious-2 11726  21.39 2 20.08 60.29 64.95 0.93 13.35 30.91 9.52 27.07 3.26 419 7.64 6.79 12.37 413 0.27
Labiad 11991 1131 267 21.22 56.11 69.13 0.81 13.04 34.43 6.97 29.01 76 461 7.79 5.06 15.83 2.95 1.03
Ahmri-1 129.4 20 2.27 21.27 59.72 68.61 0.87 14.66 33.17 8.53 27.19 6.54 4.29 7.83 6.21 16.07 411 0.31
Oumlile-1 105.26  20.85 2.07 19.06 54.85 60.29 0.91 14.44 28.83 6.98 25.39 7.4 4.29 8.12 6.35 12.93 4.06 0.32
Gala-2 12475  25.08 221 20.93 61.16 66.28 0.92 18.33 29.8 8.07 28.58 5.6 435 7.9 6.66 155 3.59 0.53
Maticha 1235 14.62 2.56 20.83 57.34 69.12 0.83 1457 34.1 6.35 28.93 76 434 8.04 6.13 12.8 352 0.52
Golden-3 120.86  28.37 1.72 20.27 60.74 64.47 0.94 15.99 31.35 8.32 25.96 6.48 4.28 8.59 7.29 12.93 431 0.23
Delicious-3 75.3 26.29 221 17.32 49.22 55.52 0.89 11.09 23.35 6.61 22.04 49 2.28 466 6.27 16.97 4.26 0.20
Lahmar-2 73.21 22.99 212 17.36 49.24 56.01 0.88 10.69 24.31 5.01 21.96 5.1 2.72 5.38 5.39 12.53 41 0.22
Starking-3 97.04 27.75 217 18.97 53.39 60.38 0.89 11.72 29.39 7.44 25.38 7.35 4.03 7.58 7.02 14.43 4.07 0.27
Golden-4 182.7 30.79 1.97 23.84 69.4 78.23 1.02 18.24 29.1 9.4 29.94 6.15 4.42 8.89 7.28 13.27 4.16 0.25
Starking-4 205 25.66 2.36 24.62 72.76 80.04 0.91 17.1 39.21 9.52 30.6 7 438 8.21 6.83 15.7 4.09 0.22
Ahmri-2 138.56 254 2.38 21.29 63.19 68.94 0.92 15.7 33.26 8.02 26.33 5.9 413 7.87 6.9 16.63 4.04 0.38
Oumlile-2 81.76 28.62 2.06 17.9 52.69 56.88 0.93 13.52 27.23 484 22.15 7.45 4.12 8.59 6.47 12,57 3.84 0.24
Talhloute 52.07 13.4 1.89 17.16 43.04 53.15 0.81 9.07 24.95 6.11 21.76 1.3 261 486 5.42 11.93 4.35 0.27
Moyenne 119.1 22.24 2.2 20.29 57.92 65.51 0.89 14.06 29.92 73 26.05 6.44 4.15 7.84 6.38 14.07 3.87 0.47
CV (%) 36.87 22.26 1351 12.38 14.89 13.05 6.28 18.48 18.01 26.03 14.58 25.05 14.32 14.17 10.6 12.38 9.21 62.74
F value 74.24%% 33 76** 3756%* 6857** 5963** 4675** 672** 3536%* 6122%* 3757** 4831** 19,19%** 2290** 4568** 16,75** 881** 1929** 12,70**

CV : coefficient de variation ; Niveau de signification : ** ; p< 0.01; les valeurs maximal et minimal pour chaque trait sont écrites en gras.
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Tableau 8: Matrice des corrélations entre les parametres morphologiques et chimiques étudiés.

FF__PF P SLJ SLO TL LOP LAP TF HF DF RHD TO PCP LCP PCO LCO OLC NG LAG LOG LS FC PH AT
FF 1
PF  -0517 1
P 033 0577 1
SLJ 038" -023 -011 1
SLO 0517 -0.03 -0.14 0.12 1
TL  -059 0,607 049" -045" -024 1
LOP -048" 018 003 -027 -045 045 1
LAP -0.02 038 030 006 032 011 -049" 1
TF  -042° 0977 059™ -023 007 058" 006 045 1
HF -060" 0977 0517 -0.36 -0.10 0,63~ 029 026 0947 1
DF  -043" 098" 058" -0.17 0.08 056~ 004 0497 0997 093" 1
RHD -060" 0,38 011 -058" -0,38" 054~ 0,75  -043" 027 055 0.25 1
TO -0617 084" 047" -032 -028 057" 029 028 084" 085 083 038 1
PCP -051" 085" 044" -019 -0.10 065" 039 021 0817 087" 0817 0527 072" 1
LCP -052" 085" 055" -013 -0.07 049” -001 0527 088" 08" 08" 011 08 073" 1
PCO -0,60" 0,78 046" -019 -042° 044" 032 015 0747 0,797 074" 041" 088" 0747 0797 1
LCO -031 0907 0517 -0.16 009 048" -004 049" 094" 085" 093" 017 0827 0777 087" 0727 1
oLC 032 -014 -027 032 071" -029 -048" 022 -012 -020 -008 -031 -049~ -012 -0.19 -045" -0.08 1
NG -004 -006 -003 036 024 001 005 008 -005 -008 -001 -015 -0.16 009 -002 -024 -005 034 1
LAG -011 037" 015 025 027 014 -006 013 038 034 041" 002 013 044" 028 015 037" 044" 0617 1
LOG -014 028 010 012 023 015 009 -003 028 031 030 021 004 039" 012 004 023 041 0637 093" 1
LS -059" 034 004 -045 -025 032 056 -017 025 047 024 0747 038 043" 016 042" 014 -014 -003 014 033 1
FC  -0.14 -045" -032 -025 -0.23 -0.14 015 -054" -047" -0.30 -047" 032 -031 -026 -047" -027 -0497 000 017 -0.09 014 0326 1
PH -045" 028 021 -037 -044" 032 0477 -014 022 032 019 041" 049" 024 028 0547 016 -57" -577 -0527 -043" 040" -0.06 1
AT 0477 024 -013 043" 038 -0517 -055" 019 -022 -0.30 -0.17 -042° -0527 -028 -0.32 -045 -0.16 057 041" 047" 042" -033 004 -082" 1

Corrélations significatives, positive (en rouge) et négatif (en bleu); * Significatif (P<0.05); ** Hautement significatif (P<0.01)
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1.4 Analyse en composantes principales et classification

hiérarchique ascendante

Afin d’étudier les relations phylogénétiques entre les cultivars étudiés, une analyse en
composante principale et une classification hiérarchique ascendante ont été réalisées sur la
base des paramétres morphologiques et chimiques étudiés. Les deux premieres composantes
(PC1 et PC2) absorbent 65 % de la variabilité totale (Figure 19). La premiére composante
(PC1) qui représente 44, 03 % de la variation totale, est corrélée positivement aux poids du
fruit (PF), la hauteur du fruit (HF), la taille du fruit (TF), le diamétre du fruit (DF),
la profondeur de la cavité du pédoncule (PCP) et la profondeur de la cuvette de 1’eil (PCO).
Concernant la deuxiéme composante qui absorbe 21,06 % de la variabilité observée, il est
corrélée positivement avec la longueur du pédoncule (LOP), le rapport hauteur/diametre
(RHD) et le pH. En revanche, l'acidité titrable (AT), la largeur des grains (LAG), la longueur
des grains (LAG), le nombre de grains (NG) et la largeur du pédoncule (LAP) sont corrélés

négativement avec cette deuxieme composante.

Variables ( PC1 + PC2: 65,09 %)
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® Variables actives

Figure 20.: Corrélations entre les variables quantitatives et les deux premiers axes de I’ACP.
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PC2 (21,06%)

La projection des cultivars étudiés sur le plan ACP formé par les deux premieres composantes
a révélé la présence de trois groupes (Figure 20). Le premier groupe (1) comprend 6 cultivars
y compris des cultivars introduits et locaux qui sont caractérisés par des pédoncules courts,
un petit nombre de grains, une acidité moyenne a faible, un nombre de lenticelles relativement
grand et des loges carpellaires fermées ou Iégerement ouvertes. Le deuxieme groupe (2) est
constitué de 6 cultivars et il est principalement composé de cultivars locaux caractérisés par
un faible poids de fruit, une acidité titrable élevee, des sépales longs, un grand nombre de
grains et une surface de liege autour de la cuvette de 1’ceil relativement grande. Quant au
troisieme groupe (3), il comprend 18 cultivars et il est constitué majoritairement de cultivars
introduits. Ces cultivars se différencient des autres groupes principalement par leurs grands
poids et leurs grandes tailles de fruits et par des valeurs relativement élevées du rapport
Hauteur/ Diameétre. D’une fagon générale, on note que les cultivars étudiés sont regroupés

indépendamment de leurs origines géographiques.

Observations (PC1 + PC2:65,09%)
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Figure 21:Diagramme de dispersion des cultivars étudiés, basé sur les deux composantes
principales.

Page | 63



La classification hiérarchique ascendante (CHA) a révélé la séparation de deux clusters

principaux (Figure 21).

Zarbana
Gala-1
Delicious-3 1A1
Lahmar-2 - :
Oumlile-2

Azougar Beldi LA

Lahlou
Talhloute — 1.A.2

LB —

0 15 30 45 60 75 0 105

Euclidean distance

Figure 22: Dendrogramme résultant de la classification hiérarchique ascendante basée sur
34 caracteres pomologiques.

Le premier cluster (1) est divisé en deux sous-clusters (I-A et I-B) ; le sous-cluster (I-A)
comprend 9 cultivars a savoir Zarbana, Gala-1, Delicious-3, Lahmar-2, Oumlile-2,
Azougar-Beldi, Lahlou, Talhloute et Amlale, caractérisés par un faible poids et une petite
taille de fruit et des pédoncules Longs. Quant au deuxieme sous-cluster (I-B), il est composé
de 17 cultivars a savoir Golden-1, Starking-1, Ahmri-2, Starking-2, Lahmar-1, Oumlile-Beldi,
Starkimson-1, Ahmri-1, Labiad, Maticha, Delicious-2, Starkimson-2, Golden-2, Golden-3,

Gala-2, Oumlilie-1 et Starking-3, qui se distinguent des autres cultivars par des valeurs

Page | 64



moyennes pour la majorité des caracteres tels que le poids et la taille de fruit, le nombre de

grains et la fermete de la chair.

Le deuxieme cluster (II) formé est composé de quatre cultivars (Delicious-1, Azougar,
Starking-4 et Golden-4) qui se caractérisent par des teneurs en solides solubles totaux
moyennes, une faible acidité et des fruits de poids et taille importante. On note également que
certains cultivars qui portent des noms différents sont regoupés dans le méme groupe, ce qui

nous laisse suggérer qu’ils peuvent étre des synonymes, il s'agit des cultivars :

» Delicious-3 / Lahmar-2, place dans le cluster I.LA.1
» Lahlou/ Talhloute, placé dans le cluster 1.A.2

» Starking-1/ Ahmri-2, placé dans le cluster 1.B.1

» Oumlile-1/ Starking-3, placé dans le cluster 1.B.2

D’autre part, certains cultivars qui portent la méme appélation sont regoupés dans des clusters
différents, ce qui nous laisse suggérer qu’ils peuvent étre des homonymes. Il s'agit des

cultivars :

» Delicious-1/ Delicious-2 / Delicious-3 placé dans les clusters ILLA, I.B.1 et LA.1,
respectivement.

» Gala-1/ Gala-2 placé dans les clusters I.A.1 et 1.B.1, respectivement.

I\VV. Discussion

Les résultats obtenus au cours de cette étude ont révélé une grande diversité au sein des
cultivars de pommier étudiés pour la plupart des traits pomologiques analysés. Ainsi, pres de
89 % des caracteres quantitatifs mesurés présentent un coefficient de variation supérieure a 10
% et la totalité des caractéres qualitatifs montrent des différences significatives entre les
cultivars étudiés. D’une fagon générale, les cultivars étudiés ont des fruits de taille moyenne
avec une hauteur qui varie de 39.18 mm a 76 mm et un diamétre allant de 50.59 mm a
84.23 mm. Ces valeurs sont comparables a celles obtenues par Reig et al. (2015) chez des
cultivars de pommier en Espagne (HF : 50.2 -74.7 mm ; DF : 56.2 - 88.3 mm). D'autre part,
les cultivars étudiés présentent un poids de fruit moyen qui varie de 52,1 g chez le cultivar
local Talhloute a 229,34 g chez la variété introduite Delicious-1. Des résultats relativement
similaires ont été rapportés pour les cultivars de pommier en Bosnie-Herzégovine (97,9 -
219,58 @) et en Espagne (77,6 - 265,8 g) (Gasi et al. 2011 ; Reig et al. 2015). Cependant,
Damyar et al. (2007) et Karatas, (2022) ont signalé des valeurs plus faibles pour les cultivars
de pommier iranien (71-165 g) et les cultivars de pommier locaux en Turquie (89-132 g),
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tandis que des valeurs plus élevées ont été révélées pour des cultivars de pommier en Inde
et au Canada (91,68 - 274,37 g ; 7,57-460 g ; respectivement) (Mir et al. 2017 ; Watts et al.
2021). En effet, le poids des fruits est un bon indicateur du rendement et de la qualité des

fruits tres demandés par les consommateurs (Gao et al. 2011).

Quant aux analyses des parametres chimiques, les résultats obtenus montrent une importante
variabilité entre les cultivars étudiés. La teneur en sucre (TSS) varie de 11,63% chez le
cultivar local Lahlou a 18,80% chez la variété introduie Starking-1. De méme, I'acidité titrable
(AT) varie entre 0,2 % chez le cultivar Delicious-3 et 1,41 % chez le cultivar Lahlou.
Des résultats similaires ont été rapportés par d’autres travaux sur le pommier en Syrie (TSS
varie de 11,8 a 19,1 % et I'AT de 0,2 a 1,5 %), en ltalie (TSS varie de 11,9 a 18,5% et I'AT
varie de 0,12 a 1,29%) et en Espagne (TSS varie de 10 a 18,1% et I'AT varie de 0,17 a 1,73%)
(Bignami et al. 2003 ; Al Halabi & Muzher 2015 ; Reig et al. 2015). Cependant, des teneurs
en sucre plus faibles ont été enregistrées chez des cultivars locaux de pommier
en Turquie (9,10 - 15,4 % ; Karatas, 2022) et au sein d’une collection qui contient plus de
1000 accessions de pommier au Canada (7,04 — 16,4 %; Watts et al. 2021). En revanche, des
valeurs plus élevées de ce paramétre ont été signalées chez les cultivars de pommier en
Serbie (12,55 a 19,24 % ; Mratini¢ & Fotiric-Aksi¢ 2012) et en Inde (11,80 a 20,03 % ; Mir et
al. 2017).

D’autre part, selon Sebek (2013), la teneur en sucre (TSS) pour la plupart des cultivars de
pommier se situe entre 11,0 et 16,1 %. Ainsi, une valeur supérieure a 16 % de ce parametre
pourrait étre acceptée comme un niveau élevé de sucrosité. D’aprés nos résultats, on note que
certains cultivars présentent des teneurs en sucre (TSS) tres élevées Gala-1 (16,20%),
Ahmri-1 (16,07%), Delicious-3 (16,97%), Ahmri-2 (16,63%) et Starking-1 (18,80%), ce qui
est en faveur de leur utilisation dans 1’industrie pour la production de jus, de sirop concentré,

de la confiture ou également des tranches de pommes séchées.

Les resultats des analyses multivariées ont révélé la formation de trois groupes de cultivars
indépendamment de leur origine géographique. Ceci peut étre expliqué par les échanges
commerciaux du matériel végétal du pommier, multiplié principalement par voie végétative,
entre les pomiculteurs de différentes régions du Maroc. En effet, ce résultat est en accord avec
les résultats d’autres travaux antérieurs sur la diversité pomologique du pommier en Syrie, en
Espagne et en Bosnie-Herzégovine (Al Halabi & Muzher, 2015 ; Pereira-Lorenzo et al. 2003 ;
Gasi et al. 2011).
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Parmi les résultats obtenus au cours de ce travail, on peut avancer des hypothéses sur la
présence d’homonomie et de synonymie au sein des cultivars étudiés, ce qui rejoint les
résultats signalés par Pereira-Lorenzo et al. (2003) et Kiraly et al. (2015) chez le pommier
espagnol et hongrois. Ceci peut étre di au fait que les agriculteurs donnent aux cultivars de
pommier des noms locaux en fonction des caractéristiques de fruits entrainaient ainsi

un probléme d'appellation erronée.

V. Conclusion

La présente étude sur la diversité phénotypique du pommier au Maroc a révelé que la majorité
des cultivars étudiés étaient différents sur la base de la majorité des caracteres pomologiques
considérés, principalement la taille, le poids, la forme et la couleur du fruit, la longueur du
pédoncule, la surface de liege autour du pédoncule et 1’acidité titrable. En outre, cinq cultivars
a savoir Gala-1, Ahmri-1, Delicious-3, Ahmri-2 et Starking-1 présentent des valeurs élevées
pour la teneur en solides solubles (TSS), ce qui suggere gu'ils peuvent étre bien adaptés a la
transformation industrielle. D’autre part, d'aprés les résultats de l'analyse hiérarchique
ascendante, nous avons suspecté quelque cas de synonymies et d'homonymies impliquant 12
cultivars. Finalement, on conclut que le présent travail offre des résultats importants qui
pourraient étre utiles pour accroitre nos connaissances sur le germoplasme du pommier a
I'échelle nationale et aussi bien pour mener un programme pour la gestion et la valorisation

des ressources génétiques de cette espece.
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Chapitre 3 - Analyse de la
diversité genetique du
Pommier au Maroc a [’aide
des marqueurs (ISSR)
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I. Introduction

La mesure des changements d’état des ressources génétiques domestiques vegétales (RGDV)
et leur niveau de diversité est importante, car ils représentent le matériel utilisable par
I’Homme pour faire face aux enjeux que sont le changement climatique ou le développement
d’une agriculture plus durable (Goffaux et al. 2011). De telles variations de ces RGDV
interviennent en lien avec les techniques de sélection et de diffusion des variétés développées
lors de la modernisation de I’agriculture (Van de Wouw et al. 2009). En effet, le second
rapport de la FAO sur les Ressources Phytogénétiques (2010) et le Quatrieme Rapport
National de la France a la Convention sur la Diversité Biologique (\alarcher, 2009)
soulignent que la pression exercée par les variétés modernes a forte productivité sur les
variétés traditionnelles fait obstacle a la promotion de la conservation de la diversité
génétique. D'autre part, diverses études ont montré que les noms des cultivars répertoriés ne
reflétaient pas la diversité représentée (Jarvis et al. 2008 ; Sagnard et al. 2008). Certains
noms peuvent couvrir des cultivars différents (homonymie), et une méme variété peut étre
reconnue sous plusieurs noms (synonymie). Ces noms utilisés par les agriculteurs renvoient,
dans une certaine mesure, a la diversité agro-morphologique, chimique ou moléculaire, et sont
plus ou moins répandus a différentes échelles géographiques (Jarvis et al. 2008 ; Sagnard et
al. 2008).

En effet, il ressort de ce qui précede que I'évaluation réguliere de la diversité génétique des
espéces végétales utilisées en agriculture est essentielle a la sécurité alimentaire. Dans ce sens
et afin de fournir un apercu général sur I'état des ressources génétiques du pommier au Maroc,
nous nous sommes interéssé a 1’évaluation de la diversité genétique des cultivars marocains a
I'aide des marqueurs ISSR (Inter Simple Sequence Repeat). En effet ces marqueurs réputés
dominants ont montré leur efficacité pour distinguer les génotypes de pommier dans plusieurs
pays (Gasi et al. 2010 ; Pathak & Dhawan 2012; Uzun et al. 2016; Mariano et al. 2019).

I1. Matériel et méthodes

1.1  Matériel végetal

29 genotypes (4 variétés introduites et 25 cultivars locaux d'origine inconnue) cultivés dans
différentes localités ont été étudiés (Tableau 9, Figure 22). Pour chaque cultivar 15 a 20
jeunes feuilles ont été prélevées entre les mois d’avril et juin 2018, puis ils sont conservés

a-20°C jusqu'a I'extraction de I'ADN.
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Puisque les cultivars de pommier étudiés ont des origines géographiques différentes, nous

avons opté de les regrouper en quatre groupes différents a savoir, Marrakech, Azilal, Khénifra

et Fés.
Tableau 9:Appellation et origine géographique des 29 cultivars étudiés.
Groupe (Code) Cultivar Code Origine Latitude/° Longitude/°

Laakri LAK MD.Zerhoun 34° 36 5°31

Fes (FES) Golden GOL*  Immouzar Kandar 33°44 5°20
Lahmar-3 LAH-3  Immouzar Kandar 33°44 5° 20
Lamcharat LAM Khénifra 32°55 5°30

Zarbana ZAR Bounwal 32°27 5°59

Labiad-1 LAB-1 Tizi Nisli 32°25 5°45

Khénifra (KHE) Lahmar-2 LAH-2 Tizi Nisli 32°25 5°45
Gala GAL* Boutfarda 32°20 5°48

Starkimson STAR* Imilchil 32°90 5°37

Talhloute TAL Ouaouizagthe 32°10 6°21

Talhloute-Beldi  TAB Ouaouizagthe 32°10 6°21

Oumlile-1 OUM-1 Tilougite 32°2 6°13

Azougar-2 AZO-2 Tilougite 32°2 6°13

Labiad-3 LAB-3 Iminwarge 31°59 6°9

Lahlou-1 LAL-1 Iminwarge 31°59 6°9

Azougar-3 AZO-3 Iminwarge 31°59 6°9

Azougar-Beldi AZB Ikoumine 31°53 6° 6

Azilal (AZI) Oumlile-Beldi OMB Ikoumine 31°53 6° 6
Amllale AML Zaouite Ahnsale 31°50 6°5

Azougar-1 AZO-1  Zaouite Ahnsale 31°50 6°5

Lahmar-1 LAH-1 Ait Mhamed 31°52 6°29

Labiad-2 LAB-2 Ait Mhamed 31°52 6°29

Lahlou-2 LAL-2 Ait Mhamed 31°52 6°29

Ahmri-2 AHM-2 Ait Bougmez 31°41 6°22

Oumlile-3 OUM-3 Ait Bougmez 31°41 6°22

Maticha MAT Ait Bougmez 31°41 6°22

Oumlile-2 OUM-2 Ourika 31°21 7°42

Marrakech (MAR) Ahmri-1 AHM-1 Ourika 31°21 7°42
Delicious DEL* Asni 31°15 7°58

* variétés introduites
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Figure 23: Distribution geographique des vergers de pommiers échantillonnés.

11.2  Extraction d’ADN

L’extraction de I'ADN génomique a été réalisée a partir de jeunes feuilles fraiches selon la
méthode CTAB (bromure de cétyltriméthylammonium) (Doyle et Doyle, 1990) avec quelques
modifications. Il s’agit notamment de réajustement du volume des tampons, optimisation des

durées de centrifugation et 1’ajout d’un tensioactif (Laury sarcosine).

L'intégrité de I’ADN extrait a été vérifiée par électrophorése sur gel d’agarose a 0,8 %, et sa
concentration a été estimée par spectrophotométrie (Spectrophotomeétre Selecta UV-3100).
Ensuite, des concentrations d’ADN de 10 ng/ul ont été préparées et conservées a —20°C pour

une utilisation ultérieure.

1.3 Amplification par PCR de marqueurs ISSR

11.3.1 Amorces ISSR utilisées

Au total, vingt amorces ISSR concgues par I'Université British Columbia (UBC, Vancouver,
Canada), largement utilisées pour les etudes de diversité génétique chez les plantes cultivées
ont été testées. Par la suite, nous avons sélectionné 15 amorces en fonction de la clarté et la

reproductibilité des bandes (Tableau 10).

Page | 71



Tableau 10: Séquences des amorces ISSRs utilisées. Tm : Température de fusion ; a: Y = (C,
T), R= (A, G); les 15 amorces sélectionnées sont colorées en gris.

Amorces Séquence ? Tm (C°) GC%
UBC 807 AGAGAGAGAGAGAGAGT 48.1 47
UBC 810 GAGAGAGAGAGAGAGAT 46.8 47
UBC 814 CTCTCTCTCTCTCTCTA 47.1 47
UBC 815 CTCTCTCTCTCTCTCTG 47.1 47
UBC 817 CACACACACACACACAA 46.7 47
UBC 818 CACACACACACACACAG 47.9 53
UBC 827 ACACACACACACACACG 49.2 53
UBC828 TGTGTGTGTGTGTGTGA 47.3 47
UBC 834 AGAGAGAGAGAGAGAGYT 51.2 44
UBC 836 AGAGAGAGAGAGAGAGYA 51.9 44
UBC 840 GAGAGAGAGAGAGAGAYT 49.1 44
UBC 841 GAGAGAGAGAGAGAGAYC 49.7 50
UBC 843 CTCTCTCTCTCTCTCTRA 50.9 50
UBC844  CTCTCTCTCTCTCTCTRC 50.9 50
UBC845 CTCTCTCTCTCTCTCTRG 51 50
UBC853 TCTCTCTCTCTCTCTCRT 50.9 44
UBC 855 ACACACACACACACACYT 49.1 44
UBC 856 ACACACACACACACACYA 49.7 44
UBC 857 ACACACACACACACACYG 50.7 50
UBC 889 ACACACACACACAC 50.3 50

11.3.2 Amplification par PCR

Afin de sélectionner le programme d’amplification (PCR-ISSR) qui donne les meilleurs
résultats, plusieurs essais d’optimisation ont été effectués. La qualité et le rendement du
produit des réactions PCR-ISSR dépendent de plusieurs paramétres dont la température
d'hybridation (Ta). Concernant la spécificité de la réaction PCR -ISSR, la Ta est considéré
comme le point le plus critique (Rychlik, 1990). Ainsi, une étape d'optimisation du Ta pour
chaque amorce a été réalisée a 1’aide de la technique PCR a gradient de température. Cette
technique nous a permis de déterminer pour chaque amorce la Ta optimale parmi un

minimum de 6 valeurs de températures testées.

Comme l'efficacité d'extraction varie d'un échantillon a l'autre et que le rendement et la
reproductibilité d'amplification d'une réaction PCR varie avec la quantité d'ADN, une gamme
de concentrations qui varie de 10 a 70 ng d’ADN / 12,5 pL a été testée. Les meilleurs résultats

d’amplification ont été obtenus dans les conditions suivantes :
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o Le volume réactionnel final utilisé est de 12,5 uL, contenant 30 ng d’ADN matrice, 1x
du tampon de réaction My Taqg (comprenant 5 mM de dNTPs, 15 mM de MgCl,), 0,4
pM de Iamorce et 0,625 U de MyTaq™ DNA polymérase (Bioline) et la quantité
suffisante d'eau distillée stérile pour compléter le volume final. Pour éviter tout risque
de contamination, la préparation des réactifs ainsi que les mélanges réactionnels ont
été faits sous une hotte PCR (dotée d’un systéme de filtration d’air et d’un dispositif

de décontamination par lampes UV).

o Les amplifications PCR ont été réalisées dans un thermocycleur MultiGene™ (Labnet
International, USA) avec le programme suivant : une pré-dénaturation préparatoire a
95°C pendant 3 min, suivie de 30 cycles d’amplification. Chaque cycle comprend une
¢tape de dénaturation a 95 °c pendant 15s, une étape d’hybridation pendant 30 s a la
température optimale d’hybridation (Ta) déterminée préalablement par PCR a gradient
de température et une étape d’élongation a 72°c durant 2 min. Enfin, un cycle

d'élongation finale a 72°c pendant 5 min a été effectue.

Apres amplification, les produits PCR ont été séparés par électrophorése sur gel d'agarose
a 1,7 % avec une concentration de bromure d'éthidium de 1 pg/ml. La migration a été
effectuée en utilisant le TBE (0,5 X) comme tampon de migration sous une tension de 90
volts constante pendant 2 heures. La taille des fragments amplifiés a été estimée a l'aide du
marqueur du poids moléculaire Hyper Ladder™ 1kb (Bioline) et I'image du gel a été capturée
par le systéme Gel Doc (Enduro™ GDS, Labnet International, USA).

114 Analyses statistiques

11.4.1 Calcul des parameétres de diversité

La lecture des profils électro-phorétiques des amorces ISSR a été réalisée sur la base de la
présence ou I’absence des différentes bandes amplifiées chez les 29 cultivars analyses.
Le chiffre « 1 » est attribué pour la présence de la bande et le chiffre « 0 » pour son absence.
Ainsi, une matrice binaire a été établie. Cette matrice binaire va servir au calcul des différents
parameétres de diversité génétique des cultivars étudiés. De plus, pour évaluer I’efficacité et la
capacité de ces marqueurs a révéler le polymorphisme chez les cultivars étudiés, d'autres

parametres ont été calculés, a savoir le Pic et le Rp.
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+ Pourcentage de bandes polymorphes (PBP)

Pour chaque amorce ISSR, nous avons calculé le total des bandes amplifiées, le nombre des

bandes polymorphes et le pourcentage des bandes polymorphes (PBP).

+ Contenu informationnel du polymorphisme (PIC)

La qualité d'un marqueur genétique peut étre estimée par l'indice du contenu informatif du
polymorphisme (PIC) (Botstein et al. 1980). Pour les marqueurs dominants, la valeur du PIC
indique la probabilité de trouver ce marqueur dans deux états différents (présent/absent) chez
deux individus choisis au hasard dans une population. Sa valeur varie de zéro pour
les marqueurs monomorphes a 0,5 pour les marqueurs présents chez 50 % des individus
et absents chez les 50 % restants. Comme ces marqueurs n'ont que deux alléles possibles,
la définition du PIC est similaire a celle de I'nétérozygotie (Serrote et al. 2020). Selon De Riek

et al. (2001), le PIC est calculé par la formule suivante :
PIC=1-[f*+(1-()*]

Ou f est la fréquence du marqueur dans I'ensemble de données (f peut étre la fréquence des

loci amplifiés ou la fréquence des loci non amplifiés).

Selon les valeurs de PIC, Serrote et al. (2020) ont proposé la classification de I'informativité

des marqueurs dominants suivants:

e 0<PIC<0,10: informativité faible
e 0,10 <PIC <0,25 : informativité moyenne
e 0,30 <PIC <0,40 : informativité élevée

e 0,40 <PIC <0,50 : informativité tres élevée

+ Pouvoir résolutif (Rp)

Pour estimer I’efficacité des amorces utilisées, un autre indice a été calculé. Il s’agit du
pouvoir résolutif (Rp), connu comme étant un bon critére permettant de déterminer 1’efficacité
des amorces utilisées pour différencier entre les populations. Le calcul du Rp a été fait selon
la formule de Gilbert et al. (1999) :

Rp:ZIb Avec Ib=1-2x]05—-P|

Ou P : la fréquence des individus possédant la bande 1
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+ Indices de diversité de Nei

L’indice H de Nei est utilisé pour évaluer la diversité génétique a I’intérieur d’un pool
génétique. 1l est basé sur les fréquences des alleles identifiés sur un certain nombre de locus
répartis dans le génome (Nei, 1979). Il traduit 1’¢loignement génétique moyen de deux
variétés choisies au hasard. Sa valeur est comprise entre 0 (sur chaque locus tous les alléles
relevés sont les mémes entre chaque variété) et 1 (sur chaque locus tous les alléles relevés

sont différents entre chaque variété). 1l est défini par la formule suivante:

. E;::L(l_z.‘ir:l pijz)
]

H

Ou, J = nombre total de locus
I = nombre total d’all¢les au locus j
pij = fréquence de 1’alléle i au locus j au sein d’un ensemble de variétés

Lorsque les loci sont multialléliques, Nei utilise les indices suivants : la diversité génétique
totale (Ht) qui représente la somme de la diversité génétique intra-population (Hs) et la

diversité génétique inter-population (Dst) (Crossa et al., 1993).
Ht = Hs + Dst

De méme, ces indices ont été également utilisés pour déterminer les relations génétiques entre
les sous-populations (groupes géographiques) en calculant le coefficient de différenciation

génétique (Gst) selon la formule suivante :

Ht — Hs Hs Dst
GSt =—— = =

Ht Ht Ht

Le logiciel POPGEN version 1.32 (Yeh et al. 1997) a été utilisé pour calculer ces différents

indices.

+ Flux du géne (Nm)

Le flux génétiqgue (Nm) est un concept en génétique des populations qui fait référence au
mouvement de génes ou d'alléles entre des populations croisées d'une espéce particuliere.
Lorsque des membres d'un pool de génes s'accouplent avec des membres d'un autre pool de

genes, cela peut modifier les frequences des alléles, ayant comme résultat final
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I’homogénéisation des alléles entre les deux populations (Slatkin, 1985). A partir des valeurs
de Gsr, le flux de génes (Nm, représente le nombre absolu de migrants par génération) entre

les cultivars est estimé a 1’aide de logiciel POPGEN, selon la formule suivante :

_ 0,5(1 — Gst)
B Gst

Nm

Plus la valeur de Nm est supérieure a 1, plus I’échange de genes est important.
+ Indice de diversité de Shannon (1)

Cet indice apporte une information supplémentaire sur le degré de diversité de la population
en prenant en compte sa structure via la fréquence relative (probabilité) des alléles (Bussel,
1999). Pour un nombre d’all¢les donnés, cet indice prend des valeurs fortes lorsque les alléles
ont des taux de recouvrement équivalents, et prend des valeurs faibles lorsque quelques alleles
ont de forts recouvrements, tendant ainsi a dominer la population. Plus sa valeur est élevée
plus I’hétérozygotie de la population est importante (Shannon, 1948). 11 est calculé a I’aide du

logiciel POPGEN, selon la formule suivante :
I =-1x(pxLn(p) +q X Ln(q))

Ou g= (1-fréquence de la bande) x 0.5 et p=1-q.

+ Distances génétiques et établissement des relations génétiques

Pour évaluer le degré de ressemblance des cultivars étudiés, nous avons calculé les distances
génétiques de Nei (Nei, 1972) entre ces cultivars en se basant sur les données de fréquences
alléliques des locus ISSR analysées. Puis, afin d'estimer les divergences génétiques entre les
cultivars, nous avons construit un dendrogramme (sur la base de la matrice des distances
géneétiques) en utilisant la méthode UPGMA et le coefficient de Dice (Dice, 1945). La matrice
des distances génétiques et le dendrogramme UPGMA (Unweighted Pair Groups Method of
Analysis) ont été réalisés a l'aide du programme NTSYS PC version 2.02 (Rohlf, 2000).

+ Test de corrélation de Mantel
Le test de Mantel est utilisé pour calculer la corrélation linéaire entre deux matrices de
distance (dissimilarité ou similarité) distinctes (Mantel, 1967). Il est souvent utilisé en

écologie pour tester si les différences entre plusieurs sites, d'une part en termes de diversité
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génétique des espéces etudiées, d'autre part en termes de caractéristiques geophysiques,
peuvent étre reliées ou non. Dans notre étude, la corrélation entre une matrice de distances
génétiques et une matrice de distances géographiques a été calculée grace au package
Mx-Comp du logiciel NTSYS-PC (version 2.02).

11.4.2 Analyse de la structure de la population

Pour bien comprendre la  structure génétique  d’une population, il est primordial de
déterminer le  nombre théorique de populations ancestrales desquelles appartiennent les
individus qui forment cette population. Une des premieres méthodes bayesiennes basées sur
un modele explicite permettant de détecter la structure génétique des populations a été
proposée par Pritchard et al. (2010) ; elle est implémentée dans la premiere version du
logiciel STRUCTURE. 1l s’agit d’un mod¢le hiérarchique bayésien qui constitue la base de
nombreuses méthodes actuelles. Le modele de Pritchard et al. (2010) suppose I’existence de
K populations (non prédéfinies), et chacune d’entre elles est caractérisée a chaque locus par
un ensemble de fréquences alléliques. Ces fréquences alléliques vont étre utilisées par le
logiciel pour calculer des probabilités d'appartenance plus fiables et puis réaffecter chaque
individu a une population donnée estimant ainsi le nombre de population (k) optimal auquel
appartiennent les échantillons. Dans la présente étude, nous avons effectué cette analyse
bayésienne en utilisant le logiciel STRUCTURE pour tester un nombre de clusters (K) allant
de 1 a 10. Dix répétitions indépendantes pour chaque K ont été effectuées avec les parametres

statistiques suivants :

v" La longueur de la période initiale « burn-in » a été réglée a 10000
v Le nombre de permutations MCMC (Markov chain Monte-Carlo) fixé a 200000

Pour identifier le nombre optimal K expliquant la structure génétique des cultivars, nous
avons utilisé le logiciel Structure Harvester (Earl et Von Holdt, 2012) qui permet de calculer
I’indice AK d’Evanno et al. (2005) & partir des fichiers zippés des resultats obtenus avec
STRUCTURE. De méme, pour obtenir un alignement optimal des exécutions (répétitions)
indépendantes, le programme CLUMPP version 1.1.2 (Jakobsson et Rosenberg 2007) a été
utilisé pour calculer la similitude moyenne par paire (H') d’exécutions. Plus les valeurs de

AK et H' sont grandes, plus le K testé est le plus probable.
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Résultats

I11.1  Polymorphisme des marqueurs ISSR

L’analyse des profils d’amplifications obtenus avec les 15 amorces utilisées montre un total
de 177 bandes dont 156 (88,13 %) sont polymorphes. Le nombre de bandes varie de 7 pour
I’amorce UBC857 & 16 pour les deux amorces UBC836 et UBC855, avec une moyenne de
11,8 bandes par amorce. La taille des bandes générées est comprise entre 200 et 2000 pb.

La figure 23 montre les bandes obtenues avec I'amorce UBC-845.
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Figure 24: Exemple de profil électrophorétique obtenu par [’amorce UBC 845.

Le pourcentage de polymorphisme (PPB) varie de 50 % pour I’amorce UBC-807 a 100 %
pour les amorces UBC-815 et UBC-841 avec une moyenne de 88,13 % (Tableau 11), ce qui
témoigne du grand niveau de polymorphisme des cultivars étudiés. L’efficacité des amorces
utilisées a été estimeée par les deux indices PIC et Rp. Les valeurs de PIC varient de 0,39 pour
I'amorce UBC-818 a 0,49 pour les amorces UBC-827, UBC-828, UBC-836, UBC-840,
UBC-844 et UBC-845, avec une moyenne de 0,46. Selon Roldan-Ruiz et al. (2000), la valeur
du PIC est représentée par la probabilit¢ de trouver un marqueur dans deux états
différents (présent et absent) dans deux individus tirés au hasard de la population, et les
marqueurs dominants comme ISSR avec des valeurs proches de 0,50 sont les meilleurs.
Concernant le RP qui est considéré comme un paramétre qui indique indirectement
le potentiel des amorces pour évaluer le polymorphisme, il n'y a pas de valeur optimale, et
donc I'amorce avec la valeur la plus élevée est la meilleure. Les résultats obtenus dans cette
étude montrent des valeurs de Rp qui oscillent de 1,76 (UBC857) a 8 (UBC834) avec une

moyenne de 4,58.
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Tableau 11:Les Parameétres de la diversité génétique générée par les marqueurs ISSRs

utilisés.

Amorce Ta Nb PPB PIC Rp H I
UBC-807 45.1 8 50 0.44 2.28 0.14 0.22
UBC-814 44.6 10 90 0.42 2.90 0.34 0.49
UBC-815 46.7 12 100 0.47 5.10 0.38 0.56
UBC-818 43.5 10 70 0.39 3.45 0.28 0.41
UBC-827 46.1 11 81.81 0.49 3.66 0.23 0.35
UBC-828 44.6 11 81.81 0.49 5.10 0.25 0.39
UBC-834 51.2 15 93.33 0.45 8 0.39 0.56
UBC-836 50.5 16 100 0.49 5.03 0.27 0.42
UBC-840 49 12 83.33 0.49 3.1 0.19 0.30
UBC-841 49.1 11 100 0.48 5.38 0.38 0.56
UBC-844 45.9 12 91.66 0.49 5.45 0.35 0.50
UBC-845 46.3 14 92.85 0.49 6 0.27 0.41
UBC-853 43.3 12 83.33 0.48 5.72 0.30 0.45
UBC-855 49.1 16 93.75 0.48 6.34 0.26 0.41
UBC-857 50.2 7 85.71 0.43 1.24 0.13 0.22
Moyenne - 11.8 88.13 0.46 4.58 0.28 0.42

Ta : Température d’hybridation en C°; Nb : Nombre total de fragments amplifiés ; PPB : Pourcentage
de bandes polymorphes ; PIC : Contenu Informatif du Polymorphisme; Rp : Pouvoir résolutif ;
H : Diversité génétique de Nei ; | : Indice de Shannon.

Pour estimer la diversité génétique au sein des génotypes étudiés, 1’indice de Nei (H) et
I’indice de Shannon (I) sont calculés. L’indice de Nei (H) varie de 0,14 obtenu par I’amorce
UBC-807 a 0,39 obtenu par I’amorce UBC-834, avec une moyenne de 0,28 et l'indice de
Shannon (1) varie de 0,22 pour 1’amorce UBC-807 a 0,56 pour I’amorce UBC-834, avec une
moyenne de 0,427.

I11.2  Structuration des génotypes

La diversité genétique totale (Ht) et la diversité génétique au sein des groupes (Hs) sont
respectivement de 0,27 et 0,20. Le coefficient de différenciation génétique (Gst) entre les
groupes correspond a 0,27; indiquant que 73 % de la diversité génétique existaient au sein des

groupes alors que 27 % de la variabilité se trouvent entre les groupes (Tableau 12).
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Tableau 12:Parameétres d’analyses génétique de Nei chez les cultivars de pommier étudies.

Groupe TE PPB (%) Ht Hs Gst Nm
MAR-AZI 20 84.18 0.26 0.22 0.13 3.31
MAR-KHE 9 71.19 0.24 0.19 0.20 2
MAR-FES 6 65.54 0.24 0.15 0.36 0.86
AZI-KHE 23 83.62 0.26 0.24 0.08 5.58
AZI-FES 20 85.31 0.25 0.2 0.18 2.22
KHE-FES 9 70.62 0.22 0.17 0.25 1.51

CL-VI 29 87.57 0.26 0.23 0.10 4.30

Total 29 87.57 0.27 0.20 0.27 1.34

TE : Taille de I'échantillon ; PPB = Pourcentage de bandes polymorphes ; Ht = Diversité génétique
totale ; Hs = Diversité génétique au sein de la population ; Gst = Différenciation génétique entre les
groupes ; Nm = Flux de génes; CL: cultivars locaux, VI: Variété Introduites.

La différenciation génétique la plus élevée (Gst = 0,36) a été révélée entre les groupes de
Marrakech et de Fés (MAR-FES) et la différenciation génétique la plus faible (Gst = 0,08) a
été observée entre les groupes d'Azilal et Khénifra (AZI-KHE). Le flux génétique (Nm) entre
les groupes était de 1,34; il variait de 0,86 entre les groupes MAR-FES a 5,58 entre les
groupes AZI-KHE. Parmi 1’ensemble des cultivars étudiés, le coefficient de différenciation
génétique (GST) et le flux génétique (Nm) entre les cultivars introduits (4 génotypes) et les
cultivars locaux (25 génotypes) étaient de 0,10 et 4,30 respectivement. Ces résultats suggerent
la présence d’une diversité génétique considérable avec une différenciation intergroupe assez

remarquable.

I11.3 Distance génétique et regroupement des cultivars

La matrice des distances génétiques de Nei entre les différents cultivars est représentée dans
le tableau 13. L’analyse de cette matrice montre des valeurs qui varient de 0,10 a 0,55.
La distance génétique maximale (0,55) témoignant d’une forte divergence a été obtenue entre
les cultivars Talhloute-Beldi (TAB) et Amllale (AML), tandis que la distance genétique la
plus faible (0,10) est révélée entre les cultivars Golden (GOL) et Oumlile-3 (OUM-3)
suggerant leurs grandes similitudes. D’autre part, la corrélation entre la distance génétique et
la distance géographique, calculée a lI'aide du test de Mantel, s'est avéree statistiguement non
significative (r = 0,23, t = 2,45, p = 0,075).
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Tableau 13: Matrice des distances génétiques des 29 cultivars étudiés.

MAT STAR AZO-1 LAH-3 OMB LAM AZO-3 LAB-3 LAL-1 DEL TAB AZB ZAR OUM-3 AHM-2 GAL GOL AZO-2 AHM-1 OUM-1 LAL-2 LAB-2 OUM-2 LAH-2 LAK LAH-1 LAB-1 TAL AML

MAT %
STAR 043 ***

AzO-1 039 0.23 Hoxx

LAH-3 030 029 0.26 el

OMB 015 038 031 026  ***

LAM 029 023 029 011 026 ***

AZO-3 031 039 033 022 029 027 ***

LAB-3 030 020 023 029 029 022 034 il

LAL-1 040 036 025 027 035 029 041 0.29 il

DEL 032 026 0.26 019 032 020 0.29 0.22 039  ***

TAB 036 046 0.33 036 039 040 035 0.42 037 035 ***

AzB 034 042 036 028 034 030 040 0.32 028 038 033 ***

ZAR 044 037 035 034 044 038 041 0.42 042 036 036 036 ***

OUM-3 037 049 036 036 037 038 036 0.37 041 032 038 035 035  ***

AHM-2 034 042 033 032 034 036 030 0.39 042 033 035 038 036 0.17 il

GAL 035 036 042 041 035 044 042 0.45 041 046 041 042 032 041 026  ***

GOL 034 046 032 031 037 035 032 0.39 041 033 030 038 033 0.10 017 031 ***

AzO-2 029 029 025 019 031 023 024 0.28 041 023 032 036 035 0.36 038 048 030 ***

AHM-1 037 031 0.26 022 039 027 029 0.32 034 026 041 041 041 032 029 046 024 024 il

OUM-1 029 042 035 028 034 032 029 0.36 042 036 038 035 036 0.30 029 037 021 027 0.26 il

LAL-2 044 044 035 034 039 041 041 0.41 036 040 040 033 045 035 040 051 036 033 0.32 0.35 Hxx

LAB-2 029 038 036 027 032 029 031 0.30 035 036 039 029 041 034 034 040 029 0.28 0.29 0.21 0.34 Hxx

OUM-2 033 047 034 035 033 037 034 0.36 038 037 034 036 042 022 022 040 019 0.29 0.26 0.17 0.28 0.27 il

LAH-2 033 026 0.26 026 035 025 034 0.24 036 028 039 034 039 034 032 035 031 024 0.31 0.28 0.37 0.27 0.24 Fhx

LAK 032 040 0.28 030 027 032 028 0.32 038 031 025 041 037 036 032 045 034 0.28 0.37 0.34 0.37 0.36 0.32 027  ***

LAH-1 029 035 0.26 023 033 022 029 0.27 035 026 037 032 034 032 031 043 025 017 0.23 0.26 0.29 0.27 0.27 023 029 ***

LAB-1 036 041 039 035 041 036 034 0.35 038 034 044 039 051 031 029 038 026 0.36 0.22 0.25 0.36 0.26 0.23 0.27 038 0.30 Hxx
TAL 035 052 044 036 035 039 034 0.38 048 037 048 049 049 028 037 047 034 036 0.32 0.23 0.44 0.29 0.23 035 033 030 029  ***
AML 041 050 040 040 041 040 0.39 0.38 045 037 055 049 044 032 034 035 032 039 0.26 0.29 0.42 0.33 0.30 030 036 035 024 021 ***
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Pour estimer les relations phylogénétiques entre les cultivars étudiées, les comparaisons deux

a deux des distances génétiques entre les 29 génotypes sont représentées sous forme d’un

dendrogramme de type UPGMA (Figure 24).
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Figure 25: Dendrogramme UPGMA obtenu sur la base des distances génétiques entre les 29
cultivars de pommier étudiés.

L’analyse du dendrogramme obtenu montre la répartition des cultivars en quatre groupes
principaux. Le premier groupe (1) comporte le grand nombre de cultivars (22) et il est
subdivisé en trois sous-groupe : A, B et C. Le premier sous-groupe (IA) comprenait les
cultivars Delicieuse, Azougar-1, Labiad-3, Starkimson, Lamcharat, Lahmar-3, Lahmar-1,
Azougar-2, Lahmar-2, Azougar-3, Maticha et Oumlile-Beldi; le deuxiéme sous-groupe (IB)
est composé des cultivars Oumlile-2, Oumlile-1, Oumlile-3, Golden, Ahmri-2, Gala, Zarbana
et Labiad-2. Les deux cultivars Talhlout-Beldi et Laakri constituent le troisieme sous-
groupe (IC). Quant au deuxieme groupe (I1), il est formé de 3 cultivars, a savoir Lahlou-2,
Azougar Beldi et Lahlou-1, dont les deux derniers présentaient plus de similarité genétique.
Le troisieme et le quatrieme groupe (I1l et IVV) comprennent chacun deux cultivars. Les
cultivars Ahmri-1 et Labiad-1 forment le cluster-Ill alors que les cultivars Amllale et
Talhloute forment le cluster-1V. En outre, I’analyse de ces résultats montre bien que certains
cultivars avec la méme nomination (Labiad-1/Labiad-2/Labiad-3 et Ahmri-1/Ahmri-2),
sont regroupés dans des clusters différents (cluster-11l/cluster-IC/cluster-1A et
cluster-1ll/cluster-1B, respectivement), ce qui suggere qu'ils pourraient étre des

homonymes. En  revanche, dautres cultivars portant des noms  différents
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(Lamcharat/Lahmar-3 ; Oumlile-3/Golden et Maticha/Oumlile-Beldi), mais présentent des
caractéristiques pomologiques similaires ont été regroupés dans les mémes clusters

(cluster-1A et cluster-1B), ce qui suppose qu'ils pourraient étre des synonymes.

On note également que la majorité des cultivars qui appartient a la méme région ont tendance
a se répartir sur l'ensemble du dendrogramme sans former leurs propres regroupements.
En effet, certains cultivars sont génétiquement tres proches malgré leur éloignement
géographique, ce qui montre bien que le regroupement des cultivars étudiés est indépendant
de I’appartenance géographique. De méme les variétés Introduites étaient distribuées d’une

maniere indépendante les unes des autres dans le dendrogramme.

Pour confirmer les résultats précédents, la structure génétique des cultivars de pommier
étudiée a été reconstruite en utilisant un modele basé sur l'approche de regroupement
bayésienne présenté par Pritchard et ses collaborateurs (Pritchard et al. 2010). Il consiste a
regrouper les échantillons en fonction de la composition génétique des individus, sans tenir
compte de leur origine ou provenance. Les résultats ont révélé un pic de la valeur Delta-K
(AK =62,96), généré¢ a K = 3 (Figure 25). De méme, la similitude moyenne par paire
d’exécutions révele sa valeur maximale (H' =0,992) a K=3, ce qui signifie que le nombre de
populations le plus probable estimé était trois. Donc, il est possible de distinguer trois groupes
génétiquement différents au sein de I'ensemble des cultivars considérés dans cette étude
(Figure 26). Les résultats de cette analyse ont montré qu'il n'y avait pas de tendance
géographique définie dans la distribution des cultivars ce qui était cohérent avec les résultats

obtenus par I’analyse hiérarchique.

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

Figure 26: Indices In P(D) et K calculés afin de déterminer le nombre de populations (K) le
plus probable.
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Figure 27: Structuration des cultivars étudiés par population suivant la méthode de Pritchard
et al. (2010).

Selon Pritchard et al. (2010), si un individu montre un coefficient d'appartenance (qi)
supérieur a 0,8 pour un groupe (Cluster) donné, il est considéré comme pur et qu’il originaire
de ce groupe tandis que les individus avec un coefficient d'appartenance inférieur a 0,8 pour
un des groupes révéles, ont été considérés comme "admixture” ou hybrides ; c'est-a-dire que

le logiciel n’arrive pas a les assigner a un des groupes révelés.

Les trois groupes estimés par cette analyse ont montré des pourcentages relativement faibles a
intermédiaire des admixtures. Cependant, les pourcentages des cultivars purs dans les groupes
I (rouge), Il (vert) et Il (bleu) étaient respectivement de 77,7 % (7), 60 % (6) et 80 % (8)
ce qui signifie que l'analyse bayésienne réussit a assigner la majorité des génotypes étudiés
confirmant ainsi les résultats des analyses précédentes. Concernant les quatre variétés
introduites, elles ont été regroupées séparément dans les trois groupes sans former leur propre

groupe, ce qui appuie les résultats de 1’analyse hiérarchique.

IV. Discussion

Plusieurs types de marqueurs moléculaires ont été largement utilisés pour évaluer la
variabilite génetique du pommier dans plusieurs pays (Gouléo et Oliveira 2001 ; Ping et al.
2011; Pereira-Lorenzo et al. 2018b ; Mariano et al. 2019). Dans le présent travail, les 15
amorces ISSR utilisés ont généré 177 bandes avec un pourcentage de polymorphisme de
88,13 % ce qui témoigne d’une variabilité génétique intra-specifique tres élevée.
La comparaison de nos résultats avec ceux de la littérature (tableau 14), montre que le nombre
moyen de bandes polymorphes par amorce (MBPA) et le pourcentage de polymorphisme
(PPB) obtenus sont relativement élevés (MBPA = 10.33; PPB = 88,13%). En effet, chez
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les plantes hautement hétérozygotes comme le pommier, il faut s'attendre a des taux élevés de
polymorphisme (Mariano et al. 2019). Les taux de polymorphisme relativement faibles (entre
55,20 et 68,50 %) observés dans les études faites par Ping et al. (2011) ; Uzun et al. (2016) et
Mariano et al. (2019) peuvent étre expliqués par le fait que ces travaux ont été réalisés sur des

génotypes issus a partir de quelques croisements, avec une base génétique commune.

Tableau 14:Quelques parameétres de diversité génétique basés sur les marqueurs ISSR
obtenus par différentes études sur le pommier.

Auteurs Pays TE NA MBPA PPB
Goulédo & Oliveira (2001) Portugal 41 7 32 89.10%
Smolik et al. (2004) Pologne 8 11 32 83.00%
Smolik & Krzysztoszek (2010) Pologne 8 17 7.5 69.50%
Ping et al. (2011) Chine 31 20 9.95 55.20%

Pathak & Dhawan (2012) Inde 22 15 8.9
Uzun et al (2016) Turquie 158 14 54 68,5 %

Fazeli et al (2016) Iran 25 10 85%
Mariano et al (2019) Brésil 60 9 8.33 58.13%
La présente étude Maroc 29 15 10.33 88,13%

TE : Taille de I'échantillon ; NA : Nombre d’amorces utilisés ; MBPA : Moyenne des bandes polymorphes par
amorce ; PPB : Pourcentage de bandes polymorphes

De méme, les valeurs obtenues pour les PIC sont assez élevées ; la valeur moyenne obtenue
pour ’ensemble des amorces est de 0,46 ce qui indique que l'ensemble des amorces ISSR
utilisées s'averent trés efficace dans I’évaluation de la diversité génétique des différents
cultivars étudiés. A titre de comparaison, des valeurs faibles de PIC (0,15 et 0,41) ont été
reportées dans les études d'Uzun et al. (2016) et de Mariano et al. (2019) pour des collections
de pommier turques et brésiliennes, respectivement. En outre, la valeur moyenne du RP (4,58)
obtenue dans cette étude est supérieure a celle obtenue par Mariano et al. (2,48 ; 2019). Ceci
consolide et justifie bien le choix d’utiliser ce type de marqueurs pour analyser la diversité
génetique des cultivars de pommier au Maroc.

Les distances génétiques observées entre les génotypes étudiés se situent entre 10 et 55% ce
qui est largement supérieur aux intervalles de distances génétiques obtenues par d'autres
études similaires sur le pommier. En effet, Gouldo et Oliveira (2001), Smolik et Krzysztoszek
(2010) et Zhang et al. (2012) ont trouve des distances genetiques qui varient de 8 a 29 %, 15 a

35 % et 6 a 30 %, respectivement. Ce résultat montre bien que les génotypes de pommier
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consideéré dans cette étude ont une variabilité génotypique importante ce qui peut étre exploité
par les selectionneurs du pommier au Maroc.

L'espece Malus domestica, comme de nombreuses autres espéces de la famille des Rosacées,
présente une auto-incompatibilité gamétophytique, ce qui force Iallogamie (Pereira-
Lorenzo et al. 2018b). Par conséquent, l'espéce présente une grande variabilité génétique.
Dans le cas présent, notre étude a montré une valeur élevée de la diversité génétique
(Ht=0,27). Cette valeur est supeérieure a celle trouvée par Wu et al. (2019) chez des cultivars
de prune chinoise (Ht=0,23) révélée a I’aide des marqueurs ISSRs. En revanche, la diversité
génétique au sein des groupes (Hs=0,20) était légerement inférieure a celle rapportée par \Wu
etal. (2019, Hs=0,21).

En ce qui concerne la différenciation génétique entre les groupes (Gst=0,27), elle s'est révélée
supérieure a celle obtenue par Carrasco et al. (2012) et par Wu et al. (2019) pour des cultivars
de prunes chinoises (Gst=0,055) et japonaises (Gst=0,083) respectivement. Ce niveau élevé
de différenciation génétique en congruence avec un flux de genes relativement
faible (Nm=1,34) entre les quatre groupes géographiques pourrait étre di a la distance
géographique qui limite 1’échange du matériel végétal entre ces régions. En effet, la
différenciation génétique la plus grande (Gst = 0.36) et le flux de genes le plus faible
(Nm = 0.86) ont été enregistrés entre les régions les plus éloignées géographiquement,
Marrakech et Fes, tandis que la différenciation génétique la plus faible (Gst = 0.08) et le flux
de génes le plus grand (Nm = 5.58) ont été enregistrés entre les régions les plus proches
géographiquement, Azilal et Kheénifra indiquant une corrélation positive entre la
différenciation génétique et la distance géographique et une corrélation négative entre le flux
de genes et la distance géographique. Lorsqu’on compare les génotypes étudiés deux a deux,
a I’aide du test de Mantel, les résultats montrent qu'il n'y pas de corrélation significative entre
les distances génétiques et géographiques ce qui peut apparaitre contradictoire, mais ¢a peut
étre expliqué par le fait que chaque génotype étudié est représenté par un seul individu, la
chose qui pourrait étre statistiquement insuffisante pour mettre en évidence ce type de
corrélation.

Le regroupement basé sur un modele bayésien et I'analyse hiérarchique ont permis de
regrouper les genotypes etudiés dans des clusters significatifs. Cependant, certains cultivars
dont le nom et les caractéristiques des fruits sont similaires ont été regroupés séparément, ce
qui suggére que ces cultivars pourraient étre des homonymes. De méme, certains cultivars
avec des nominations différentes ont été regroupés conjointement, ce qui suggere qu’ils
pourraient étre des synonymes. En effet, les cultivars de pommier sont genéralement

dénommeés par les agriculteurs sur la base des caracteéristiques de leurs fruits (forme et couleur
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du fruit, saveur, date de maturité), ce qui conduit souvent a des confusions d'appellations.
D’autre part, nos résultats montrent qu’il n'y avait pas de séparation nette entre les génotypes
introduits et locaux ce qui peut étre expliqué par une base génétique commune entre eux.
Cette explication est supportée par un grand flux de génes (Nm = 4,30) et une différenciation
génétique faible (Gst = 0,10) entre ces deux types de génotypes. A titre de comparaison,
Uzun et al. (2016) ont constaté que les cultivars de pommier turc étaient mélangés et
regroupés avec des variétés étrangeres ce qui indique leurs origines génétiques similaires. En
revanche, Pereira-Lorenzo et al. (2008) ont trouvé des différences génétiques significatives
entre des accessions de pommiers espagnols et les cultivars étrangers. De méme, Gasi et al.
(2010) ont constaté que les cultivars de pommier traditionnels de Bosnie-Herzégovine se
différenciaient assez clairement des cultivars étrangers, a I'exception de quelques génotypes.

V. Conclusion

Au cours de cette partie, la technique ISSR a été mise a profit en vue d’examiner la diversité
génétique et d’explorer les relations phylogénétiques entre les cultivars du pommier au
Maroc. Les resultats obtenus mettent en évidence la présence d'une corrélation positive entre
la différenciation génétique a travers les régions et la distance géographique qui les
sépare. Par conséquent, les régions de Marrakech et Fés sont les plus différenciées et les
régions d'Azilal et Khénifra les moins différenciées. Nous avons révélé aussi I’existence de
possibles homonymes et synonymes dans les noms des cultivars donnés par les agriculteurs.
D’autre part, Les analyses statistiques n'arrivent pas a distinguer entre les génotypes locaux et
les variétés introduites qui se sont revelées étroitement liées. D’une fagon générale, le
polymorphisme détecté a révélé une variabilité génétique considérable (Ht=0,27) avec un
intervalle de distances génétiques assez larges (10% - 55%) entre les cultivars étudiés, ce qui
montre que les génotypes étudiés peuvent présenter une ressource phytogénétique a fort
potentiel qui ouvre la voie vers la sélection des cultivars performants. Finalement, bien que
les marqueurs ISSR utilisés aient montré une bonne structuration des génotypes de pommiers
étudiés, l'utilisation des marqueurs co-dominants comme I’SSR serait avantageuse et nous
permettrait de mieux comprendre la structure génétiqgue du germoplasme du pommier au

Maroc.
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Chapitre 4 : Evaluation des
marqgueurs SSR en étudiant
quatre populations du
pommier au Maroc
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Introduction

Le patrimoine génétique de n'importe quelle espéce peut étre caractérisé en utilisant des
marqueurs morphologiques ou moléculaires ou les deux, bien que le génotypage soit le plus
répandu pour résoudre la majorité des problemes associés a la caractérisation morphologique
(Donini et al., 2000 ; Ban et al., 2014). Dans les deux chapitres précédents, nous avons essayé
de caractériser la plupart des cultivars de pommier qui existe au Maroc en utilisant des
marqueurs pomologiques et moléculaires du type ISSR et les résultats obtenus sont
satisfaisants. Cependant, dans le contexte du développement trés rapide que reconnaissent les
techniques de biologie moléculaire, I'utilisation d'autres techniques plus puissantes devient
nécessaire pour consolider et ou enrichir les résultats obtenus. Le choix d'une nouvelle
technique de biologie moléculaire dépend de I'objectif de I'étude, des contraintes financieres,
du savoir-faire (compétences) et du matériel disponible (Kafkas et al., 2008; Pavlovic et al.,
2012). Au sein des différents types de marqueurs moléculaires, les microsatellites (SSR) sont
parmi les plus utilisés pour [l'identification des cultivars en raison de leur hérédité
co-dominante, de leur polymorphisme, de leur grand pouvoir discriminatoire, de leur
reproductibilité, de leur méthode relativement facile et de leur colt relativement faible par
rapport aux autres techniques (Larsen et al., 2018). De plus, les marqueurs SSR sont encore
trés utilisés pour les études de diversité génétique chez les espéces ligneuses (\VVan Laere et al.
2018), et, spécifiquement, pour la caractérisation génétique du pommier. En effet, ces
marqueurs ont été utilisés pour la caractérisation génétique de nombreuses collections
nationales de pommier, comme celles de Lituanie (Mazeikiené et al. 2019), du Brésil
(Mariano et al.2019), de Grece (Ganopoulos et al. 2018), de I'ltalie (Marconi et al. 2018), du
Danemark (Larsen et al. 2017), de la France (Lassois et al. 2016), du Portugal (Ferreira et al.
2016), de la Turquie (Uzun et al. 2016), de la Hongrie (Kiraly et al. 2012) et de I'lran

(Gharghani et al. 2009). L’objectif de ce travail peut-étre résumé en deux points :

Premierement, dans une perspective d'économiser le temps et l'argent dans les prochaines
études de caractérisation génétiques du pommier au Maroc, nous avons essayé d'évaluer 26

amorces SSR dans 27 génotypes du pommier afin de sélectionner les meilleures.

Deuxiéemement, le choix des génotypes a étudier n'est pas fait au hasard. En effet nous avons
essay¢ d’évaluer la diversité génétique de 27 génotypes locaux appartenant aux quatre zones
montagneuses pour accroitre la connaissance des ressources génétiques locales du pommier
au Maroc. Cette connaissance peut étre primordiale dans les futures décisions de conservation

et ou de valorisation.
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Matériel et méthodes

1.1

Matériel végétal

Le matériel végétal utiliseé dans cette etude est constitué de 27 génotypes collectés entre le

mois de mars et avril 2018 dans quatre régions de culture de pommier au Maroc (Tableau 15

; Figure 27).

Tableau 15:Les génotypes de pommier analysés et leurs origines géographiques.

N° Génotypes Code Origine Latitude Longitude
1 Lahlou-1 LAL-1 Ait Mhamed 31°52' 6°29'
2 Lahlou-2 LAL-2 Ait Mhamed 31°53' 6°30'
3 Lahlou-3 LAL-3 Ait Mhamed 31°54' 6°31'
4 Lahmar LAH Ait Mhamed 31°55' 6°32'
5 Labiad-1 LAB-1 Ait Mhamed 31°56' 6°33'
6 Labiad-2 LAB-2 Ait Mhamed 31°57" 6°34'
7 Labiad-3 LAB-3 Ait Mhamed 31°58' 6°35'
8 Labiad-4 LAB-4 Ait Mhamed 31°59' 6°36'
9 Labiad-5 LAB-5 Ait Mhamed 31°60' 6°37'
10 Beldi-1 BLD-1 Naour 32°29' 5°55'
11 Beldi-2 BLD-2 Naour 32°29' 5°55'
12 Beldi-3 BLD-3 Naour 32°29' 5°55'
13 Talhloute-1 TAL-1 Ouaouizeght 32°10' 6°21'
14 Talhloute-2 TAL-2 Ouaouizeght 32°11' 6°22'
15 Talhloute-3 TAL-3 Ouaouizeght 32°12' 6°23'
16 Talhloute-4 TAL-4 Ouaouizeght 32°13' 6°24'
17 Talhloute-5 TAL-5 Ouaouizeght 32°14' 6°25'
18 Talhloute-6 TAL-6 Ouaouizeght 32°15' 6°26'
19 Talhloute-7 TAL-7 Ouaouizeght 32°16' 6°27'
20 Talhloute-Beldi  TAL-B Ouaouizeght 32°17" 6°28'
21 Laakri-1 LAK-1 Moulay Idriss Zerhoun 34° 36' 5°31'
22 Laakri-2 LAK-2 Moulay Idriss Zerhoun 34° 37 5°32'
23 Laakri-3 LAK-3 Moulay Idriss Zerhoun 34° 38 5°33'
24 Laakri-4 LAK-4 Moulay Idriss Zerhoun 34° 39 5°34'
25 Laakri-5 LAK-5 Moulay Idriss Zerhoun 34° 40 5°35'
26 Laakri-6 LAK-6 Moulay Idriss Zerhoun 34° 41" 5°36'
27 Laakri-7 LAK-7 Moulay Idriss Zerhoun 34° 42 5°37

Page | 90



Fes Spain
*4 m .

Casablanca

Khénifra
[ |
1: Ait Mhamed
*
2: Ouaouizeght
Azilal 2
+ - 3: Naour
*
Marrakech 4: Moulay Idriss Zerhoun
]
Legend
012,525 S0Km @ Apple Origin
e m Cities

Figure 28: Localisation géographique des génotypes étudiés de Malus < domestica.

11.2 Extraction d’ADN

Dans cette étude, I'ADN total des échantillons a été extrait a partir de feuilles fraiches a I'aide
du kit d'extraction d’ADN veégétal Nucleo Spin Il (Macherey & Nagel, Diren, Allemagne)
conformément aux instructions du fabricant. En effet, I'utilisation des échantillons frais
collectés dans la phase active de croissance de la plante donne généralement de meilleurs
résultats (Black-Samuelsson et al. 1997, Ferreira & Grattapaglia 1998). Diverses techniques
d’extraction traditionnelle ont été développées par plusieurs auteurs qui sont devenus des
références en la matiére (Doyle & Doyle 1987, 1990 ; Edwards et al. 1991). Par ailleurs, il
existe des kits d’extraction commercialisés par des firmes spécialisées (Gentra Systems
Puregene DNA isolation Kit, DNeasy Plant Mini Kit de Qiagen, Viogene Plant Genomic
DNA Extraction System Kit), lesquels permettent principalement une meilleure extraction

d’ADN de point de vue qualitative et quantitative dans un temps relativement court.

1.3  Analyse des microsatellites
26 amorces microsatellites (SSR) ont été utilisees dans cette étude (Tableau 16). Elles ont eté
organisées dans 10 réactions RCR multiplexes (Hi6, Hidab, Hi5-10, Hil3a, Hil3b, Hi4b,

MP01, MP02, MPO3 et MPO0O4) précédemment optimisées chez diverses espéeces

génétiquement proches de Malus domestica (Patocchi et al. 2009).
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L’analyse du polymorphisme des séquences SSR est basée sur une amplification spécifique

par PCR de loci microsatellites a ’aide d’une paire d’amorce unique (I’amorce sens est

marquée par un Fluorochrome détectable), spécifique des régions flanquantes. Le séquenceur

intégre les différentes émissions de fluorescence (émises suite a I'excitation par un laser des

fluorochromes marquant les différents marqueurs SSR) sous forme de Pic et a l'aide du

logiciel, on peut distinguer les différents marqueurs par leur marquage fluorescent et les

alleles par leur taille (estimée en fonction des différents pics générés par un marqueur de

taille).

Tableau 16:Caractéristiques des 26 amorces SSRs utilisées dans cette étude.

Amorce Séquence de l'amorce sens. Séquence de I'amorce anti-sens Fluorochromes
Cho1f03 GAGAAGCAAATGCAAAACCC CTCCCCGGCTCCTATTCTAC FAM
Cho1h01 GAAAGACTTGCAGTGGGAGC GGAGTGGGTTTGAGAAGGTT FAM
Cholh10 TGCAAAGATAGGTAGATATATGCCA AGGAGGGATTGTTTGTGCAC PET
Ch02c06 TGACGAAATCCACTACTAATGCA GATTGCGCGCTTTTTAACAT PET
Ch02d08 TCCAAAATGGCGTACCTCTC GCAGACACTCACTCACTATCTCTC VIC
Ch05f06 TTAGATCCGGTCACTCTCCACT TGGAGGAAGACGAAGAAGAAAG NED
Ch01f02 ACCACATTAGAGCAGTTGAGG CTGGTTTGTTTTCCTCCAGC FAM
Cho2c11 TGAAGGCAATCACTCTGTGC TTCCGAGAATCCTCTTCGAC PET
Hi02c07 AGAGCTACGGGGATCCAAAT GTTTAAGCATCCCGATTGAAAGG VIC
Ch02c09 TTATGTACCAACTTTGCTAACCTC AGAAGCAGCAGAGGAGGATG VIC
Ch03do7 CAAATCAATGCAAAACTGTCA GGCTTCTGGCCATGATTTTA VIC
Ch04c07 GGCCTTCCATGTCTCAGAAG CCTCATGCCCTCCACTAACA VIC
GD12 TGAGGTGTTTCTCCCATTGGA CTAACGAAGCCGCCATTTCTTT NED
CHO02b03b ATAAGGATACAAAAACCCTACACAG GACATGTTTGGTTGAAAACTTG HEX
CHO02b12 GGCAGGCTTTACGATTATGC CCCACTAAAAGTTCACAGGC PET
Hi03a10 GGACCTGCTTCCCCTTATTC GTTTCAGGGAACTTGTTTGATGG NED
MS06g03 CGGAGGGTGTGCTGCCGAAG GCCCAGCCCATATCTGCT FAM
CH_Vf1l ATCACCACCAGCAGCAAAG CATACAAATCAAAGCACAACCC FAM
CH03d12 GCCCAGAAGCAATAAGTAAACC ATTGCTCCATGCATAAAGGG FAM
CHO05a05 TGTATCAGTGGTTTGCATGAAC GCAACTCCCAACTCTTCTTTCT HEX
CHO5f04 GATGATGGTGCTCTCGGTTATT TTATGTTGGGTAATGTCTTCCG NED
CHO05g08 CCAAGACCAAGGCAACATTT CCCTTCACCTCATTCTCACC PET
NHO009b CCGAGCACTACCATTGA CGTCTGTTTACCGCTTCT FAM
CHO04e03 TTGAAGATGTTTGGCTGTGC TGCATGTCTGTCTCCTCCAT NED
CHO02g01 GATGACGTCGGCAGGTAAAG CAACCAACAGCTCTGCAATC NED
NZ02b01 CCGTGATGACAAAGTGCATGA ATGAGTTTGATGCCCTTGGA HEX

Les six réactions PCR multiplexes Hi6, Hidab, Hi5-10, Hi13a, Hil13b et Hi4b ont été réalisées

en utilisant les protocoles décrits par Patocchi et al. (2009). Les quatre réactions PCR

multiplexes qui restent MPO1, MP02, MPO3 et MP0O4 ont été réalisées dans un volume
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réactionnel de 15 ml: 7,5 ml de QIAGEN Multiplex Master Mix, 10 a 20 uM de chaque
amorce et 10 ng d'/ADN matrice (Tableau 17).

Tableau 17:Description des réactions PCR multiplexes (MP01, MP02, MP03, MP04)
utilisées pour I'amplification des microsatellites.

MPO1 MPQ2 MPO03 MPO0O4
Volume(pl) Volume(pl) Volume(pL) Volume(pL)
Mix giagen 75 Mix giagen 7.5 Mix giagen 7.5 Mix giagen 7.5
CH%lHl 015 NZ05g08 0.30 Hi02c07 015 CHO04c07 015
VIC HEX ViIC ViIC
(10uM) 0.15 (20uM) 0.30 (10uM) 0.15 (10uM) 0.15
CH011H0 0415 CHO05f06 0.30 CHO01f02 .. 0.30 GD12 015
PET PET EA PET
(10uM) 015 (10uM) 0.30 (20uM) 0.30 (10uM) 015
CHOblf03 .. 0415 CHO02d08 015 CHO02c11 015 CHO03d07 .. 0.30
1ouM) FA 10uM NED 10pM 20uM FA
(10pM) 0.15 (10pM) 0.15 (10pM) 0.15 (20pM) 0.30
CHO2c06 0.30 CHO4e05 0.30 CHO02¢09 0.15
NED NED
(20uM) 0.30 20uM)  FA 0.30 (10uM) 0.15
Eau Eau Eau Eau distillée
distillée 4 distillée 340 distillée 430 4
DNA ) DNA ) DNA ) DNA )
Total 15 Total 15 Total 15 Total 15

VIC, PET, 6-FAM, NED, HEX : Fluorochromes utilisés.

Le programme de PCR par essais (en anglais touchdown PCR) suivant : (température
d'hybridation initiale de 60° C, diminuant de 1° C par cycle jusqu'a 55° C) a été utilisé. Pour
le génotypage, les produits PCR marqués ont étéanalysés dans un séquenceur
automatique (ABI PRISM X3730XL, Applied Biosystems) et les alleles ont été validés et

notés a l'aide du logiciel GENEMAPPER 4.0 (Applied Biosystems).

1.4 Analyses statistiques

11.4.1 Calcul des paramétres de diversité

Le nombre d'alléles par locus (Na), le nombre d'alléles effectifs par locus (Ne), l'indice de
Shannon (1),

génétique de Nei (Nei, 1978) et l'indice de fixation (Fst) ont été calculés a l'aide du

I'nétérozygotie observée (Ho), I'hétérozygotie attendue (He), la distance

logiciel GenAlex (Peakall and Smouse, 2006). Selon Serrote et al. (2020), les frequences
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alléliques dans I'échantillon total ont été utilisées pour calculer le Contenu informationnel

du polymorphisme (PIC).
11.4.2 Classification hiérarchique

En vue d'évaluer la diversité génétique et d’estimer les distances génétiques entre les paires de
génotypes, le coefficient de similarité de Jaccard a été calculé entre les génotypes de pommier
étudiés a l'aide du logiciel DARwin (Perrier et Jacquemoud-Collet 2006). En se basant sur la
matrice de similarité, lI'arbre de classification (dendrogramme) entre les génotypes a été
obtenu par la méthode UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic

Averages) en utilisant le méme logiciel.
11.4.3 Analyse en coordonnées principales (PCoA)

Les données générées ont également été soumises a une analyse en coordonnées principales
(PCoA) a l'aide du programme GenAlex. Il s’agit d’'une analyse en composante principale
(ACP) mais appliquée a une matrice de dissimilarités. C’est une méthode de visualisation de
données qui consiste a transformer des variables liées entre elles en nouvelles variables
décorrélées les unes des autres. Ces nouvelles variables sont les composantes principales.
L’ACP et I’ACoP sont proches, car elles permettent de représenter des individus dans un

espace de faible dimension avec des axes optimaux en termes de variabilité.
11.4.4 Analyse bayésienne

Afin de déduire la structure génétique des génotypes étudiés et de définir le nombre de
groupes génétiques auxquels il appartient, une analyse bayésienne a €été réalisée a l'aide du
logiciel STRUCTURE (Pritchard et al. 2010). Cette analyse est basée sur des simulations de
type MCMC (Markov Chain Monte Carlo) pour déduire le meilleur « K », parameétre
représentant le nombre théorique de populations ancestrales desquelles appartiennent les

individus.

La premiére étape dans cette analyse consiste a rechercher le meilleur K, en testant K de 1 a
10. Dix séries (répétition) indépendantes ont été effectuées pour chaque K en utilisant les

parameétres statistiques suivants :

v" Length of Burnin period: 1000
v" Number of MCMC reps after Burnin; 50 000
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Plus les valeurs de ces deux parametres statistiques sont grandes plus lI'analyse est puissante et
elle peut prendre de quelques heures a quelques jours. Le nombre idéal de groupes génétiques
(le meilleur K) a été déterminé ensuite par une statistique ad-hoc (AK) basée sur le taux de
changement entre les valeurs successives de K a laide du programme Structure
Harvester (Earl and Von-Holdt 2012). Ce programme met en ceuvre la méthode
d'Evanno (Evanno et al. 2005). Pour obtenir un alignement optimal des séries indépendantes,
le logiciel CLUMPP (Kopelman et al. 2015) a été utilisé pour calculer la similarité moyenne

par paire des séries (H"). Plus les valeurs de AK et H' sont grandes, plus K est le plus probable.
11.4.5 Analyse de filiation

Afin d'étudier la relation entre les cultivars étudiés, une analyse de paternité a été réalisee
pour I’ensemble des 27 génotypes a l'aide du logiciel CERVUS 3.0.7 (Kalinowski et al. 2007)
et ceci pour Vérifier I'identité du parent maternel et I'identité du parent paternel. Cette analyse
a été réalisée avec 26 génotypes comme parents candidats. Les autres parametres de
simulation étaient les suivants : "offspring”= 100 000 ; "prop. Sampled"= 0,3 ; "prop. Loci
typés"= 0,8 ; "prop. Loci mistyped"= 0,01 ; et le nombre maximal de discordances (mismatch)
de loci tolérées était de deux seulement. Enfin, pour ne révéler que les parentés robustes, nous
avons limité I'étude aux inférences de relations "deux parents- descendants”. Pour chaque trio
détecter. Le rapport de vraisemblance (LOD score) et la valeur Delta (c'est-a-dire la différence
entre les scores LOD des deux parents candidats les plus probables) ont été calculés, tous les
deux avec un niveau de confiance supérieur a 95 %. Le rapport de vraisemblance (LOD score)
est le logarithme décimal du ratio entre la probabilité qu’un individu (pére potentiel) soit le
vrai pere et la probabilité que cet individu ne soit pas le vrai pere. Plus ce score est éleve, plus

le pére candidat est probablement le vrai pére.

11.4.6 Analyse statistique pour la sélection des amorces SSR

Afin d'identifier les meilleures amorces pour les études de variabilite génetique chez le
pommier, les 26 amorces utilisées ont été organisées en fonction des valeurs du contenu
informationnel du polymorphisme (PIC). Les amorces qui présentaient les valeurs les plus
élevées de PIC ont été sélectionnées. Ensuite, la robustesse de la sélection des amorces a été
évaluée par une analyse comparative entre le dendrogramme et le graphe PCoA obtenu avec
les dix amorces sélectionnées et le dendrogramme et le graphe PCoA obtenu a partir de toutes

les amorces utilisées.
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Résultats

I11.1  Polymorphisme des microsatellites et diversité génétique

Dans la présente étude, un ensemble informatif de 26 marqueurs SSR a été utilisé pour
estimer la diversité génétique de 27 génotypes de pommier au Maroc. 1l est important de noter
que la technique SSR est utilisée pour la premicre fois pour le typage et I’identification du
pommier au Maroc. Ces amorces SSR ont généré un total de 195 alléles. Le nombre d'alleles
par locus variait de5 pourles amorces Ch01h01, Ch01h10, CHO02b03b, CHO05f04 et
NZ02b01 & 10 pour les amorces Ch01f02, GD12, CH02b12, CH03d12 et CH04e03, avec une
moyenne de 7,5 (Tableau 18). La taille des alleles révélés varie de 78 paires de base (pb)
pour I’amorce CHO02b03b a 209 pb pour I’amorce CHO05g08. Le nombre effectif
d'alleles (Ne) varie de 1,54 (CH059g08) a 6,51 (Ch04cQ7) avec une moyenne de 4,62 alleles
par locus. L’indice de Shannon (1) allait de 0,80 (CH05¢g08) a 1,98 (CH02c11). En outre, le
niveau le plus élevé d'hétérozygotie attendue (He=0,85)a été enregistré par les
amorces Ch01f03 et Ch04c07, tandis que le niveau le plus faible a été obtenu par I'amorce
CHO05g08 (He=0,35). L'hétérozygotie observée (Ho) montre des valeurs comprises entre 0,32
(CHO05g08) et 1 (Ch05f06, Ch01f02, Ch02c09). La probabilité d'identité P (ID) calculée pour
les loci individuels varie de 0,042 pour les locus Ch01f03 et Ch04c07 a 0,434 pour le
locus CH05g08 et le P (1D) cumulé sur I'ensemble des 26 loci était de 4,62x1072° .

Le contenu informationnel du polymorphisme (PIC) varie de 0,11 pour I'amorce CH05g08 a
0,82 pourles amorces Ch01f03, Ch02c11l et Ch04c07 avec une moyenne de 0,71.
A l'exception du locus CH05g08, tous les autres locus ont des valeurs PIC supérieures a 0,50,
ce qui indique un pouvoir discriminant élevé des SSR utilisées. D'autre part, la fréquence
allélique majeure (Maf) varie de 0,22 pour le locus Ch04c07 & 0,80 pour le
locus CH05g08, avec une moyenne de 0,35. En outre, les résultats indiquent que parmi les
195 alleles amplifiés dans cette étude, 55 alléles (28,20 %) présentent une fréquence
inférieure a 0,05, et 41 alleles (21,03 %) ont éte amplifiés dans un seul génotype de
pommier. lls peuvent étre donc considérés comme des alleles rares et uniques,
respectivement. Ce résultat montre un niveau de polymorphisme significatif et laisse suggérer

que les cultivars de pommier local au Maroc ont une diversité génétique considérable.
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Tableau 18:Estimation de la diversité génétique de 27 génotypes de pommier au Maroc a
[’aide de 27 marqueurs SSR, Plage des alleles (PA), nombre d'alleles (Na), nombre effectif d'alleles
(Ne), indice d'information de Shannon (1), hétérozygotie observée (Ho), hétérozygotie attendue (He),

contenu en information du polymorphisme (PIC), fréquences alléliques majeures (Maf ), probabilité

d'identité non lié P(ID). * : Dans la colonne " P(ID)", la moyenne est remplacée par le P(ID) cumulé,

qui est le produit des P(ID) des loci individuels. Les dix amorces ombrées sont les plus informatives
(valeurs élevées de PIC).

P(ID)

Amorces  PA(bp)  Na Ne ' Ho He PIC Maf | elated

Ch01f03  141-182 8 649 195 076 085 082 024  0.042
Ch0lho1  110-126 5 373 14 0.59 073 067 037 0118
Ch0lh10  94-110 5 295 13 0.7 066 056 052  0.155
Ch02c06  219-255 9 531 189  0.62 081 078 033  0.057
Ch02d08  213-228 6 559 176 058 082 079 025  0.057
Cho5f06  170-192 8 525 185 1 081 077 034 0058
Cho1f02  173-218 10 431 179 1 077 072 04 0.081
Ch02c1l  210-240 9 634 198 096 084 082 024 0044
Hi02c07  103-148 7 452 169  0.94 078 073 035  0.079
Ch02c09  234-258 9 528 182 1 081 078 029  0.062
Ch03d07  184-228 6  4.84 164 083 079 075 025  0.075
Ch04c07  98-137 9 651 198 093 085 082 022 0042
GD12 158200 10 532 194  0.89 081 078 035 0054
CHO02b03b  78-127 5 272 12 0.48 063 052 052  0.190
CHO2b12 126-156 10 532 1.9 0.77 081 078 031  0.058
Hi03al0 205290 7 353 153 046 072 064 046 0114
MS06g03 155-191 8 548 185  0.76 082 079 03 0.056
CH VfL 135179 6 412 15 0.85 076 070 031  0.101
CHO03d12 110-158 10 532 191 052 081 078 028  0.058
CHO05a05 199-231 6 454 161 091 078 073 032  0.082
CHO5f04  160-170 5 317 135 077 068 060 048  0.142
CHO5g08 154-209 6 154 08 0.32 035 011 08 0.434
NHO09b  138-167 9 522 185 058 081 077 029  0.062
CHO04e03  188-225 10 417 17 0.69 076 071 037  0.092
CH02g01 198-228 7 472 169 078 079 075 028  0.076
NZ02b01 216238 5 372 142 056 073 066 035 0118
Mean" 75 462 166 074 076 071 035  46210°%°

Les parametres de diversité geénétique calculés pour chaque origine géographique sont

résumeés dans le tableau 19.

Le nombre d'alléles par locus (Na) varie de 1,69 dans la région de Naour a 5,23 dans la région

d’Ouaouizeght (tableau 19). Le nombre d'alleles effectifs (Ne) est compris entre 1,68
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a Naour et 3,70 a Ouaouizeght. De méme, L’indice de Shannon (I) varie de 0,47 a Naour a

1,39 a Ouaouizeght.

L'hétérozygotie attendue (He) et le nombre d'alleles privés (Np) varie selon 1’origine
géographique. Cependant, les valeurs les plus faibles de ces deux parametres ont été trouvées
dans la région d’Naour (0,34 et 0,27) etles valeursles plus élevées dans la région
d’Ouaouizeght (0,69 et 1,42). Ce resultat indique bien que la diversité génétique la plus
élevée se trouve dans la région d’Ouaouizeght et la plus faible se trouve dans la région
d’Naour.

Tableau 19:Estimation de la diversité génétique des génotypes étudiés regroupés par origine.

Nombre d'individus (N), nombre d'alleles (Na), nombre effectif d'alléles (Ne), indice de Shannon (1),
nombre d'alleles privés (Np), hétérozygotie attendue (He).

Origin N Na Ne I Np He

Ait Mhamed 9 4.46 3.1 1.22 0.96 0.64
Ouaouizeght 8 5.23 3.7 1.39 1.42 0.69
Naour 3 1.69 1.68 0.47 0.27 0.34
Moulay Idriss Zerhoun 7 2.27 2.04 0.73 0.85 0.49

I11.2 Classification hiérarchique et analyse en coordonnées

principales :

Le dendrogramme UPGMA, basé sur la matrice de distance génétique, a classé les génotypes
étudiés en quatre groupes principaux avec un coefficient de similarité de 40 % (Figure 28).
Le premier groupe (I) renferme des génotypes originaires de la région d’Ouaouizeght
(Talhloute-1, Talhloute-6, Talhloute-7 et Talhloute-Beldi) et un génotype de la région Ait
Mhamed, Lahlou-1. Quant au deuxiéme groupe (I1), il est formé par les génotypes Labiad-3,
Labiad-4, Labiad-5, Lahlou-2 et Lahlou-3, originaires de la région d'Ait Mhamed. Les
génotypes originaires de Moulay Idriss Zerhoun (Laakri-1, Laakri-2, Laakri-3, Laakri-4,
Laakri-5, Laakri-6 et Laakri-7) constituent le troisieme groupe, tandis que le quatrieme
groupe (1V), rassemble deux génotypes (Labiad-1 et Labiad-2) originaires d’Ait Mhamed,
deux génotypes (Talhloute-4 et Talhloute-5) originaires d’Ouaouizeght et trois génotypes
(Beldi-1, Beldi-2 et Beldi-3) originaires de Naour. En outre, deux groupes de doublons
(c’est-a-dire des individus qui présentent un profil genétique identique) ont été obtenus,
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Beldi-1/Beldi-2 et Laakri-5/Laakri-6. D’une fagon générale, on note que la majorité des
génotypes qui viennent de la méme région ont tendance a se regrouper. Cependant, certains
génotypes portant les mémes noms comme (Labiad-1 et Labiad-3), (Talhloute-1, Talhloute-2,
Talhloute-3 et Talhloute-4) et (Lahlou-1, Lahlou-2, Lahlou-3) sont regroupés dans différents

groupes, ce qui suggere qu’ils peuvent étre des homonymes.

LAK-2
[ AR LAK-4
\ /?LAK-3
LAK-7
/ / » LAK-6
TAL-1 '
TAL-6 Fa Cluster I1I
TAL-7
» LAK-1
Cluster 1
______Q’RAL-3
Cluster 11 Cluster IV
LAL-3 TAL-5
LAB-2 o, “TAL-4
LAB-3
LAL-2 BLD-1
BLD-2
BLD-3

Figure 29: Dendrogramme UPGMA basé sur les 26 marqueurs SSR.
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D’autre part, les données générées par les marqueurs SSR ont été soumises a une analyse en
coordonnées principales (PCoA). Les deux premiers axes ont expliquée 40,72 % de la variance
totale, 24,21 % et 16,51 %, respectivement. De méme 1’examen de la dispersion des cultivars
dans les deux premiers axes, montre la formation de quatre groupes distincts (Figure 29),
ce qui corrobore les résultats observes dans le dendrogramme UPGMA. On note que la
plupart des geénotypes ont été regroupés. Néanmoins, trois génotypes, dont
Talhloute-2, Talhloute-3 et Lahmar, ont été isolés des autres, sans former leur propre groupe.

Principal Coordinates (PCoA)

Coord. 1 + Coord.2 = (40.72 %)

LAL-3
*
LAB-5 49 LAB-3
] ®aL2

2 TAL- N LAB-4
o TAL1A% o LAL1 *
S TAL-7
= ATAL-B .
~ Pop1
5
§ ¥ Pop2
= TAL-2 A Pop3

A

= ® Pop4

TAL-3 © LAH
A
L}\II‘(K?'U:'L(;\IK 2 LAB-1
-4 oS AK- .
g YA BLD-3 AR TALS
) BLD-2 g  JAL4
BLD-1 ' LAB-2

Coord. 1 (24.21 %)

Figure 30: Analyse en coordonnées principales (PCoA) des génotypes étudiés. Populations
(Popl : Ait Mhamed, Pop2 : Ouaouizeght, Pop3 : Naour, Pop4 : Moulay Idriss Zerhoun).

I11.3  Structure et différenciation génétique

A Tl’aide du logiciel STRUCTURE (Pritchard et al. 2010), une approche bayésienne a été
utilisée pour déterminer le groupement le plus probable de clusters génétiques (K). Cette
méthode a révélé une valeur maximale de AK (9,84) pour K = 4 (Figure 30). Ces résultats
nous laissent suggérer que quatre est le nombre le plus probable des groupes génétiques
(Figure 31), ce qui confirme les résultats observés dans le dendrogramme UPGMA et le
graphe PCoA.
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Figure 31: Méthode graphique permettant la détermination du nombre optimal K de clusters
selon les parametres d ‘Evanno et al. (2005).
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Figure 32: Analyse de la structure génétique des cultivars étudiés, basée sur les données de
26 marqueurs SSR en utilisant le logiciel STRUCTURE.

Le premier groupe (en rouge) est composé de cing génotypes (Talhloute-1, Lahlou-1,
Talhloute-6, Talhloute-7 et Talhloute-Beldi) appartenant a deux origines géographiques
(Ait Mhamed et Ouaouizeght). Le deuxieme groupe (en Vert) rassemble les génotypes Laakri
qui proviennent exclusivement de Moulay Idriss Zerhoun. Trois génotypes ont été rassemblés
dans le troisieme groupe (bleu) a savoir, Talhloute-3, Talhloute-2, et Lahmar originaire des
régions d'Ait Mhamed et d'Ouaouizeght. Quant au quatrieme groupe (jaune), il réunit 12
génotypes (Labiad-1, Labiad-2, Labiad-3, Labiad-4, Labiad-5, Lahlou-2, Lahlou-3, Beldi-1,
Beldi-2, Beldi-3, Talhloute-4 et Talhloute-5) qui proviennent de trois origines géographiques

différentes (Ait Mhamed, Naour et Ouaouizeght).
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Selon Pritchard et al. (2010), on considere les génotypes comme purs lorsque le coefficient
d'appartenance (gl) a un cluster génétique est supérieur & 0,80 et comme hybrides ou admixed
lorsque ce coefficient est inférieur a 0,80. Il convient de mentionner que tous les génotypes, a
I'exception de Lahmar (LAH), présentent une grande affinité a leurs groupes (cluster

génétique), avec un coefficient d'appartenance supérieur a 0,80.

Les valeurs moyennes de la différenciation génetique (Fst) au sein des quatre groupes I, 11, HI
et IV sont respectivement 0,61, 0,54, 0,01 et 0,26. Les valeurs Fst de tous les groupes, sauf le
troisieme (0,01), indiquent une forte différenciation génétique. De plus, la divergence des
fréquences alléliques entre les groupes était de 0,21 entre le groupe | et Il, 0,17 entre le
groupe I et 111, 0,27 entre le groupe | et 1V, 0,14 entre le groupe 1l et 111, 0,28 entre le groupe
Il et IV et enfin 0,06 entre le groupe Il et V. Ces valeurs relativement élevées de divergence
allélique (> 0,05) montrent des différences genétiques significatives entre ces groupes.

I11.4  Analyse de filiation

Les relations parents/descendants des 27 génotypes étudiés ont été explorées par le
logiciel CERVUS (Kalinowski et al. 2007). Grace aux résultats obtenus nous avons identifié
13 relations (parents/descendants) comprenant 23 génotypes avec un niveau de confiance de
95 % (Figure 32).

La comparaison des relations entre parents et descendants, soutenue par des rapports de
vraisemblance (LOD score) élevés, a mis en évidence une étroite similitude entre les cultivars
qui partagent la méme origine. Cependant, les relations parents/descendants entre les

génotypes provenant de :

Moulay Idriss Zerhoun (Aakri-3 x Aakri-5 = Aakri-4, LOD : 46.1),
Ouaouizeght (Talhloute-1 x Talhloute-7 = Talhloute-6, LOD : 46.7),

Ait Mhamed (Labiad-3 x Lahlou-2 = Lahlou-3, LOD : 48,5) et

Naour (Beldi-1 x Beldi-3 =Beldi-2, LOD : 55,2) ont été correctement déduites.

D'autre part, deux liens de parenté entre les génotypes originaire de Ouaouizeght (Talhloute-
4, Talhloute-5, Talhloute-6, Talhloute-7) et d'Ait Mhamed (Lahlou-1, Labiad-1) ont été
identifiés. Le génotype Lahlou-1 est inféré comme étant une descendance de Talhloute-7 et
Talhloute-6 (LOD : 39.2), alors que le génotype Talhloute-5 est inféré comme étant une
descendance de Talhloute-4 et Labiad-1 (LOD : 51).
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Figure 33: Relations genétiques de premier ordre (des trios, parents/descendance) détectées
au sein des génotypes étudiés. Les origines des génotypes sont indiquées avec des couleurs
différentes selon le code inséré : (A : Ait Mhamed, B : ouaouizegrht, C : Naour et D : Moulay driss
Zerhoune).

I11.5 Sélection des amorces SSR pour les études de diversité

geneétique chez le pommier

Les meilleures (les plus élevées) valeurs de PIC ont été utilisées pour sélectionner les dix
amorces les plus informatives : Ch01f03, Ch02c06, Ch02d08, Ch02c11, Ch02c09, Ch04c07,
GD12, CH02b12, MS069g03, CH03d12. Le test de robustesse des amorces sélectionnées a
prouvé leurs grandes fiabilités. Cependant, l'analyse hiérarchique a montré une grande
similarité entre le regroupement des génotypes en utilisant les donnees des 10 amorces
sélectionnées et le regroupement des génotypes préalablement obtenu en utilisant les données

des 26 amorces étudiées (Figure 33).
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Figure 34:Dendrogrammes de 27 genotypes de pommier obtenus avec les données de 26
amorces SSR (A) et avec les données de 10 amorces SSR sélectionnées comme les meilleures
pour les études génétiques chez Malus domestica (B).

Parmi tous les génotypes étudiés, la similarité génétique obtenue avec les données des 26

amorces variait de 0,06 a 0,95, avec une moyenne de 0,40 et la similarité génétique obtenue

avec les données des 10 amorces sélectionnées variait de 0,07 a 0,96, avec la méme valeur

moyenne de 0,40. De plus, en se basant sur les données générées par les 26 amorces et les

données générées par les 10 amorces, l'analyse en coordonnées principales présente des

résultats similaires (Figure 34).
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Figure 35:Analyse en coordonnées principales de 27 génotypes de pommier obtenus avec les
données de 26 amorces SSR (A) et les données de 10 amorces SSR choisies comme les
meilleures pour les études de diversité génétique chez Malus domestica (B). (Pop 1 : Ait

Mhamed ; Pop 2 : ouaouizegrht ; Pop 3 : Naour et Pop 4 : Moulay driss Zerhoune).
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En effet, les deux graphes PCoA produits par les deux types de données (26 et 10 amorces)
ont montré la séparation des 27 génotypes en quatre groupes distincts. Les deux premiers axes
dans les deux graphes PCoA (générés par 26 et 10 amorces) ont explique 40,72 % et 43,86 %

de la variance totale, respectivement.

I\VV. Discussion

IV.1 Polymorphisme des microsatellites et diversité génétique

Les marqueurs moléculaires ont été utilisés avec succes pour évaluer la diversité génétique de
nombreuses especes fruitieres (Reddy et al. 2002). lls sont particulierement utiles dans
la caractérisation des accessions et des cultivars, dans la détection des duplications de matériel
génétique. (Goulédo et al. 2001). A travers ces marqueurs moléculaires, les microsatellites
(SSR) sont parmi les plus efficaces pour I'évaluation de la diversité génétique des espéces
végétales y compris le pommier (Alcaraz and Hormaza 2007 ; Ferrara et al. 2014 ; Liang et al.
2015 ; Lassois et al. 2016 ; De Carvalho Santos et al. 2019). A notre connaissance, le présent
travail constitue la premiere étude de la diversité génétique du pommier au Maroc a I’aide des
marqueurs SSR.

Les résultats obtenus au cours de cette etude ont révélé un niveau modéré de polymorphisme.
Le nombre d'alleles par locus variait de 5 a 10 avec un moyen de 7,5. Comparé a d'autres
études dont le nombre de génotypes (N) analysés est grand, le nombre moyen d'alléles par
locus dans notre étude (Na =7,5) est beaucoup plus faible que celui rapporté par Lassois et al.
(2016, N= 2163 et Na =19,5), Pereira-Lorenzo et al. (2018b, N= 634 et Na = 18,61) et
Marconi et al. (2018, N= 175 et Na =14,6). Ce nombre faible d'alléles par locus obtenu dans
notre travail peut étre expliqué par le faible nombre de génotypes étudiés (N =27). En effet,
d'autres études avec une taille relativement similaire montrent un nombre moyen d'alléles par
locus (Na) qui varie entre 3,29 et 9,78 (Gasi et al. 2010 ; Garkava-Gustavsson et al. 2013 ;
Ganopoulos et al. 2018 ; Kumar et al. 2019 ; Arnal et al. 2020). En effet, selon Liang et al.
(2015), la diversité allélique des locus SSR chez le pommier variait en fonction de la taille de
la population. Le nombre d'alleles effectifs (Ne) pour tous les locus SSR était de 120,03, ce
qui représente plus de la moitié (61,53 %) du nombre total d'alleles par locus. Ceci est en
accord avec les résultats obtenus par Arnal et al. (2020), Ferreira et al. (2016), et Zhang et al.
(2012), chez des cultivars de pommier espagnols, portugais et chinois. D’autre part, la valeur
moyenne de I'nétérozygotie attendue obtenue au cours de ce travail (0,76) est assez similaire a

celle rapportée par Ferreira et al. (2016) chez des cultivars du pommier au Portugal (0,75).
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Cependant, elle est inférieure a celle enregistrée chez les cultivars de pommier en Italie (0,81)
(Marconi et al. 2018), mais elle est supérieure a celle rapportée chez les cultivars du pommier
grecques (0,63) (Liang et al. 2015). En outre, I'hétérozygotie observée (Ho = 0,74) est
relativement proche de I'hétérozygotie attendue (He = 0,76) ce qui est en accord avec
les résultats observés par Lassois et al. (2016) chez les cultivars de pommier en France
(Ho = 0,83 ; He = 0,82). Parmi les 26 marqueurs SSR utilisés dans cette étude, 19 ont montré
une valeur PIC supérieure a 0,70, ce qui indique que ces marqueurs SSR ont un niveau élevé
d'informativité. D’autre part, les résultats obtenus ont montré la présence de 55 alléles rares
(leur fréguence inférieure a 0,05) (28,20 %) et 41 alléles uniques (présent dans un seul
génotype) (21,03 %) dans l'ensemble des alléles détectés. En effet, la détection des alléles
rares et uniques au sein des génotypes peut fournir une information utile pour maintenir la
diversité génétique de ’espece (Potts et al. 2012 ; Szczecinska et al. 2016). En comparaison
avec d’autres travaux chez le pommier, des valeurs plus faibles ont été rapportées par
Omasheva et al. (2018) chez les cultivars de pommiers cultivés au Kazakhstan (10,9 % des
alleles sont uniques) et par Kumar et al. (2019) chez les génotypes de pommiers sauvages

indiens (8,33% et 11,4 % des alléles sont rares et uniques, respectivement).

IV.2 Structure et difféerenciation génétique

Le PCoA et I'analyse hiérarchique ont révélé une séparation claire des génotypes étudiés en
quatre groupes distincts, a lI'exception des génotypes Lahmar, Talhloute-2 et Talhloute-3 qui
ont été isolés de ces quatre groupes. D'autre part, les marqueurs SSR utilisés ont été révélés
capables d'identifier les accessions dupliquées avec un haut degré de précision. Cependant,
deux groupes de génotypes, Beldi-1/Beldi-2 et Laakri-5 / Laakri-6 se sont avérés étre des
doublons. 1l convient de signaler que les génotypes Beldi-1/Beldi-2 et Beldi-3 ne se
différencient que par un seul locus microsatellite, ce qui peut étre attribué a une mutation
spontanée pendant la propagation végétative. Habituellement, les noms des cultivars de
pommier sont donnés par les agriculteurs sur la base de traits phénotypiques, fortement
influencés par I'environnement et les pratiques agricole, (Foroni et al. 2012 ; Heinonen et al.
2019), ce qui augmente les problémes de nomination erronée et la confusion au sein des
ressources génétiques locales. C'est probablement le cas pour les groupes de génotypes
" Talhloute-1, Talhloute-2, Talhloute-3 et Talhloute-4 ", " Lahlou-1, Lahlou-2, Lahlou-3 " et
" Labiad-1, Labiad-3 " qui partagent le méme nom mais ont été regroupés dans des clusters
différents. D’autres études sur les marqueurs SSR ont egalement montré ce probléme
d’appellations erronées chez le pommier dans d’autre pays, notamment en France, en lItalie,

en Espagne et au Portugal (Liang et al. 2015 ; Lassois et al. 2016; Ferreira et al. 2016;
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Pereira-Lorenzo et al. 2018b). Les résultats du PCoA et de I'analyse hiérarchique ont montré
aussi que, les génotypes de Moulay Idriss Zerhoun (Laakri) ont moins de chances d'échanger
leurs génes avec les génotypes des autres régions. Ceci peut étre expliqué par le fait que la
région de Moulay Idriss Zerhoun est relativement isolée géographiquement dans une région

montagneuse de la province de Meknes.

Pour obtenir une image encore plus claire des relations génétiques entre les génotypes
analysés, une méthode de regroupement basée sur un modeéle bayésienne a été utilisée.
Cette analyse a confirmé la différenciation entre les génotypes étudiés et validé le modéle de
regroupement en quatre groupes distincts, principalement en fonction de [l'origine
géographique, confirmant ainsi les résultats des analyses précédentes. Selon Li et al. (2014),
si la valeur alpha générée par cette analyse tend vers zéro, cela signifie que la majorité des
génotypes étudiés appartenant a des populations bien distinctes, alors qu'une valeur alpha
supérieure a 1 indique que tous les génotypes étudiés sont des hybrides (Ostrowski et al.
2006). Dans la présente étude, la faible valeur d’alpha (0,026) obtenue indique la présence
d’un petit nombre d’hybrides. Cependant, les fractions d'appartenance ont révélé qu'un seul
génotype (Lahmar, gl<80) est considéré comme hybride, ce qui indique un flux génétique
restreint entre les individus. Enfin, il convient de mentionner que 1’ensemble de la variation
génétique est maintenu a l'intérieur des groupes plutdt qu'entre les groupes (Fst = 0,28). Cela
peut étre expliqué par le faible flux génétique entre les quatre régions. Par rapport a d'autres
études, la valeur de I’Fst obtenue (0,28) était considérablement plus grande que celles
rapportées par Pereira Lorenzo et al. (2007, Fst= 0.058) ; Gharghani et al. (2009,
Fst= 0.087); Gasi et al. (2010, Fst= 0.019) ; Lassois et al. (2016, Fst= 0.014 - 0.048) et
Pereira-Lorenzo et al. (2018b, Fst= 0.072), indiquant que les génotypes étudiés constituent un

réservoir de génes qui mérite d'étre sauvegardé.

IV.3 Analyse de filiation

Selon le test de filiation, la plupart des relations déduites impliquent des génotypes de méme
origine. Néanmoins, les génotypes d'Ait Mhamed et d'Ouaouizeght ont tendance a s’hybrider.
Ceci peut étre expliqué par la faible distance géographique et [I'échange relativement
important du matériel végétal entre ces deux origines. Ce résultat confirme la similitude
pomologique entre les génotypes originaires de ces deux régions. En effet, nos travaux
précédents sur la variabilité pomologique ont montré que les trois cultivars Labiad,
Lahlou et Talhloute de ces régions presentent des fruits de la méme couleur (Khachtib et al.

2020). De méme, la forme des fruits, le poids des fruits et la teneur en solides solubles (°Brix)
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des cultivars Lahlou et Talhloute sont similaires et les génotypes Labiad et Lahlou présentent
un degré d'acidité trés proche (Khachtib et al. 2020). D'autre part, les liens de parentés déduits
dans cette étude sont solidement établis de sorte que les liens génétiques entre les génotypes
sont valides indépendamment de leurs noms. En effet, ces résultats ont montré une
concordance élevee avec les analyses précédents, I'analyse bayésienne, I'analyse hiérarchique
et l'analyse en coordonnées principales. Enfin, dans une étude similaire Salvi et al. (2014)
suggérent que 27 marqueurs SSR sont le minimum & utiliser pour une reconstruction compléte
de I’arbre de filiation. Cependant, les relations généalogiques établies, doivent étre
considérées comme préliminaires jusqu'a ce que des données supplémentaires soient

disponibles pour la confirmation.

IV.4  Sélection des amorces SSR pour les études de diversité

génétique chez le pommier

La sélection des amorces ne peut étre considérée comme efficace que lorsque les amorces
sélectionnées pour différencier une espéce présentent des résultats similaires a ceux obtenus
en utilisant toutes les amorces disponibles (Fedrigo et al. 2016). Généralement, dans une
étude de variabilité génétique, un grand nombre d'amorces est utilisé. Par contre, beaucoup de
travaux ont signalé qu'il est possible de diminuer le nombre des amorces utilisées sans perdre
en efficacité dans les résultats (Isshiki et al. 2008). Ces auteurs ont testé 100 amorces ISSR
pour la discrimination de huit cultivars d’aubergine (Solanum melongena) et ont conclu que

34 amorces sont suffisantes pour différencier avec fiabilité les différents génotypes.

L'utilisation des indices comme le PIC s'est avérée efficace dans la sélection des amorces
AFLP et ISSR chez plusieurs espéces, telles que Jathopha curcas (Tatikonda et al. 2009 ;
Grativol et al. 2011), Ipomoea batatas (Camargo et al. 2013), Stenocarpella maydis (Fedrigo
et al. 2016), Achyrocline flaccida (Rosa et al. 2017) et Malus domestica (Mariano et al.
2019).

Les résultats obtenus dans la présente étude montrent que l'indice PIC a permis de
sélectionner avec succés 10 amorces SSR a partir de 26 utilisées au début pour caractériser 27
génotypes de pommier. En effet, la similarité génétique moyenne entre les 27 génotypes était
la méme (0,40) lorsqu'on utilisait les 10 amorces sélectionnées ou les 26 amorces
polymorphes. De méme, en utilisant les deux jeux de données, les groupes formés dans le

dendrogramme et le graphe PCoA sont similaires (Figures 33 et 34).
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La stratégie de selection d'amorces pour réduire les colts des analyses de variabilité génetique
est la premiére étape de l'utilisation des marqueurs moléculaires dans les différents
programmes de sélection de plantes (Mariano et al. 2019). Dans cette étude, la réduction du
nombre des amorces utilisées de 26 a 10 n'a pas modifié la fiabilité des résultats obtenues ce
qui indique qu'une caractérisation robuste d'une collection de pommier est possible en

utilisant environ 40% des ressources et du temps qui sont normalement dépenseés.

V. Conclusion

Le présent travail est la premiére étude visant a evaluer la diversiteé et les relations génétiques
entre les génotypes de pommiers cultivés au Maroc, en utilisant des marqueurs SSR. Dans un
premier temps, les résultats obtenus montrent que les génotypes analysés représentent une
source intéressante de diversité. Cependant, la plupart des génotypes étudiés semblent étre
purs et minimalement hybridés, ce qui indique leur meilleure intégrité génétique. D'autre part,
la présence d'un pourcentage relativement élevé d'alléles uniques (21,03 %) et rares (28,20 %)
confirme I'efficacité des marqueurs SSR utilisés pour I'évaluation de la diversité géenétique.
La présente étude a également révélé la présence de deux cas de duplications, des cas
possibles d'homonymie et de 13 relations parents/descendance confirmées avec un niveau de
confiance élevé (95 %), ce qui indique que les marqueurs SSR peuvent fournir
des informations utiles sur I'identité, la diversité génétique et des éventuels liens de parenté de
premier ordre au sein de germoplasme marocain de pommier. Dans un second temps,
I'évaluation des 26 amorces SSR nous a permis de sélectionner les 10 amorces les plus
informatives. Les étapes de sélection de ces amorces ont été robustes puisque les résultats de
I'analyse hiérarchique et de I'analyse en coordonnées principales basés sur les données
obtenues avec les 10 amorces sélectionnées sont semblables a celles obtenues avec les
données de toutes les amorces utilisées (26). Donc, la méthode de sélection des amorces SSR
a l'aide de l'indice PIC s’avére efficace. Finalement, les résultats de cette étude vont nous
permettre d'économiser environ 60 % du temps et des colts dans les prochaines études de la
variabilité génétique du pommier au Maroc (surtout, dans les études a grande échelle avec un

grand nombre de génotypes).
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Chapitre 5 - Analyse de la
diversité génétiqgue du puceron
cendré du pommier (Dysaphis

plantaginea, Passerini) au

Maroc
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Introduction

Parmi les multiples pucerons qui s'attaquent au pommier cultivé (Malus domestica Borkh), le
puceron cendré du pommier (Dysaphis plantaginea Passerini), est I'un des pucerons les plus
nuisibles. Il provoque beaucoup de dégats (enroulement puis jaunissement des feuilles,
déformation des rameaux et des fruits) causant des pertes économiques importantes dans les
pays producteurs du pommier, notamment en Europe, en Afrique du Nord et en Amérique du
Nord (Wilkaniec 1993 ; Guillemaud et al. 2011 ; Warneys et al. 2018).

D. plantaginea accomplit son cycle de vie sur deux plantes hotes successives : le pommier
cultivé comme hote primaire, du début de l'automne a la fin du printemps, et le
plantain (Plantago lanceolata) comme héte secondaire pendant I'été (Bonnemaison, 1959).
Dans les vergers de pommiers commerciaux, les dégats causés par des densités méme tres
faibles de pucerons peuvent diminuer la valeur commerciale de la récolte. Cette perte
économique justifie les techniques de gestion des pucerons, basées principalement sur
l'utilisation de pesticides. Les recommandations suggerent généralement l'utilisation de
plusieurs traitements pesticides dans les vergers de pommiers : au début du printemps, avant
la floraison et aprés la floraison ou a la fin de I'été (Cross et al. 2007). Cependant, l'utilisation
intensive d'insecticides chimiques contre ce puceron a entrainé un régime de sélection intense
et par conséquences des mécanismes de résistance aux insecticides dans les champs (Delorme
et al. 1999). Des stratégies de lutte alternatives, telles que I'application de pesticides
organiques (Cross et al. 2007), l'utilisation de produits répulsifs ou a effet barriere (Wyss et
al. 2004, Burgel et al. 2005, Marko et al. 2008), la lutte biologique (Wyss et al. 1999b,
Minarro et al. 2005, Brown et al. 2007) et la résistance des plantes (Qubbaj et al 2005, Angeli
et al. 2006, Minarro et al. 2007, 2008), sont développées et testées dans plusieurs pays. Quelle
que soit la stratégie de lutte appliquée, la probabilité de développer une résistance a la lutte
dépend des caractéristiques de l'espéce cible: sa capacité de migration, son mode de
reproduction, sa variabilité génétique et donc sa capacité d'adaptation aux mesures de lutte.

Au Maroc, la structure genétique des populations de D. plantaginea et I'ampleur des flux de
génes entre les sous-populations sont largement inconnues. D’ou la nécessité d’analyser la

diversité génétique de ces populations avant d’entamer n’importe quelle stratégie de lutte.
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Il. Matériel et méthodes
1.1  Matériel génétique

Nos prospections a travers les principales régions reconnues par la culture du pommier au
Maroc, ont montré la présence de ce puceron dans presque la totalité des vergers dépistés.
Bien que le degré des infestations varie d’une année a 1’autre, le puceron cendré du pommier
doit désormais étre considéré comme un ravageur bien adapté aux conditions climatiques et
aux pratiques culturales dans les vergers du pommier au Maroc.

Au cours du printemps 2018, un total de 63 échantillons de puceron cendré (9 a 15
échantillons par région) a été collecté dans des vergers commerciaux du pommier a travers 5
régions du Maroc (Figure 35). Chaque échantillon est constitué d'une seule colonie de
pucerons (15 a 20 femelles) développée sur un seul arbre de pommier (Tableau 20). Le fait de
n'échantillonner qu'une seule colonie par arbre a permis de s'assurer que I'échantillon ne
comprenait pas différents clones. En effet plusieurs colonies peuvent exister sur le méme
arbre. En portant des gants stériles et a 1’aide d’un cure-dent stérile, chaque colonie a été
transférée dans un tube Eppendorf déja rempli d’éthanol a 99 % et transporté jusqu’au
laboratoire. Puis, chaque colonie a été conservée dans de I'éthanol (96%) a -20°C jusqu'a
I'extraction de I'ADN.
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Figure 36: Localisation des échantillons de D. plantaginea étudiés.
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Tableau 20: Origine des populations de D. plantaginea utilisés dans le cadre de cette étude.

Régions (Code) N%rg]g::iaede Variété du pommier (hote) Latitude Longitude
i Gala Brookfield & Golden
Asni (ASN) 13 31°16 7°57
& Buckeye
Ait Ayache (AYA) 15 Gala & Golden Delicious 39°36 5900
y & Starking Delicious
Ait Bouguemez (BOU) 15 Gala 31°42 6°21
Gala & Golden Reinders
Imouzzer Kandar (IMO) 9 33°44 5°02

& Golden Smoothee

Golden Delicious &
Naour (NAO) 11 ) . 32°29 5°55'
Starking Delicious

1.2 Extraction d’ADN

L'ADN a été isolé a partir d'un seul individu par colonie en utilisant le protocole suivant :

= La nuit précédant I'extraction d'/ADN, un individu a été prélevé de la colonie conservée
dans I’éthanol a 96 % et placée a -80 °C. Le lendemain, le puceron a été broyé en

poudre fine par deux cycles de cryobroyage a 23 Hz pendant 30 s.

= FEtape d’extraction : 300 pL de tampon d'extraction contenant du tampon TNES
(50 mM Tris pH 7.5, 400 mM NaCl, 20 mM EDTA, 0.5% SDS, eau), de la protéinase
(50 ug) et de la RNAse (100ug) ont été ajoutés au tube contenant la poudre de
puceron, avant d'étre incubés a 55°C pendant une heure avec une agitation de 1000

rpm.

= Etape de déprotéinisation et de filtration : Nous avons ensuite ajouté 85uL de NaCl
(5M) au mélange, en agitant vigoureusement pendant 15 secondes. Par la suite, les

tubes ont été centrifugés a 4°C et 5000 rpm pendant 20 minutes.

= Etape de fixation de I'ADN : 300 pL de surnageant ont ensuite été transférés sur une

plague Whatman montée sur une plaque a puits profonds, a laquelle nous avons ajouté

500 pL de tampon CGE (chlorure de guanidinium 2,6 M, eau, éthanol 64%).

La plaque a ensuite été centrifugée pendant 2 minutes a 5000 rpm a température
ambiante.

= Etape de lavage : Nous avons ensuite procédé a deux lavages consécutifs. Un premier

lavage avec 600 pL de tampon de lavage (8mM Tris pH 8, 0.04 mM EDTA, 60 mM

acetate de potassium, et 60% éthanol) et avec deux minutes de centrifugation a 5000

rpm a température ambiante ; I'éluat a été jeté. Le second lavage a consisté en la méme
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guantité de tampon de lavage avec 15 minutes de centrifugation a 5 600 rpm a

température ambiante. L'éluat a été jeté.

= Etape d'élution de I'ADN : La plaque Whatman a ensuite été placée sur une plaque
PCR. Un total de 30 pL d'eau préchauffee a 65°C a été ajouté a chaque colonne. Apreés
5 minutes, la plaque a ensuite été centrifugée pendant 2 minutes a 1000 rpm a

température ambiante. Cette étape d'élution a été répétée.
1.3 Analyse des microsatellites

Nous avons utilisé 30 marqueurs SSR, dont un qui avait été utilisé précédemment pour
D. plantaginea (Guillemaud et al. 2011), et 29 qui ont été nouvellement développés a partir
du séquengage d'un génome a faible couverture. Nous avons testé la neutralité, et I'absence de
désequilibre de liaison, des 29 marqueurs SSR en utilisant le test de neutralité d'Ewens-

Watterson (Watterson, 1978), puis chaque marqueur SSR a été amplifié séparément par PCR.

La PCR a été réalisée dans un volume final de 20 pL contenant 0,2 UM de chaque amorce
directe et inverse avec I'amorce directe est marquée par fluorescence, 0,2 UM de dNTP, entre
1 et 1,5 mM de MgClI2, 1X tampon (5X), 2 uL Homemade Taq, 5 pL d'ADN (dilution 1/30)
et H20 stérile pour atteindre le volume final. Nous avons utilisé le programme PCR suivant :
94°C pendant 5 minutes, suivi par 35 cycles de 30s a 94°C, 30s a 60 a 65°C et 45s a 72°C,
puis 5 minutes a 72°C et enfin 10 minutes a 4°C. Dans le programme PCR, la température de
recuit a varié entre 55°C et 65°C. Les températures de recuit pour chaque marqueur SSR sont
détaillées dans le tableau 21. Les produits PCR sont par la suite regroupés selon les quatre

multiplexes décrits dans le méme tableau.

Le génotypage des marqueurs SSR a été réalisé sur la plateforme GENTYANE (INRAE,
Clermont-Ferrand, France). Les alléles de chaque marqueur SSR ont été identifiés, et leur
taille a été évaluée avec Genemapper v.4.0 (Applied Biosystems TM, Foster City, USA) par
deux personnes indépendamment. En cas de divergence, I'électrophérogramme a été vérifié

par une troisieme personne pour prendre une décision finale.

La notation des alleles resultant de Genemapper a ensuite éte traitée avec la macro Excel

Autobin  (https://www6.bordeauxaquitaine.inra.fr/  biogecoeng/ Scientific Production/

Computer software/ Autobin). Nous n'avons retenu que les génotypes multilocus présentant

moins de 30% de données manquantes et contenant moins de 5% d‘alléles nuls. Les alleles
nuls ont été détectes avec le logiciel GENEPOP v4.7 (Rousset, 2008).
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Tableau 21: Caractéristiques des marqueurs SSR utilisés dans le cadre de cette étude. F :
Amorce sens ; R : Amorce anti-sens ; bp : paire de bases ; T° : Température d’hybridation.

Locus Plage de
Fluorochromes Sequence de I'amorce (5°- 3’ . T®
SSR q (57-3) Paliéle (bp)
F: GCACCGACGGCATTATTAGT
SSR-16 268-314 60
R: GCGTAATGGCGAGCGTATT
F: TTGACGATAAAGCGAAGGCG
SSR-19 184-247 65
R: GTGGGTGCACGTACACGATA
F: CGCCAACCGGATAATTAATTCG
SSR-2 241-289 60
R: GGGAATGATTTGGAGAAGAAGTTT
F: GTGCATATCGTATAATATCGATCGCT
SSR-3 236-264 55
R: TCCTTCCAATCAGACAGTTTGA
Alexa fluor
F: GGACCACCCTCAAACATTAAGT
SSR-49 186-213 60
R: TTTCATCAAATTGTACAGCTACACT
F: TGCTAGCCGACATCAGATCG
SSR-5 276-288 60
R: CGTGTGACGTATTAGGTATGACC
F: CTCCACGGACGACAACCATA
SSR-6 261-297 60
R: TAAAGACCGATGACTTGCGC
F: CCAAGCCATCCACGCCTATG
SSR-8 268-271 60
R: GCCGCGACTAAACGTTACTG
F: CGTGTAACTAGTATACGAACCCACC
L4 232-253 62
R: GCAACAGCCATCTCCTTCTC
F: AGTCTCCTGCTGACATTGCC
SSR-17 162-210 60
R: GGTTCAAATCTAGTCGATCCGC
F: CAACTAGGTACACGCCACGT
SSR-21 183-194 65
R: CGTTGAAATGTTCGAAATCGCG
F: CCTGACAGCTGTGCCCTC
ATTO 565 SSR-38 158-190 65
R: GCTCGGGCGTCGTACTTATA
F: ACAACAATTATTAATTCATCGGACCG
SSR-4 181-222 60
R: CCCAAGACAACATCGAGTCT
F: ACGCAGGTTCCTACTGTGAT
SSR-7 219-232 60
R: ACTCCTTACTGCATATACGTTTCGA
F: TCAACCTCATTTGATGTCTTACACT
SSR-40 135-160 57
R: ACCATTGAGTGAACTTGGGAA
F: TTACCCATCGTGAACGCCTG
SSR-18 280-299 65
R: GGGCTTTCACTCGTGGATGT
F: ACCGTCTTGTAAACCGCAGC
SSR-23 292-298 65
R: GGCAACAGAGTTCAATCGGC
F: CGACCGTTCAGGGAATGTTG
ATTO 560 SSR-26 299-309 65
R: AGCGCACAATCAAATATTATGGCA
F: GAGTTATGTGCTGCATGGCG
SSR-27 286-306 65
R: CACAATCGTATTTATGTATAGGGCACT
F: AAACCGTGACCCGAAGCG
SSR-28 299-303 65
R: CCTCTTTCCCAACCAGGTGT
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F: CGTTGCCGTGTCACGTATAAT

SSR-32 288-373 65
R: ATTGTCACGAGTTCGCGCTA
F: TCATCTCTGGGACGAGGACC

SSR-51 282-328 65
R: ATGTGCAGCTGAGCTCACTC
F: CGACGCTGAGTGCCTACTAG

SSR-1 160-207 60
R: GGGTCGATAGTTCAGTGTGCA
F: ACCTGGCCATCTCACCACTA

SSR-11 135-164 60
R: CGGTTACCACCACTAAATCGGA
F: TCGTGGTTAGTCTTAGCGAC

SSR-13 111-119 60
R: ACTCACGAATAATCTCCATCACTC
F: GGGATGAGGTGCTTCGCAA

SSR-15 108-143 60

HEX R: GTGATAGAGCGAGAATGGACGT

F: TGTTTGGTGAAGGATCGATACG

SSR-22 182-195 65
R: GGGCGATGGTTCACGGTAA
F: ATGCAGTTGTAAATATCTATGTGGAA

SSR-31 149-165 60
R: AACGGTAGTACACTAATACCTCTTT
F: CGTGAGTTTCTAAACACCGTGG

SSR-46 122-150 65
R: AGGTTGGCATGTTTGACGTAA
F: CGGCAGATGAACCAAATCGG

SSR-9 151-167 60
R: GGCATATTATCATGTGTACACTGTAT

1.4 Polymorphisme et diversité génétique

Des estimations du polymorphisme et de la diversité génétique au sein et entre les populations
ont été obtenues a l'aide du logiciel GenALEX 6.5 (Peakall and Smouse, 2006). Nous avons
calculé le nombre d'alléles par locus (Na), le nombre d'alléles effectifs par locus (Ne), I'indice
de Shannon (1), I'nétérozygotie observée (Ho), I'hétérozygotie attendue (He), l'indice de
fixation (Fst), la distance génétique de Nei (Nei, 1978) et le flux génétique (Nm). L'analyse de
la variance moléculaire (AMOVA ; Excoffier et al. 1992) a été également calculée pour
évaluer statistiquement la répartition de la variabilité génétique au sein et entre les
populations a l'aide du méme logiciel. De plus, pour mesurer le caractere informatif des
marqueurs utilisés, les fréquences alléliques dans I'échantillon total ont été utilisées pour

calculer le contenu informationnel du polymorphisme (PIC ; Serrote et al. 2020).

I1.5  Structure et différenciation génétique

La structure et la différenciation génétique des populations de pucerons étudiées ont été
analysées en utilisant différents algorithmes et méthodologies. Dans un premier temps, la
répartition et la différentiation des individus et des populations ont été visualisées en

effectuant I'analyse en coordonnées principales (PCoA) a l'aide du programme GenAlex.
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Par la suite, l'arbre de classification hiérarchique (dendrogramme) baseé sur l'algorithme
UPGMA (Unweighted Pair Group Method using arithmetic Average) a été réalisé a l'aide du
logiciel DARwin (Perrier and Jacquemoud-Collet 2006). Finalement, une analyse bayésienne
a été effectuée pour évaluer le niveau de structuration génétique parmi les cinq
sous-populations a l'aide du logiciel STRUCTURE (Pritchard et al. 2010). Cette analyse a été
exécutée en dix reépétitions pour chaque valeur de K allant de 1 a 10, avec une période de
rodage (Length of Burnin period) de 10 000 et des étapes de Markov Chain Monte Carlo
(Number of MCMC reps after Burnin) de 100 000 itérations. Par la suite, le nombre optimal
de clusters génétiques (K) a été déterminé par la méthode décrite par Evanno et al. (2005) en
utilisant la plateforme en ligne STRUCTURE HARVESTER (Earl et vonHoldt 2012).

I11. Reésultats

I11.1  Polymorphisme des microsatellites et diversité génétique

Les 63 échantillons de pucerons considérés dans cette étude, ont été genotypés avec succes
par les 30 marqueurs SSR. Les résultats obtenus ont montré que tous lesloci sont
polymorphes. L'écart de I'équilibre de Hardy-Weinberg n’est pas significatif pour I’ensemble

des marqueurs utilisés, ce qui suggere que sont tous génétiqguement indépendants.

Pour I'ensemble des échantillons étudiés, on note que le nombre d'alléles (Na) varie de 2 pour
le locus SSR-5a 19 pour le locus SSR-2, avec une moyenne de 7.87 alleles par locus
(Tableau 22). D’autre part, le nombre d'alléles effectif (Ne=3.27) et l'indice de Shannon
(1=1.30) variaient de 1.19 a 9.98 et de 0.34 a 2.55 respectivement. Concernant, I'hétérozygotie
observée (Ho) et I'hétérozygotie attendue (He), les valeurs moyennes sont 0.54 et 0.60,
respectivement. Le locus SSR-2 présente les taux d’hétérozygotie observée et attendue les
plus élevés (Ho = 0.95, He = 0.90), tandis que le locus SSR-28 présente les taux
d’hétérozygotie observee et attendue les plus faibles (Ho=0.07, He=0.16). D’autre part, le
contenu informationnel du polymorphisme (PIC) varie de 0,02 pour le locus SSR-11 a 0,89
pour le locus SSR-2 avec une moyenne de 0,48. Selon les criteres decrits par Serrote et al.
2020, parmi les 30 loci SSR utilisés, quinze sont hautement informatifs (PI1C > 0,50), huit sont
modérément informatifs (0,50 > PIC > 0,25) et sept ont un faible niveau informatif avec des
valeurs PIC < 0,25.
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Tableau 22: Estimation de la diversité génétique des échantillons de D. plantaginea. Na :
Nombre d'alléles, Ne : Nombre d'alléles effective, | : Indice de Shannon, Ho : Hétérozygotie observée,
He : Hétérozygotie attendue, PIC : Contenu informationnel du polymorphisme.

Locus Na Ne | Ho He PIC
SSR-1 14 3.76 1.78 0.61 0.73 0.71
SSR-2 19 9.98 2.55 0.95 0.90 0.89
SSR-3 9 5.13 1.83 0.76 0.81 0.77
SSR-4 11 341 1.61 0.73 0.71 0.62
SSR-5 2 1.34 0.42 0.24 0.26 0.03
SSR-6 9 1.96 1.16 0.51 0.49 0.29
SSR-7 4 2.32 1.05 0.10 0.57 0.40
SSR-8 3 1.76 0.67 0.44 0.43 0.16
SSR-9 7 2.93 1.41 0.57 0.66 0.55
SSR-11 6 1.32 0.55 0.27 0.24 0.02
SSR-13 5 1.86 0.79 0.44 0.46 0.22
SSR-15 6 2.32 1.08 0.56 0.57 0.40
SSR-16 11 5.07 1.83 0.48 0.80 0.76
SSR-17 13 4.82 1.87 0.75 0.79 0.75
SSR-18 4 2.20 0.95 0.56 0.55 0.35
SSR-19 8 3.54 1.48 0.68 0.72 0.64
SSR-21 4 2.83 1.16 0.62 0.65 0.52
SSR-22 7 2.29 1.16 0.60 0.56 0.39
SSR-23 4 1.74 0.75 0.39 0.42 0.17
SSR-26 5 1.60 0.81 0.19 0.38 0.12
SSR-27 8 3.16 1.39 0.61 0.68 0.59
SSR-28 3 1.19 0.34 0.07 0.16 0.06
SSR-31 7 4.40 1.64 0.63 0.77 0.72
SSR-32 12 2.20 1.30 0.54 0.55 0.37
SSR-38 9 3.04 1.35 0.57 0.67 0.56
SSR-40 9 2.46 1.30 0.59 0.59 0.44
SSR-46 12 6.52 2.06 0.59 0.85 0.82
SSR-49 7 3.50 1.41 0.70 0.71 0.63
SSR-51 13 7.40 2.22 0.63 0.86 0.85

L4 5 2.14 1.02 0.49 0.53 0.49
Moyen 7.87 3.27 1.30 0.53 0.60 0.48

I11.2 Différenciation génétique et flux de genes

L’indice de différenciation génétique (Fst) est un paramétre qui permet de révéler la
séparation génetique entre les sous-populations. Il mesure la réduction relative des
hétérozygotes, lié aux différences alléliques entre les sous-populations. Selon Wright (1978),

on peut définir 5 niveaux de différenciation génétique en fonction de la valeur d’Fst :

e Fst=0: les sous-populations sont identiques,

e 0 <Fst< 0,05 : différenciation entre sous-populations est faible,

e 0,05 < Fst< 0,15 : différenciation entre sous-populations est modérée

e 0,15 < Fst< 0,25 : différenciation entre sous-populations est importante

e Fst>0,25 : différenciation entre sous-populations est tres importante
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Les valeurs Fst calculées entre les populations de D. plantaginea éetudiés varie de 0.026 entre

les populations d'Ait ayache (AYA) et Naour (NAO) a 0.055 entre les populations d’Asni

(ASN) et Naour (NAO). Des valeurs intermédiaires sont enregistrées entre les autres

populations (Tableau 23).

Tableau 23: Différenciation génétique (Fst) et flux de génes (Nm) entre les populations de D.
plantaginea étudiés. Fst au-dessous de la diagonale, Nm au-dessus de la diagonale.

ASN AYA BOU IMO NAO
ASN 0 451 6.53 4.61 4.30
AYA 0.053 0 7.55 5.22 9.19
BOU 0.037 0.032 0 6.24 7.34
IMO 0.051 0.046 0.039 0 5.91
NAO 0.055 0.026 0.033 0.041 0

L’estimation de flux de génes constitue aussi un indice important pour étudier la

différenciation génétique entre les populations d’une espéce. Dans notre étude, un flux de

genes important entre les populations a été enregistré. 1l varie de 4.30 entre les populations
d’Asni (ASN) et Naour (NAO) a 9.19 entre les populations d'Ait ayache (AYA) et Naour

(NAO). Le flux de genes entre les autres populations oscille entre ces deux valeurs. D’autre

part, la différenciation génétique des populations de pucerons étudiées, telle que calculée par

I'analyse moléculaire de la variance (AMOVA, tableau 24), a montré que 2.71 % de la

variation totale se trouve entre les populations, alors que 97.29 % de la variation totale est due

a la diversité intra-population.

Tableau 24: Résultats de ’AMOVA des populations de D. plantaginea. *** Significatif au
niveau de P<0.001, dl : degrés de liberté, SCE : somme des carrés des écarts, Est.Var: Variance

estimée.
Source de DI SCE Est. Var Variance
variation expliqué (%)
Entre les populations 4 70.18 0.26*** 2.71
Au sein des populations 121 1122.01 9.34*** 97.29
Total 125 1192.19 9.60 100
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I11.3  Structure genétique et relation entre les populations

En utilisant les données de génotypage des 30 marqueurs SSR, nous avons étudié la structure
génétique de cing populations de D. plantaginea, collectés dans les principales zones de
culture de pommier au Maroc. L'analyse en coordonnées principales (PCoA) basée sur les
deux premiers axes (Coord 1 et Coord 2)a révélé qu'il n'y a pas de regroupement selon
I'origine géographique (Figure 36).
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Figure 37: Analyse en coordonnées principales (PCoA) de 63 individus de D. Plantaginea en
utilisant 30 marqueurs SSR. L'origine géographique de chaque individu est indiquée par les
symboles listés a droite.

La représentation graphique du PCoA a montré que tous les individus analysés ont été
alignés aux alentours du centre des deux axes, indiquant que les cing populations étudiées ont
une base genétique commune et un flux de génes considérable. Néanmoins, ces résultats
soulignent le risque de fausse interprétation de certaines données dans le graphique PCoA, qui
est basé seulement sur les deux premieres coordonnées expliquant un pourcentage faible de la
variabilite totale (11.67 %). Donc pour s‘assurer des resultats obtenus d'autres méthodes

d'analyse a savoir, la classification hiérarchique et I'analyse bayésienne ont été ajoutées.

La classification hiérarchique basée sur la matrice de distance genétique (Figure 37) a révélé
que les différents individus peuvent étre regroupés en un seul cluster, ce qui en accord avec

les résultats du PCoA.
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Figure 38: Dendrogramme UPGMA des populations de pucerons étudiés.

Les faibles niveaux de divergence qui apparaissent entre les différents individus
indépendamment de leurs origines géographiques peuvent s'expliquer par la trés grande
variabilité intra-populations révélée par 'AMOVA. En revanche, le niveau de divergence
génétique entre les cinq populations établies a l'aide d'une matrice de distance
génétique (Nei, 1978 ; Tableau 25) est relativement faible. Les estimations de la distance
génétique variaient de 0.076 pour les populations les plus étroitement apparentées (NAO et

AYA), a 0.154 pour les populations les plus divergentes (IMO et ASN).

Tableau 25: Matrice des distances génétiques (Nei) entre les populations de pucerons

étudiés.
ASN AYA BOU IMO NAO
ASN 0.000
AYA 0.141 0.000
BOU 0.096 0.086 0.000
IMO 0.154 0.143 0.117 0.000
NAO 0.143 0.076 0.088 0.123 0.000
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Selonla méthode décrite par Evanno et al. (2005), I'analyse bayésienne effectuée sur
I'ensemble des individus a identifié K= 2 comme étant le nombre le plus probable de groupes
génétiques avec une valeur de AK=3.22 (Figure 38).
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Figure 40:Représentation graphique de la structure génétique de 63 individus de D.
plantaginea basée sur les données de 30 marqueurs SSR. Pour chaque population, le
coefficient moyen d'appartenance (gi) aux groupes génétiques est indiqué au-dessus du
graphe.

Selon Pritchard et al. (2010), on considere comme admixed tous les génotypes qui ont un
coefficient d'appartenance (qi) inférieur a 0,80 pour un des groupes génétiques défini. La
représentation graphique issue du logiciel structure (Figure 39) a montré que tous les
individus ont un coefficient d'appartenance (qgi) largement inferieur a 0,80 pour les deux

groupes génétiques définis 1 (Vert) et 2 (Rouge) ce qui montre que STRUCTURE n’arrive
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pas a assigner les individus et qu’il n’arrive pas a trouver de structuration dans le jeu de
données, peut-étre a cause de la grande variabilité intra-populations préalablement révélées.
On a observé que le niveau d'admixture différait Iégérement entre les populations. Cependant,
le coefficient moyen d'appartenance (qi) aux groupes génétiques 1 (Vert) et 2 (Rouge) varie
de 0.554 et 0446 pour la population d’Asni (ASN) a 0.448 et 0.552 pour la population
d’Imouzzer Kandar, respectivement. Les résultats de cette analyse bayésienne confirment,
dans une certaine mesure, les résultats de I’ACoP et la Classification hiérarchique. En effet,
malgré le niveau de la variabilité intra-population éleveé, les différents individus sont réveéles

génétiquement tres proches.

I\V. Discussion

Lors de la sélection des méthodes appropriées de lutte contre les ravageurs, il est nécessaire
de prendre en considération la diversité génétique, la structure génétique et le flux de génes au
sein et entre les populations de ravageur en question, car ces informations peuvent nous aider
a prédire la distribution future des ravageurs invasifs, les possibilités d'hybridation entre les
différentes sous-populations et la capacité a surmonter la résistance de différentes plantes
hotes. En effet, l'introgression au sein d'une population due a I’hybridation avec des espéces
étroitement apparentées peut rapidement augmenter la diversité génétique de la population,
permettant ainsi aux organismes nuisibles d'envahir des environnements auparavant inadaptes
ou de surmonter les mesures de contrdle (Garnas et al. 2016; Dittrich-Schroder et al. 2020).
Dans cette étude, nous avons analysé la structure génétique de 63 individus de puceron cendré
du pommier collectés sur leurs hétes primaires dans cing régions du Maroc dont I'objectif de
caractériser la variabilité génétique de ce puceron etd'évaluer I'impact des forces

évolutives (dérive génétique et migration) qui peuvent affecter cette variation.

La variation génétique d'une espéce envahissante peut étre utilisée pour déterminer son
origine géographique et confirmer si elle provient de populations uniques ou multiples
(Meekins et al. 2001).

Les indices génétiques, tels que les taux d’hétérozygotie observés (Ho) et attendu (He) et la
richesse allélique (Ar) refletent la diversité génétique au sein des populations (Emanuelli et al.
2013). En comparaison avec différentes populations de pucerons cendrés en Europe et aux
Etats-Unis (Olvera-Vazquez et al. 2021), les valeurs observées de ces trois indices dans la
présente étude sont parmi les plus faibles (tableau 26). Ces résultats laissent suggerer que les
populations de ce puceron au Maroc présentent une faible variabilité génétique par rapport au

pays européen, mais relativement comparable avec les Etats-Unis.
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Tableau 26: Estimation de la diversite génétique des échantillons de D. plantaginea collecté
au Maroc, Europe et Etats-Unis.

Pays N Ho He Ar
Etats-Unis 29 0.58 0.64 3.72
Maroc 63 0.54 0.60 3.71
Espagne 125 0.61 0.70 4.41
France 201 0.65 0.73 4.69
Allemagne 7 0.63 0.68 441
Belgique 40 0.64 0.53 3.84
Royaume-Uni 16 0.69 0.77 481
Denmark 42 0.66 0.77 4.98
Bulgarie 10 0.63 0.70 4.62
Italie 25 0.67 0.75 4.84
Roumanie 24 0.66 0.75 4.87

N : Nombre d’échantillons, Ho : Taux d’hétérozygotie observée, He : Taux d’hétérozygotie attendue,
Ar : Richesse allélique.

Les effets fondateurs sont courants dans les populations de pucerons en raison de leur taux
d’accroissement naturel éleve, résultant d'une fécondité accrue et du chevauchement des

générations (Fuller et al. 1999).

La diversité génétique significativement plus faible observée dans les populations marocaines
et américaines peut-étre due au fait que ces deux populations ont été formées récemment par
des effets fondateurs. En effet, une étude récente sur I'histoire de colonisation du puceron
cendré sur son héte primaire (le pommier), Olvera-Vazquez et al. (2021) suggere qu'il
pourrait étre originaire d'Europe de I'Est, du Caucase ou d'Asie Mineure, avant d'envahir le
reste de I'Europe et I'Amérique du Nord. Cela concorde avec la plus ancienne observation de
D. plantaginea dans l'est des Etats-Unis datant de 1890 (Foottit et coll 2006). En ce qui
concerne le Maroc, il a été démontré dans la méme étude que parmi les diverses populations
de D. plantaginea en Europe, I'Espagne est la plus proche génétiquement (Figure 40). En plus,
il a eté mentionné par oukabli et al. 2011 que les premieres plantations commerciales du
pommier au Maroc ont probablement été installées en 1928 sur la base de la variété espagnole
Llorca. Ces résultats supportent notre hypothése de 1’effet fondateur et suggerent que les
populations de pucerons cendrés au Maroc sont établies par un petit nombre d'individus
provenant du sud de I’Europe (probablement 1'Espagne) ou la culture du pommier domestique

est connue des I'an 1398 (Auguste, 1921).
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Figure 41: Structure génétique spatiale des populations de D. plantaginea au Maroc, en
Europe et aux Etats-Unis, déduite avec STRUCTURE de K =2 a K = 8. US : Etats-Unis
; MA : Maroc ; ES : Espagne ; BG : Bulgarie ; IT : Italie ; FR : France ; RO : Roumanie ; DE : Allemagne
; BE : Belgique ; GB : Royaume-Uni ; DK : Danemark (Olvera-Vazquez et al. 2021).

D’autre part, le puceron cendré du pommier comme la majorit¢ des pucerons a montré
fréguemment des capacités de dispersion équivalentes ou méme supérieures a celles des
arbres dispersés par le vent (Loxdale et al. 1993, Guillemaud et al. 2011), ce qui lui permet
donc de se propager sur de longues distances. Toujours a partir des travaux d'Olvera-Vazquez
et al. (2021), et selon une analyse bayésienne, la différenciation génétique entre les
populations de pucerons marocains, européens et américains s'est avérée faible, mais
significative. Cette différenciation génétique significative pourrait étre expliquée par la
présence des barrieres physiques (la mer Méditerranée et I'océan Atlantique) ce qui limite le

flux de genes et par conséquent aggravera la pression anthropique (utilisations des
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insecticides) et la dérive génétique. En effet, le flux de génes est considéré comme un facteur
responsable de la structure génétique des populations, parce que l'introduction de nouveaux
alleles dans la population par le flux génique représente une source trés importante de
variation génétique, qui affecte la diversité génétique de la population en produisant de

nouvelles combinaisons.

En outre, les résultats de 'AMOVA ont montré que la majeure partie de la variation génétique
du puceron cendré au Maroc se produisant principalement au sein des populations (97.29 %).
Cela concorde avec ce qui a été observé dans une étude similaire sur les pucerons cendrés
en France (Guillemaud et al. 2011). En effet, ce résultat peut étre di a I'effet combiné du flux
génétique important entre les populations (Nm > 4) et le mode de reproduction (Hartl et al.
1997). Certes, le puceron cendré du pommier est une espéce parthénogénétique cyclique, avec
une seule génération sexuelle et de nombreuses générations asexuées ou les mutations étant

la seule source de variations.

Jusqu'a maintenant, on ne sait pas comment cette espece maintient le polymorphisme dans son
mode de reproduction. En revanche il était montré qu'un seul événement annuel de
reproduction sexuelle est suffisant pour générer un niveau élevé de variabilité génétique et
pour effacer les signes génétiques de clonalité résultant de la reproduction asexuée
(Guillemaud et al. 2011). D’autre part, on note une trés faible différenciation génétique entre
les populations étudiées. En plus, nous n'avons détecté aucune différenciation génétique des
populations qui peuvent étre attribuées a leurs origines géographiques, ce qui est cohérent

avec les trés faibles distances génétiques de Nei détectées entre les populations.

Les résultats des analyses statistiques (PCoA, analyses hiérarchique) ont révélé que la
structure génétique des différentes populations étudiées est relativement homogéne. Timm et
al. (2005) ont observé des résultats semblables chez les populations de pucerons lanigéres
(Eriosoma lanigerum) en Afrique du sud, qui s'avérent génétiquement trés proches.
Il convient de noter que ces pucerons ont le méme mode de reproduction que D. plantaginea.
Par contre, Guillemaud et al. (2011) ont observé des niveaux significatifs de différenciation
génétique entre quelques populations de D. plantaginea en France. En effet, Le flux de génes
et la sélection naturelle sont deux forces évolutives qui jouent un réle important dans la
sculpture de la structure génétique des populations d'insectes (Laffin et al. 2004 ; VVoudouris
etal. 2012 ; Fan et al. 2014).

Une explication possible de la différenciation génétique trés faible observée chez les

populations dé D. plantaginea au Maroc était que les perturbations causées par les activités
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anthropiques (telles que le transport des scions et des porte-greffes du pommier infecté par ce
puceron d'une région a l'autre) compensent 1’¢loignement géographique entre les populations
et affectaient positivement le flux geénique ce qui conduit & un affaiblissement de la
différenciation génétique. Bien entendu, I'échange de matériel végétal a travers les régions
n'est pas la seule explication de la structure génétique spatiale observée. Cependant, les
conditions climatiques similaires entre les populations étudiées (climat montagnard froid et
relativement humide) pourraient entrainer des pressions de sélection environnementale
similaire chez ces populations et par conséquent, des variations génétiques similaires dans

plusieurs régions.

Le faible niveau de diversité génétique trouvé, ainsi que la distribution de cette diversité ont
des implications importantes pour la gestion de ce ravageur. En effet, les espéces ayant un
faible niveau de variation génétique ont généralement une capacité réduite d'adaptation aux
changements environnementaux (Armstrong & Wratten 1996 ; Nicol etal. 1997).
Par conséquent, les possibilités de succés des futurs programmes de lutte contre

D. plantaginea au Maroc sont encourageantes.

V. Conclusion

Nos résultats concernant la structure génétique des populations de puceron cendré du
pommier (D. plantaginea) au Maroc montrent que les populations collectées dans des régions
géographiquement éloignées sont révélées génétiqguement tres proches les unes des autres. En
effet, dans les prochaines études, une collecte exhaustive d'individus provenant de plusieurs
régions ne sera pas nécessaire pour augmenter la diversité génétique des échantillons
recueillis. En outre, ces résultats peuvent avoir des implications pratiques dans les futurs
programmes de gestion de ce puceron (par exemple établir des mesures efficaces pour limiter
I'échange du matériel végétal infecté par ces pucerons entre les régions productrices du
pommier). De plus, le niveau de variation genétique relativement faible trouvé indique que la
possibilité de contrdler ce puceron au Maroc en utilisant des méthodes biologiques comme le
choix des cultivars résistants et la favorisation des organismes auxiliaires (qui jouer un role
dans le contréle naturel de ces ravageurs) par l'augmentation de la biodiversité des plantes
fleuries (sources de nectar et de pollen dont certains auxiliaires ont besoin au stade adulte) en
bord de champ et dans les parcelles, pourrait étre favorable et doit étre envisageable. Surtout,
avec la réalit¢ de I’utilisation non raisonnée d’insecticides sur les parcelles de pommier,
souvent situées a proximité de secteurs habités et de zones sensibles (a coté des cours d'eau

potable), qui engendrerait des menaces sérieuses pour I’environnement et la santé humaine.
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Conclusion geneérale et
perspectives
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Dans le contexte du développement croissant que connait la culture du pommier au Maroc ces
derniéres années, nous nous sommes proposé¢ d’étudier la diversité morphologique, chimique
et génétiques de cette espéce au Maroc, ainsi qu’un parmi ces principale ravageurs,
D. plantaginea, a 1’aide des descripteurs pomologiques et des marqueurs moléculaires.
En effet, I’analyse morphologique qui constitue une premiere approche d’évaluation de la
diversité génétique ainsi que les marqueurs moléculaires assurent & la fois un diagnostic fiable
de la variabilité, une connaissance des génomes végétaux, une mise en place de stratégies tres

rapides de création et de selection variétale et une amélioration des plantes.

La premiére partie de cette étude a porté sur la caractérisation pomologique des cultivars de
pommier au Maroc qui représente un point d’entrée important pour la poursuite des
recherches sur les ressources génétiques de cette espéce. La variabilité observée pourrait étre
un atout pour les programmes de gestion et d’amélioration de cette espece. La caractérisation
morphologique faite sur 30 cultivars provenant de différentes origines géographiques a 1’aide
des 34 descripteurs (quantitatifs et qualitatifs) a montré une diversité phénotypique
considérable pour la plupart des caractéres pomologiques étudiés. En effet, trois groupes de
cultivars ont été séparés les uns des autres sur la base de plusieurs descripteurs dont les plus
discriminants sont la taille, le poids, la forme et la couleur du fruit, la longueur du pédoncule,
la surface de liege autour du pédoncule et I’acidité titrable. En plus, cing cultivars a savoir
Gala-1, Ahmri-1, Ahmri-2, Delicious-3 et Starking-1, présentent des valeurs élevées de TSS
(teneur en solides solubles ou Brix®), ce qui suggére qu'ils peuvent étre destinés a la
transformation industrielle en jus, sirop, yaourt, confitures ou en vinaigre. D’autre part, les
résultats de I'analyse hiérarchique, ont révélé des éventuels cas de synonymies et
d’homonymies impliquant 12 cultivars. Ce résultat est intéressant pour éviter toute confusion

pouvant résulter de 1’existence des erreurs d’appellation dans les accessions étudiées.

L’exploitation des marqueurs moléculaires de type ISSR est entreprise chez 29 cultivars (dont
4 variétés introduites et 25 cultivars locaux issus de différentes régions au Maroc).
Les résultats obtenus ont montré 1’efficacité et la puissance des marqueurs générés (177 ISSR)
dans I’évaluation du niveau du polymorphisme et de sa structuration et estimé les flux
géniques entres les cultivars étudiées. Les analyses des parametres génétiques ont montré un
important polymorphisme au sein des génotypes étudiés comme en témoigne la valeur de la
diversité génétique totale (Ht=0,27), la topologie du dendrogramme et la projection des
cultivars dans les plans de I’ACP. D’autre part, les résultats obtenus indiquent qu’il n'y a pas
de différenciation entre les génotypes locaux et les variétés introduites, ce qui est indique leur
base génétique commune. Nous avons décelé aussi la présence d'une corrélation positive
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entre la différenciation génétique a travers les régions étudiées et la distance géographique qui
les sépare. En effet, les régions les plus distantes les uns des autres (Marrakech et Fés) sont
les plus différenciées génétiquement (Gst=0.36) et vice-versa. D'autre part, la présente étude a
l'aide des marqueurs ISSR a montré également 1’existence des cas probables de synonymies et
d’homonymies dans les noms des cultivars donnés par les agriculteurs, ce qui pourrait créer
une situation trés confuse dans la nomenclature du pommier au Maroc. En général, on peut
conclure que I'ensemble des amorces ISSR utilisées présente de bonnes performances pour

I'analyse génétique et I'identification des cultivars de pommier marocain.

Dans la deuxiéme partie de 1’étude de la diversité génétique du pommier au Maroc, nous
avons éevalué 26 marqueurs SSR chez 27 génotypes de pommier local cultivés dans 4 régions
du Maroc. Les résultats obtenus montrent bien I’utilit¢ du contenu informationnel du
polymorphisme (PIC) comme critere d'évaluation. En effet les 10 marqueurs qui présentent
les valeurs de PIC les plus élevées se sont avérés capables de mettre en évidence I'ensemble
des informations génétiques obtenus par les 26 marqueurs testés. Donc l'utilisation de ces 10
marqueurs (Ch01f03, Ch02c06, Ch02d08, Ch02c11, Ch02c09, Ch04c07, GD12, CHO2b12,
MS069g03, CH03d12) est tres efficace pour I’é¢tude de la diversité génétique du pommier au
Maroc. Concernent les génotypes étudiés, les analyses montrent que la majorité entre eux
possédent une bonne intégrité génétique, ce qui indique un flux de genes restreint entre les
quatre régions échantillonnées. D’autre part, la présente étude nous a permis également de
découvrir deux cas de duplications et des cas possibles d'homonymie. De méme, 13 relations
parents/ descendants ont été détectées avec un intervalle de confiance de 95 %. Le nombre
relativement élevé d'alléles uniques (présent dans un seul génotype) et rares (leur fréquence
inférieure a 0,05) détectés dans cette étude confirme I'efficacité des marqueurs SSR utilisés
pour I'évaluation de la diversité génétique du pommier, et montre que les génotypes étudiés
ont une diversité génétique inestimable qui mérite d'étre préservée et valorisée.

En fin, la diversité génétique de cing populations de puceron cendré de pommier
(D. plantaginea) a été étudiée et leur structure génétique appréhendée via 1’utilisation de 30
marqueurs SSR. Les analyses effectuées ont montré une tres faible différenciation génétique
entre les populations etudiees (Fst=0.027) concordant avec des flux de génes importants
(Nm= 4.30 - 9.19) et donc de nombreux échanges de migrants entre les différentes
populations. Ces résultats laissent suggérer une structure génétigue homogéne avec une
diversité relativement faible des populations de ce ravageur au Maroc. D’autre part, les
résultats obtenus montrent que les populations étudiées présentent une diversité genétique

faible par rapport aux populations européennes, ce qui semble étre dd a I'existence d'un effet
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fondateur (nous avons suggéré que les populations de pucerons cendrés au Maroc sont

originaires de I’Europe du sud).

Compte tenu de 1’ensemble de ces résultats, il parait clair que la diversit¢é pomologique et
génétique importante des genotypes de pommier cultivés au Maroc constitue une base de
données trés utile dans les travaux de gestion et d’amélioration de cette espece. En plus, ces
résultats apportent des informations de base sur la diversité et la structure génétique du
puceron cendré de pommier au Maroc, qui peuvent étre exploités dans la gestion durable de
ce ravageur qui devient de plus en plus résistant aux traitements massifs et répétés des
pesticides, surtout en Europe, mais le Maroc n'est pas a l'abri de reproduire cette situation

dans le futur si on n'agit pas correctement.

Quoiqu’il en soit, nos résultats démontrent qu’il est nécessaire d’entreprendre des études
supplémentaires afin d’avoir un meilleur portrait de la variabilité génétique du pommier au

Maroc. Il est important d’envisager pour la poursuite de ce travail :

» Elargir I’échantillonnage des cultivars de cette espéce a large spectre géographique
afin d’étudier des génotypes originaires d’autres régions du Maroc, surtout sauvages

(généralement moins sensibles aux maladies et ravageurs)

» Affiner l’analyse de la diversité génétique par I’utilisation d’autres marqueurs
moléculaires comme les SNP des génomes nucléaire et cytoplasmiques

(chloroplastique et mitochondrial)
» Entamer une caractérisation génétique d’autres ravageurs qui causent le plus de dégats

dans les vergers de pommier au Maroc comme la carpocapse (Cydia pomonella) et

L'acarien rouge (Panonychus ulmi).
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