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Utilisation de marqueurs génétiques pour I’étude de la diversité génétique du mai's du
sud Algérien : Région du Touat et du Tidikelt

Résumé

En vue de contribuer a évaluer le germplasme du mais autochtone algérien, nous avons procédé a
caractériser un ensemble d’accessions originaires des Oasis d’Adrar en utilisant deux approches
complémentaires. Une caractérisation phénotypique, basée sur 23 descripteurs agro-

morphologiques, et un génotypage moléculaire par les marqueurs SSR.

L'analyse de la variance a montré un effet accession tres hautement significatif pour huit caractéres
guantitatifs qui ont expliqué la majorité de la variabilité observée. La comparaison des moyennes
par le test LSD nous a permis de repartir les 60 accessions en groupes homogénes. A I'aide de
I’analyse en composante principale (ACP), nous avons pu identifier les descripteurs qui discriminent
le plus nos accessions de mais et qui sont : la période de floraison, la hauteur du plant, les données
relatives a I’épi et le rendement en grain. La classification ascendante hiérarchique (CAH) et I’analyse
des correspondances multiples (ACM) appliquée, respectivement, pour les données quantitatives et
qualitatives ont permis de repartir les accessions sahariennes selon leur performance pour les traits
évalués et indépendamment de leur origine géographique. Ainsi, cette caractérisation nous a permis
d’identifier les accessions ayant des traits agronomiques d’intérét dont les plus recherchés dans les
programmes d’amélioration du mais sont le rendement et les critéres d’adaptation au climat tel que

la date de floraison.

Le génotypage par les marqueurs SSR a révélé une grande variabilité génétique au sein des
accessions étudiées mais également I'efficacité des marqueurs choisis qui se sont révélés tous
polymorphes. Un total de 191 alléles a été amplifié avec une moyenne de 10.61 alléles par locus.
Parmi ces alleles, 19 sont des alleles uniques qui fournissent un outil intéressant pour mettre en
évidence la différenciation génétique entre les accessions. L’analyse des statistiques de Wright, dont
le (Fis) rend compte du faible taux de consanguinité (0.52%) au sein des accessions, ce qui concorde
avec le léger déficit en hétérozygotes révélé suite a une comparaison entre I’hétérozygotie observée
(Ho) et celle espérée (He). Quant a I'indice de fixation (Fst) qui correspond a la séparation entre les
populations, nos résultats montrent une différenciation génétique assez importante (Fst =0.22). La
hiérarchisation de la diversité génétique globale de I'ensemble des populations par I'analyse de la
variance moléculaire (AMOVA) a montré que la diversité génétique était davantage due a la diversité
intra-accessions (79.5%) qu’a la diversité inter-accessions (20%) traduisant ainsi le mode de
reproduction du mais qui fait partie des plantes allogames. L’analyse de la structure génétique des

accessions étudiées par I'approche bayésienne a permis la structuration de nos accessions en deux



grands groupes indépendamment de leur origines géographiques. De méme, |'estimation des

distances génétiques de Nei et Li, (1979) a révélé I'absence de relation entre la structuration des

populations et leur provenance.

Mots clé : Zea mays L, Oasis algériennes, descripteur agro-morphologiques, génotypage SSR.



Use of genetic markers to study the genetic diversity of southern Algerian maize: Touat
and Tidikelt region

Abstract

In order to contributing to the evaluation of Algerian maize germplasm, we proceeded to
characterize a set of accessions originating from Oases of Adrar using two complementary
approaches: a phenotypic characterization, based on 23 agro-morphological descriptors, and

molecular genotyping using SSR markers.

Variance analysis showed a highly significant accession effect for eight quantitative traits that
accounted for most of the observed variability. Comparing the averages by the LSD test allowed the
partitioning of the 60 accessions into homogenous groups. The PCA allowed us to find out the most
discriminatory descriptors of our maize accessions, which are: the flowering period, the plant height,
the data on ear and the grain yield. Both Hierarchical Ascending Classification (HAC) and the Multiple
Correspondence Analysis (MCA), applied respectively for the quantitative and qualitative data,
partitioned the accessions according to their performance for the evaluated traits and regardless of
their geographical origin. Thus, this characterization permits us to identify accessions with agronomic
traits of interest; the most traits sought-after in maize improvement programs are yield and climate

adaptation criteria such as the date of flowering.

SSR genotyping revealed a large genetic variability within the accessions studied, as well as
effectiveness of selected markers which were all polymorphic. A total of 191 alleles were amplified
with an average of 10.61 allele par locus. Of these alleles, 19 are unique alleles that provide an
interesting tool to highlight genetic differentiation between accessions. The wright’s statistic, whose
(Fis) accounts for the low consanguinity rate (0,52%) within accessions, which is consistent with the
slight deficit in heterozygotes revealed by comparing observed (Ho) and expected (He)
heterozygosity. Regarding the fixation index (Fst), which present the differentiation between
populations, our result show a considerable genetic differentiation (Fst=0.22). The partitioning of the
overall genetic diversity of all populations through molecular variance analysis (AMOVA) showed a
greater genetic diversity within accessions (79.5%) then among them (20%), thus reflecting the mode
of reproduction of maize, which is part of allogamous plants. The analysis of genetic STRUCTURE of
accessions studied by the Bayesian approach allowed the partitioning of all accessions in two large
groups regardless of their geographical origin. Likewise, the estimation of the genetic distance of Nei

and Li, (1979) revealed the lack of relationship between structure of population and their origin.

Key Word : Zea mays L, Algerian Oases, agro-morphological descriptor, SSR genotyping
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Introduction générale

La diversité génétique des populations autochtones de diverses especes végétales fait partie des
ressources les plus importantes pour I'alimentation et I'agriculture. Elle peut étre définie comme la
variation qui existe au niveau des genes d’un individu, d’'une population, d’'une espece ou d’une
communauté. Elle détermine, en effet, le potentiel adaptatif d’'une population ou d’un pool
d’individus dans des conditions changeantes (Petit ,1998) et constitue donc la matiére premiére
indispensable pour tout programme d’amélioration des plantes (Baudoin et al., 2002 ; Kumar et

Dubey, 2003).

Au cours des dernieres décennies, I'intensification des pratiques agricoles et la modernisation de
I"agriculture ont fortement réduit la diversité des especes végétales et peuvent réellement conduire
a une érosion des ressources phytogénétiques. La prise de conscience de ces menaces date des
années soixante du siecle dernier (Pernes, 1984) et ce n’est cependant qu’une décennie plus tard,
depuis la création du Centre International pour les Ressources Phytogénétiques (IBPGR) en 1974, que
des efforts considérables ont été fournis pour la prospection et la conservation des plantes

menacées d'érosion génétique (Charrier ,1992).

En Algérie, la bioclimatologie et I'’étendue de I'aire géographique sont a I'origine de I'existence d’une
diversité taxonomique, éco-systémique et paysagére importante (CDB, 2009) et font de ses
territoires un gisement relativement important de ressources biologiques (Yahiaoui, 2008). En effet,
il existe cinq étages bioclimatiques sur lesquels I'influence méditerranéenne s’atténue suivant un
gradient Nord-Sud (CDB, 2009). En terme de végétation, I'écosystéme saharien, a titre d’exemple, qui
se singularise par des conditions climatiques extrémes favorables a la sélection de génes d’intéréts
(Hawtin et al., 1996 ), renferme 2 800 taxons avec un fort taux d’endémisme (CDB, 2009). Avec les
changements climatiques, ce patrimoine naturel constitue une source de nouveaux caracteres

fortement recherchés pour I'amélioration de la productivité agricole.

Le mais (Zea mays L.), qui est une espéce exigeante en eau (Rahel-Bouziane, 2006) et sensible a la
secheresse (Banziger et Araus, 2007), s’est paradoxalement adapté aux conditions extrémes qui
caractérisent le climat saharien aprés sa culture dans les oasis Sahariennes pendant des siécles. Ce
processus d’adaptation a eu lieu suite a la sélection d’alleles adaptatifs qui conférent, en réponse aux

contraintes environnementales, la tolérance a la secheresse et aux températures élevées. Ce
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germplasme autochtone mérite donc d’étre conservé et évalué afin d’étre utilisé dans les

programmes d’amélioration du mais.

Toute politique de conservation des ressources génétiques nécessite une description aussi
exhaustive que possible de la diversité génétique des populations locales. A cet effet, et dans
I'optique de collecter et connaitre la diversité du mais algérien et de construire une collection
nucléaire (Core Collection) permettant son étude et son exploitation efficace, une prospection a été
menée dans le Sud algérien. Une premiére caractérisation de cette collection basée sur la description
agro-morphologique de 10 accessions de mais a été entreprise par Djemel et al., en 2011. Cette
collection a montré une certaine variabilité pour I'adaptation aux conditions tempérées. Une étude
plus récente a porté sur I'évaluation de la tolérance du mais saharien a la sécheresse ; les
populations étudiées peuvent étre considérées comme une nouvelle source d'alléles favorables a la
tolérance a ce type de stress (Djemel et al., 2018). En utilisant I'approche moléculaire, qui permet
une mesure directe de la diversité génétique (Gauthier et al., 2002; Comertpay et al, 2012;
Govindaraj et al., 2015), Aci et al., (2013) ont évalué la diversité génétique de 15 accessions a I'aide
de 18 marqueurs SSRs. Or, compte tenu du nombre limité d’accessions ayant fait I'objet de
caractérisation, ces études préliminaires restent insuffisantes pour caractériser le germplasm du mais

Algérien.

Ainsi, dans le but de contribuer a I’établissement d’une collection convenablement caractérisée sur le
plan agro-morphologique et génétique, nous avons procédé, a travers la présente étude qui a fait
I'objet d’une collaboration avec le laboratory of Plant Genetics au niveau du département
d’AGRARIA de I'Université degli Studi Mediterranea di Reggio Calabria (ltalie), a la réalisation des

objectifs suivants :

e la caractérisation agro-morphologique de 60 accessions de mais provenant des Oasis
Sahariennes (Touat et Tidikelt) en se basant sur 23 descripteurs dans le but de les classer en
groupes distincts et d’identifier ceux les plus performants pour la création de nouvelles
variétés.

e L’évaluation de la diversité génétique ainsi que la structuration des accessions Sahariennes
suite a un génotypage moléculaire en utilisant 18 marqueurs SSR. Cette analyse permet
d’identifier les variations ou les similitudes génétiques ainsi que les liens qui existent entre

les accessions.
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e Déterminer la corrélation entre les estimations de la diversité génétique mesurée par les

descripteurs agro-morphologiques et les marqueurs moléculaires.

Les objectifs assignés a notre travail se déclinent autour de trois chapitres. Le premier chapitre est
consacré a la synthése bibliographique ol seront adressés des généralités sur le mais ainsi que les
différents types de marqueurs utilisés pour I'analyse de la variabilité génétique. Dans le deuxieme
chapitre sont présentés le matériel végétal étudié, les méthodes d'évaluation employées ainsi que
les protocoles expérimentaux et tests statistiques requis. Le dernier chapitre aborde les résultats
obtenus, leurs analyses et leurs discussions. Enfin, une conclusion générale résume les différents

résultats obtenus et les perspectives de ce travail.
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I- Présentation de l'espéce

I-1- Origine et domestication

Le mais (Zea mays L.) est une herbacée annuelle considérée comme étant une culture
remarquablement diversifiée. Actuellement, il est cultivé dans le monde entier aprés sa propagation
de son centre d’origine le Mexique, il y a 9000 ans (Matsuoka et al., 2002a, Van Heerwaarden et al.,
2010). En effet, I'origine du mais a fait I'objet de débat durant toute une décennie en raison de sa
grande diversité phénotypique et génotypique d’'une part, et son importance dans I’histoire de
I’Amérique native ainsi que son réle dans I'alimentation humaine d’autre part (Bonavia, 2014).
D’aprés le Botaniste Russe Vavilov (1887-1943), le centre d’origine d’une espéce cultivée donnée
correspond a la zone géographique ou la plus grande partie de la diversité de cette culture se localise
et ou ses ancétres coexistent ou ont coexisté. Ce botaniste a parcouru le monde a la recherche de
plantes cultivables utiles, et grace a ses recherches les huit régions du monde, qui concentreraient la
plus grande diversité des espéces cultivées, ont été localisées (Serratos-Hernandez, 2009). Le mais
faisait partie de ces especes, et son centre d’origine et de domestication fut situé en Amérique

centrale et plus précisément au Sud du Mexique (Serratos-Hernandez ,2009).

Aprés Vavilov, plusieurs botanistes américains s’intéressaient a |'origine du mais et certains
chercheurs ont émis des hypotheses afin de déterminer son ancétre. Vers la fin des années 1930,
Paul Mangelsdorf et son collegue Robert Reeves ont proposé une hypothése connu sous le nom
I’hypothése Tripartite (Mangelsdorf et Reeves, 1938,1939; Mangelsdorf ,1974), par le biais de
laquelle les deux chercheurs ont évoqué un ancétre inconnu pour le mais, vu qu’ils ont remarqué
I’extréme différence morphologique qui existait entre le mais et la téosinte. Cependant, pour George
Beadle, cette différence n’étant pas aussi grande, ce qui lui a conduit a proposer une autre
hypothése nommeée hypothése du téosinte (Buckler et Stevens, 2005). Elle stipule que le mais fut
domestiqué a partir du téosinte en supposant qu’a travers la sélection humaine, plusieurs petites

mutations a grand effet ont conduit a la transformation du téosinte en mais.

L’hypothese tripartite a été largement acceptée lors de ses début en 1938 jusqu’a 1960. Pendant ce
temps, I'hypothése du téosinte a été abandonnée momentanément par Beadle jusqu’a 1968 ou il
rejoigna la controverse avec de nouvelles données pour consolider son hypothéese (Beadle, 1972,
1977, 1980). En 2002, I'étude phylogénétique entre le mais et la téosinte a I'aide des microsatellites a
confirmé ou validé I'hypothése du téosinte en concluant que le mais provient d’une seule

domestication unicentrique qui est celle du téosinte de Balsas (Zea mays ssp.parviglumis) (Matsuoka,
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2002a). Cette étude est devenue rapidement une référence pour les recherches menées sur I’histoire
et I’évolution du mais et plusieurs publications ont confirmé, par la suite, les résultats de Matsuoka

et ses collaborateurs.

Au continent américain et a partir de son centre d’origine, le mais s’est propagé, d’une part, vers le
nord jusqu’au Sud-Ouest et Nord-Est des Etats-Unis puis au Canada et d’autre part vers le Sud, du
Mexique a la Colombie (Tenaillon et Charcosset, 2011). Son introduction en Europe, au cour du
quinzieme siecle, s’est faite par deux principales voies ; la voie des Caraibes au Sud de I'Espagne et
celle du Nord-Est de I’Amérique vers le Nord de I'Europe (Rebourg et al., 2003 ; Dubreuil et al., 2006
a ). Depuis le Nord, a travers le Sahara, cette culture atteint I’Afrique par les commergants Arabes,
ainsi que par les Portugais le long des cotes (Portéres, 1955). Cette expansion géographique rapide
est attribuée a la flexibilité génétique de cette culture a travers son adaptation aux différents

environnements (Salmon Schreck, 2015).

I1-2- Classification

Le mais (Zea mays L.) est une espece monocotylédone appartenant a la famille des Poaceae, sous-
famille des Panicoideae, la tribu des Andropogoneae et au genre Zea (OCDE, 2003 ; USDA, 2009).
Actuellement, le genre Zea comprend cing espéces qui présentent majoritairement un nombre de
chromosome 2n = 20, a I'exception de Z. perennis (avec 2 n = 40) (Tito et al.,, 1991; Elineskog-Staam
et al.,, 2007). L'espece Z. nicaraguensis a été décrite par lltis et Benz, (2000) ; elle est étroitement liée
a Z. luxurians, mais actuellement le nombre de chromosomes et la compatibilité sexuelle avec

d'autres Zea ssp. sont inconnus (Australian Government, 2008).

Sur la base des caractéristiques morphologiques, enzymatiques, cytoplasmiques et celles ayant trait

aux protéines du grain, et des délimitations géographiques, les cing espéeces du genre Zea sont :

- Zea diploperennis lltis, Doebley & Guzman (2n=20), une téosinte diploide pérenne, trouvé dans

des régions tres limitées des hautes terres de I'ouest du Mexique.

- Zea perennis (Hitchcock) Reeves & Mangelsdorf (2n=40), une téosinte tétraploide pérenne avec

une distribution trés étroite dans les hauts plateaux de I'ouest du Mexique.

- Zed luxurians (Durieu & Ascherson) Bird (2n=20), une téosinte annuelle trouvé dans les régions

équatoriales du sud-est du Guatemala et du Honduras.
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- Zea nicaraguensis lltis & Benz (2n=7?), étroitement liée a Zea luxurians et trouvée dans des

environnements mésiques au Nicaragua (lltis et Benz, 2000).

- Zea mays L. (2n=20), une espece annuelle hautement polymorphe et diploide, comprenant la

téosinte sauvage et le mais cultivé (Buckler et Stevens, 2005).
Cette derniere espece, Zea mays, est divisée en quatre sous-espéces qui sont :

e Z. mays L. ssp. huehuetenangensis (lltis & Doebley) Doebley, une téosinte annuelle trouvé dans

quelques régions montagneuses du nord-ouest du Guatemala.

* Z. mays L. ssp. mexicana (Schrader) lltis, une téosinte annuelle des hauts plateaux du centre et du

nord du Mexique.

e Z. mays L. ssp. parviglumis lltis & Doebley, une téosinte annuelle, commun dans les altitudes

moyennes et basses du sud-ouest du Mexique.

e Z. mays L. ssp. mays, mais ou "mais indien", probablement domestiqué dans la vallée de la riviere

Balsas, dans le sud du Mexique (Buckler et Stevens, 2005).

La sous espéce Z. mays ssp. mays est considérée comme la seule espéece cultivée; les autres espéces

et sous-espéeces sont des herbes sauvages, appelées téosintes (Australian Government, 2008).
I-3- Génome du mais

Le génome du mais est génétiquement diploide, son annotation prédit 4200 a 5600 genes (Australian
Government, 2008) répartis sur dix chromosomes pour une taille de 2,3 a 2,7 Gb (Rayburn et al.,
1993 ; Bennetzen, 2009 ; Schnable et al., 2009 ; Zhou et al.,2009). En effet, beaucoup de travaux ont
porté sur la caractérisation du génome du mais (Messing & Dooner, 2006 ; Rabinowicz & Bennetzen,
2006) qui apparemment présente un pourcentage élevé de duplications chromosomiques et de
séquences d’ADN répétitif. Ces séquences répétées comprends les transposons et les
rétrotransposons (Hake & Walbot 1980 ; Liu et al., 2007) qui représentent 74 % (Baucom et al,,
2009) a 85 % (Schnable et al., 2009) de I'ensemble du génome , alors que les génes du mais ne
représentent que 10 a 20 % (Barakat et al., 1997). Selon Hake et Walbot, (1980) un ADN répétitif est
défini comme étant un ADN avec plus de 100 copies par génome, celui du mais est composé de 20
% d’ADN hautement répétitif (plus de 800 000 copies par génome) et 40 % d’ADN moyennement

répétitif (plus de 1000 copies par génome).
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Les ADN répétitifs font parties des principaux mécanismes ayant contribué a I’évolution du génome
du mais et la génération d’une diversité génétique. Il s’agit principalement de la polyploidisation
(duplications du génome entier), les duplications segmentaires, la translocation de génes ou de
segments de genes par des transposons, les événements de recombinaison et de conversion
génique, les mutations de base unique et I’expansion de séquences simples répétées (Llaca et al.,
2011). La polyploidisation est, en effet, une force majeure dans |'évolution du génome des plantes.
Dailleurs, il a été estimé que 50 a 70% des plantes a fleurs ont connu un doublement
chromosomique au moins une fois dans leur histoire évolutive (Wendel, 2000). Chez le mais, des
informations provenant d’'une comparaison des séquences ont soutenu l'idée que le génome du
mais a subi au moins deux événements de polyploidisation (Llaca et al., 2011). Selon Rhoades, (1951)
et Helentjaris et al., (1988), la présence de duplications chromosomiques excessives chez le mais est

interprétée comme preuve d’une origine polyploide de son génome.

De maniére générale, les duplications chromosomiques peuvent engendrer des différences de
contenu des génes générées suite a une perte différentielle des copies dupliquées. De plus, les
réarrangements chromosomiques tels que les inversions peuvent aussi engendrer des ruptures de
synténie (Durant, 2014). Il a été ainsi démontré que deux lignées de mais different dans la
localisation de 20 % de leurs génes (Morgante et al., 2005). En outre, les éléments transposables
jouent également un role prépondérant dans les mouvements des génes (Durant, 2014) ; certains
d’entre eux tels que les Hélitrons (Lai et al., 2005, Morgante et al., 2005), les pack-MULEs (liang et
al., 2004), les CACTA et les rétrotransposons a LTR (Wei et al., 2009a) sont capables de capturer des
génes ou des fragments de genes et de les déplacer. Ces mouvements de génes générent des
variants structuraux de type CNV (Copy Number Variant) et PAV (Presence -Absence Variant) qui
peuvent avoir un impact sur le phénotype puisque des différences de dosages de génes peuvent se

traduire par une variation de leur expression (Birchler et Veitia 2007).

En plus des polymorphismes qui affectent directement les séquences nucléotidiques, d’autres
variations naturelles épigénétiques peuvent affecter la structure et I'organisation du génome
(Holliday, 2006). Ces modifications mettent en jeu la méthylation de I’ADN, les modifications post-
traductionnelles des histones et de petits et grand ARN non codants (Jammes, 2014). Par ailleurs, les
variations de méthylation affectant le phénotype sont actuellement les phénomeénes épigénétiques
les plus étudiés (Holliday, 2006). Chez les mais, les variations naturelles épigénétiques impliquées
dans la méthylation de I’ADN et les modifications des histones ne sont pas encore bien connues

(Durant, 2014).
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1.4. Ecologie et conditions de culture

En raison de son potentiel génétique élevé et de sa large adaptabilité aux divers conditions agro-
écologiques, le mais (Zea mays L.) est I'une des céréales les plus polyvalentes a multiples usages,
communément appelée la reine des céréales (Kumar et al., 2017). En effet, il est considéré comme la
céréale dont la zone de culture est la plus vaste (Marchand et al., 1997), elle s’étend sur une large
gamme d’altitudes et de latitudes, sous des températures allant du froid au trés chaud, sur des terres
humides ou semi-arides et dans différents types de sol (Shifraw et al., 2011). Originaire des
tropiques ou il est devenu une plante alimentaire a haut rendement, le mais aujourd'hui est cultivé
jusqu'a une latitude 40° sud, en Argentine et en Afrique du Sud, a la latitude 58° nord, au Canada
(Marchand et al., 1997). La majorité des variétés de mais sont cultivées a moyenne altitude, mais il
est aussi cultivé sous le niveau de la mer dans les plaines de la Caspienne et jusqu'a 3 800 meétres au-
dessus du niveau de la mer dans la cordillere des Andes. Sa culture continue de s’étendre vers de

nouvelles surfaces et de nouveaux environnements (Paliwal ,2002).

Selon la latitude et I'environnement dans lesquels il est cultivé, le mais est classé en deux types
distincts : Le mais cultivé sous des climats chauds, entre I'équateur et 30° de latitude nord ou sud, est
appelé mais tropical tandis que celui cultivé sous des climats plus froids, au-dela de 34° de latitude
nord ou sud, est classé comme mais tempéré. Les mais subtropicaux sont cultivés entre 30° et 34° de
latitude (Paliwal ,2002). D’apreés la classification de Dowswell et al., (1996), le mais tropical est a son
tours divisé en trois sous-classes: basses terres, moyennes altitudes et hautes terres. Bien qu’il ait
été domestiqué et diversifié principalement dans une zone tropicale, la région méso-américaine
(Matsuoka et al., 2002a), le mais est actuellement cultivé principalement (60%) dans les régions

tempérées chaudes ou les conditions conviennent le mieux a sa culture ( Ranum et al., 2014).

Le mais est fondamentalement une culture de régions chaudes disposant d’une humidité suffisante
(Brink et Belay, 2006), il est sensible au froid et nécessite une température minimale de 10°C pour
une germination active et au moins 18°C pour sa floraison (USDA, 2009). En effet, cette culture ne
peut survivre a des températures inférieures a 0°C pendant plus de 6 a 8 heures aux stades 5 a 7
feuilles (OCDE, 2003), ou si la température du jour dépasse 45° pendant de longues périodes. La
croissance et le développement végétatif de la plante sont optimaux a des températures comprises
entre 22 et 30°C (Verheye, 2010). Le gel n’est pas toléré par la plante (Brink et Belay, 2006) alors que

le froid et ’humidité apres la plantation favorise le développement de pathogenes (Verheye, 2010).
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Etant une culture exigeante en eau, le mais nécessite un apport d'eau régulier et souffre des
périodes seches intermédiaires. Ainsi, une culture pluviale a besoin de 450 a 600 mm dans les zones
tempérées et de 600 a 900 mm dans les tropiques. Les précipitations devraient étre bien réparties
pendant la période de croissance, avec des périodes de temps clair et chaud entre les tempétes.
Lorsque les précipitations annuelles devraient tomber en dessous de 350 a 400 mm, un apport d’eau
supplémentaire est nécessaire pour éviter la diminution du rendement. Un apport de 100 a 125 mm
d'eau dans les 15 jours qui encadrent la floraison est considéré comme idéal. Une humidité
insuffisante associée a des températures élevées a ce moment du cycle de croissance peut entrainer
la perte de pollen avant I'apparition des soies, ou la mort du panicule et I'assechement des soies.
L'avortement du grain apres la pollinisation est la principale cause de la réduction du rendement du

mais stressé par la sécheresse (Verheye, 2010).

Le mais peut se cultiver sur toutes sortes de sols, mais ce sont les sols profonds, bien drainés et bien
aérés, contenant suffisamment de matiere organique et bien approvisionnés en nutriments qui lui
réussissent le mieux (Brink et Belay, 2006). D'autres sols trop humides ou trop secs, gorgés d'eau ou
appauvris en éléments nutritifs ne produiront de bonnes récoltes qu'avec une gestion adéquate et de
bonnes pratiques culturales (Verheye, 2010). Il peut étre cultivé avec succes sur des sols ayant un pH
de 5,0 2 8,0 bien que I'optimum se situe entre 6,0 et 7,2. Il ne toléere pas l'asphyxie racinaire et il est

sensible a la salinité (Brink et Belay, 2006).

1.5. Culture du mais en Algérie

Sur le continent africain, I'introduction du mais s’est effectuée vers le seizieme siecle (Portére, 1955).
L'une des voies d’introduction les plus pertinentes est celle de la méditerranée et le Nil (Portére,
1955), via I'Egypte en 1517 suite a sa colonisation par les Turks (Grigg, 1974) ou bien via I'Ethiopie
par les portugais (Hafnagel, 1961). L’autre voie, opposée a la premiere, est celle de la céte du Guinée
(Portere, 1955). Assez ancienne et trés antérieure a I'occupation frangaise (Miege, 1951), la culture

eme

du mais en Algérie remonte au 16" siécle (Chevalier, 1932) suite a son introduction par les Arabes
et les Maures (McCann, 2005). Sa culture existait principalement en Kabylie, dans le tell, mais
également dans les territoires du Sud jusqu’au Soudan (Miége, 1951). En effet, connu pour étre
exigeante en eau, cette culture s’est paradoxalement adaptée aux conditions extrémes qui
caractérisent le climat saharien apres sa culture dans les Oasis sahariennes pendant des siecles

(Rahel-Bouziane, 2006).
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Durant la période comprise entre 2000 et 2016, la culture du mais a connu des fluctuations en
termes de superficies cultivées (ha), production (t) et de rendement (g/ha) (Tableau 1). La production
a diminué en 2002 (837 tonnes) puis a connu une sensible augmentation en 2006 (2456 tonnes)
(FAOSTAT, 2018). De méme, une augmentation des rendements a été enregistrée durant les années
2006 et 2007 avec un maximum de plus de 85 g/ha en 2006. Entre 2008 et 2011, la production a
diminué progressivement jusqu’a 359 tonnes en 2010 pour une superficie cultivée de 139 ha. A partir
de I'année 2012, la production n’a fait qu’augmenter d’année en année avec une production
maximale de 3687 tonnes pour une superficie emblavée de 817 ha et un rendement de 45qg/ha en

2016.

Tableau 1: Evolution des superficies, productions et rendements du mais en Algérie

Année Superficie (ha) Production (tonne) Rendement (g/ha)
2000 430 1556 36,2
2001 400 1087 17,2
2002 250 837 33,5
2003 340 981 28,9
2004 210 679 31,8
2005 339 1148 33,9
2006 374 2456 65,7
2007 192 1644 85.6
2008 227 1015 44.7
2009 186 575 30.9
2010 139 359 25.8
2011 246 575 233
2012 686 1755 25.5
2013 370 1245 33.6
2014 983 2572 26.1
2015 712 2794 39.2
2016 817 3687 45.1

Source FAOSTAT, 2018
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Les régions ayant un fort potentiel pour la production du mais sont principalement Naama, Biskra,
Ourgla et Ghardaia (Allal, 2013). Selon Zeghouane, directeur de I'ITGC, il est vrai que le mais est tres
demandeur en eau avec une consommation moyenne de 6000m>/ha, mais les disponibilités en
ressource hydrique dans la région du Sud sont suffisantes pour développer cette culture (Allal, 2013).
En effet, une production globale de 60.000 quintaux de mais avait été enregistrée dans la wilaya de
Ghardaia en 2012 sur une superficie emblavée de 566 ha. De méme, des rendements de 75 g/ha ont
été obtenus a Adrar en 2013 (Belaid, 2016). En effet, dans les Oasis de la wilaya d’Adrar, le mais fait
partie des céréales et des ressources fourrageres cultivées qui font partie du patrimoine génétique
du Sahara Algérien (Rahel-Bouziane, 2006). Ces espéeces sont considérées comme propres a la région
et sont, de ce fait, adaptées a son climat difficile (Rahel-Bouziane, 2006). En réalité, I'avantage des
cultures de mais locales sahariennes est accordé a leur cycle court qui permet une économie d’eau
étant donné que la plante n’occupe pas le sol pour longtemps (Rahel-Bouziane et al., 2003). Ces
cultivars locaux adaptés, suite a la sélection d’alleles adaptatifs, conferent la tolérance a la
secheresse et aux températures élevées et sont, par conséquent, fortement préconisés pour les

régions ou les conditions agro-climatiques sont défavorables.
ll- Etude de la variabilité génétique

11.1. Définition de la diversité génétique

Dans le monde des végétaux, il existe une grande diversité des formes de vie qui nous sont utiles, ou
potentiellement utiles et qui regroupent des formes qu’on désigne comme sauvages, naturelles ou
spontanées, sélectionnées ou créées par l'intervention humaine (Biston, 1998). Cette diversité
génétique, nommée phytoressources génétique, constitue la matiére premiére indispensable pour
tout programme de sélection et d’amélioration des plantes (Baudoin et al., 2002 ; Kumar et Dubey
2003). L'intérét que porte ’lhomme a cette diversité phytogénétique est ancien (Frankel et al., 1995)
étant donné que les agriculteurs avaient toujours manipulé, choisi et utilisé les différences qu’ils
percevaient entre les différentes espéces de plantes. Ces différences concernent principalement la
morphologie, la productivité, la solidité, la qualité et la résistance aux ravageurs (Jarvis et al., 2012).
En effet, Frankham et al., (2002) définissent la diversité génétique comme « la variabilité des alléles
et des génotypes présents dans une population, qui se reflétent par les différences morphologiques,

physiologiques et comportementales entre les individus et les populations ».

11
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Les différences entre les individus, autrement dit la diversité intra-spécifique ou le polymorphisme
génétique des populations représente un patrimoine adaptatif pour répondre aux changements
environnementaux (Godelle et al., 1998 ; Duminil, 2006 ). En d’autres termes, la diversité au sein
d'une méme espece dépend de la capacité de celle-ci a s'adapter aux changements qui affectent son
environnement. De ce fait, tous les individus d'une méme espéce ne seront pas affectés de la méme

maniere et donc répondent différemment face a ces changements.

L'importance de la diversité phytogénétique pour satisfaire les besoins a court-terme et réaliser une
viabilité a long terme a été reconnue a I'unanimité (Jarvis et al.,, 2012). Cependant, ces ressources
sont confrontées a de graves menaces liées a divers défis dans le domaine du développement
agricole ainsi que la modernisation de I'agriculture qui peuvent entrainer une perte de cette diversité
et donc, une érosion des ressources phytogénétiques. A court terme, la réduction de cette diversité
génétique entrainerait une diminution de la valeur adaptative (fitness), alors qu’a long terme elle est
a lorigine d’une diminution du potentiel évolutif “capacité a s’adapter aux changements
environnementaux” (Nicolic, 2005). Les rapports de la FAO, (1996) sur les pays confirment presque
tous que I'érosion génétique s’installe, et reconnaissent qu’il s’agit d’un sérieux probleme. Il parait
donc nécessaire de maintenir et conserver ces ressources qui constituent la base de tout programme

d’amélioration génétique (Malvar et al., 2007).

Il. 2. Gestion et conservation des ressources génétiques

La conservation des ressources génétiques est d’autant plus importante que le phénomene de
I’érosion génétique est réel. La principale cause de I'appauvrissement de la diversité génétique a été
I’extension de I’agriculture commerciale moderne (FAO, 1996). En effet, dans le systeme agricole
intensif, une faible compétitivité des variétés locales a base génétique large a été enregistrée, ce qui
s’est traduit par une réduction sensible de cette diversité (Lefort et al., 1998). Les nouvelles variétés
de plantes cultivées introduites se sont substituées aux variétés traditionnelles, conduisant

involontairement a leur perte (FAO, 1996).

La prise de conscience des menaces qui pesent sur les ressources génétiques des plantes cultivées
date des années 60 du siecle dernier (Pernes, 1984). Ce n’est cependant qu’une décennie plus tard,
depuis la création du Centre International pour les Ressources Phytogénétiques (IBPGR) en 1974, que
des efforts considérables ont été fournis pour la prospection et la conservation des plantes
menacées d'érosion génétique (Charrier ,1992). Ces efforts ont concerné, en premier lieu, les plantes
cultivées dites prioritaires puis les parents sauvages intéressants en amélioration génétique (Hoyt,

1992).
12
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La conservation des ressources génétiques, animales ou végétales, qu’elle s’adresse aux parents
sauvages des plantes cultivées ou aux cultivars locaux, qu’elle se fasse dans un but patrimonial ou
pour des raisons commerciales ou encore de recherche, repose sur deux grandes modalités
complémentaires, la conservation in-situ et ex-situ (Louette, 1994 ; Esquinas-Alcazar, 2005 ; Fady et
al., 2012). En effet, ces modalités de conservation varient en fonction de la biologie de la plante, de
son mode de reproduction, de la physiologie de ses graines et du développement des techniques de

culture in vitro (Hoyt ,1992).

11.2.1. Conservation ex-situ

La conservation ex-situ correspond a la conservation d’éléments constitutifs de la diversité
biologique en dehors de leur milieu naturel (UNCED, 1992) en les plagant dans des conditions
artificielles de conservation afin de maintenir en I'état leur intégrité depuis leur collecte et pour une
durée la plus longue possible (Berthaud et al.,1999). Il s'agit d'une stratégie de conservation statique
pour laquelle aucune évolution face aux variations environnementales ne peut se produire (Khan,
2014). Elle est particulierement appropriée pour la conservation des plantes cultivées et de leurs
especes apparentées sauvages (William, 1991; Engelmann, 2010). A travers le monde, des
collections des ressources génétiques des plantes cultivées sont conservées a long terme aux niveaux
des banques de genes (Van Hintum et al.,, 2000 ) qui assurent le stockage de ces ressources et leur
mise a la disposition des sélectionneurs (Louette,1994). Le type de conservation ex- situ varie en
fonction de la nature de la ressource génétique a préserver, du co(t de la conservation et de la

facilité de mise en ceuvre (Gallard ,2010).

11.2.1.1. Collections et cores collections « collections nucléaires »

Jusqu’aux années 1970, le seul moyen de la conservation ex-situ des formes cultivées était les
banques de génes en champs ou le matériel est maintenu sous forme végétative (Van Den Houwe
et Swennen ,1998). A la fin des années 80, avec |'avancé remarquable en terme de collecte et de
conservation des ressources génétiques, les collections sont devenues énormes et difficiles a
régénérer et a maintenir. Cet accroissement considérable de la taille des collections, mais aussi
I'insuffisance de la documentation disponible sur les échantillons ont constitué un obstacle a
I’évaluation et I'utilisation effective des ressources génétiques (Holden, 1984). Il est alors apparu
nécessaire d'avoir des collections de petite taille, contenant un minimum de redondance tout en
présentant aux mieux la diversité totale présente dans la collection ; c’est le concept de « core-

collection » ou « collection nucléaire » (Frankel et Brown, 1984).
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En effet, la core collection n’est pas une entité en elle-méme, il s’agit d’un sous-ensemble
d’accessions de I'ensemble de la collection qui capture le plus de diversité (Brown, 1989a). Le sous-
ensemble ainsi formé fera I'objet d’une large caractérisation et évaluation et I'information qui en
dérive pourra étre exploitée pour une utilisation efficace de I'ensemble de la collection (Brown,

1989b).

En termes de dimension, la core collection contient 5 a 10 % de I'ensemble de la collection et
conserve idéalement 70 % de ses alleles (Brown, 1989b). La réduction de la taille des collections
aidera d’une part a réduire les dépenses nécessaires pour gérer les banques de génes (Upadhyaya et
al., 2007) , et permettra d’autre part d’éviter la redondance des génotypes (doublons) souvent liée
au mode de reproduction ou a la sur-représentation des variétés cultivées (Noirot et al.,1999) . Cette
redondance est rare chez les espéces allogames, trés fréquente chez les autogames et devient
commune chez les espéces apomictiques ou chez les plantes a multiplication végétative (Noirot et

al., 1999).

11.2.1.2. Nouvelles méthodes de conservation

Le principe de la stratégie ex-situ repose sur la collecte et la conservation des organes qui
permettent la production de nouveaux individus (Rousselle, 2010). Pour la plupart des especes, les
graines sont stockées dans les banques de genes. Ceci implique la dessiccation des graines pour
réduire leur teneur en eau afin de les stocker a basse température (Rao, 2004). Cependant, pour un
certain nombre d’espéces, majoritairement tropicales et subtropicales, qui produisent des graines
dites non orthodoxes récalcitrantes qui ne peuvent survivre a la dessiccation, la stratégie classique de
stockage des semences ne peut étre utilisée (Roberts, 1973 ; Engelmann et Engels, 2002). Aux
especes précédemment citées, s’ajoute également les especes a multiplication végétative, telles que
le manioc, la pomme de terre ou l'igname, dont la conservation pose également probléme
(Engelmann, 1992). Avec I'avancé de la biotechnologie, de nouvelles approches sont également
disponibles pour la conservation du germplasme a savoir la cryoconservation, la culture des tissus, la

conservation du pollen et les banques d’ADN (Callow et al., 1997).

Techniques de culture in vitro : Au cours de ces derniéres années, les techniques de culture in vitro
ont connu un développement considérable, puisqu'elles ont été appliquées a plus de 1000 espéeces
végétales différentes (George, 1993 a, b). Elles sont d'un grand intérét pour la collecte, la
multiplication et le stockage du matériel génétique végétal (Engelmann, 1997 ; Pence et al., 2002)
particulierement les espéces produisant des graines récalcitrantes ou ayant une voie de

multiplication végétative (Engelmann et Engels, 2002 ). Selon la durée du stockage désirée, il existe
14
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différentes techniques de conservation in vitro. Pour une conservation a court et moyen terme, la
technique de conservation en croissance ralentie est préconisée, alors que pour la conservation a

long terme, la seule méthode utilisable est la cryoconservation (Rao, 2004 ; Engelmann, 2010).

Cryoconservation : une des méthodes de conservation a long terme consiste a conserver le matériel
génétique a ultra- basse température, généralement celle de I'azote liquide (- 196 °C) (Hammer et
Teklu , 2008). A cette température, toutes les divisions cellulaires et les activités métaboliques sont
stoppées (Engelmann et Engels, 2002). En effet, certains matériels, comme les semences orthodoxes
ou les bourgeons dormants, présentent des processus naturels de déshydratation et peuvent étre
cryoconservés sans aucun prétraitement (Engelmann, 2010). Chaque année, des recherches menées
a travers le monde aboutissent a de nouvelles cryo-banques de matériel végétal pour tout type
d’explants (apex, cals, embryons somatiques, graines, plantules, suspensions cellulaires...), aussi bien

pour des plantes tropicales que pour des plantes de milieux tempérés (Sakai et Engelmann, 2007).

En raison des différents problémes et limites confrontés avec les aires protégées et les banques de
geénes, la cryoconservation est actuellement la seule technique permettant une conservation a long
terme, a faible colt et un maximum de sécurité (Engelmann et Engels, 2002). Cependant, la
connaissance de la nature du matériel végétal a conserver ainsi que les effets du gel sur les cellules et
les tissus est primordial avant son usage. En effet, la réussite de cette technique est fortement liée a
la capacité de surmonter les contraintes biologiques et physiques associées a une exposition a des

températures extrémement bases (-196°C) (Gallard, 2010).

Conservation du pollen et banques d’ADN

Le stockage du pollen, le plus souvent d’une durée limitée (Engels et Visser, 2003) constitue une
source permanente de pollen viable pour la réalisation des fécondations difficiles a réussir en
conditions naturelles (Ferreira et al.,, 2007). De méme que la conservation du pollen, qui a une
vocation d’outil pour la création variétale (Gallard, 2010), le stockage de I’ADN peut étre considéré
non pas comme une méthode de conservation des ressources génétiques, mais comme outil pour les
études phylogénétiques, phytogéographiques et celles des populations (Thormann et al., 2006). Les
limitations de l'usage des banques d’ADN résident dans le fait que les génes seront séparés du
phénotype et par conséquent, ces ressources d’ADN ne peuvent étre criblées phénotypiquement
surtout lorsqu’il s’agit de caracteres agronomiques utiles (FAO ,1998). En plus, il n’est pas encore
possible, a ce jour, de régénérer des plantes entieres a partir d’ADNs stockés (Maxted et al., 1997 ;

Thormann et al., 2006).
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11.2.2. Conservation in-situ

D’apres l'article 2 de la convention sur la diversité biologique (UNCED, 1992), la conservation in-situ
correspond a la conservation des écosystemes et des habitats naturels et le maintien et la
reconstitution de populations viables d’espéces dans leur milieu naturel ; et dans le cas des espéces
domestiquées et cultivées, dans le milieu ou elles se sont développées et développé leurs caracteres
distinctifs. Cette stratégie de conservation est un moyen privilégié pour conserver les espéces
sauvages et les ressources génétiques des especes cultivées (Engelmann, 2010) plus particulierement
celles qui sont difficiles a conserver en banques de génes, comme les plantes a semences
récalcitrantes, ou celles qui ne peuvent pas étre régénérées en dehors de leur habitat naturel

(Ingram, 1984 ; FAO, 1989).

L'intérét essentiel de la conservation in-situ, a I'opposé de la conservation ex-situ, réside dans la
possibilité de maintenir les ressources génétiques dans leur milieu ou elles se sont développées, ce
qui permet la conservation simultanée de leur diversité génétique ainsi que leur pouvoir adaptatif
continu (Louette, 1994) ; d’ol la notion de gestion dynamique des ressources génétiques. Malgré les
avantages de ces stratégies, la conservation a elle seule ne suffit pas ; la caractérisation, |'évaluation,
la documentation et le catalogage des ressources génétiques des cultures sont nécessaires pour

permettre leur utilisation efficace (Esquinas-Alcazar, 2005).

11.3. Approche de caractérisation de la variabilité génétique

La connaissance de la variation génétique dans les collections d’une espéce cultivée est d’'une grande
importance pour son utilisation efficace dans les programmes d’amélioration génétique (Hoxha et
al., 2004 ; Reif et al.,2005 ; Shin et al., 2006 ; Laude et Carena ,2015). En effet, cette variabilité peut
se concevoir comme une assurance permettant [|‘adaptation a de nouvelles conditions
environnementales. En d’autre terme, plus une population est génétiquement diversifiée, plus elle

présentera de capacités d’adaptation aux modifications survenant dans leur environnement.

L’évaluation de cette variabilité génétique, qui permet une utilisation plus efficace de celle-ci, peut se
faire a I'aide d’une caractérisation morphologique et/ou génétique (marqueurs biochimiques ou
moléculaires). Dans un premier temps, ce sont les marqueurs morphologiques qui ont été utilisés
pour l'analyse de la diversité et le sont toujours. Plus tard, les différences cytologiques et
biochimiques survenant dans les génotypes des especes ont commencé a étre utilisées, cependant
I'avénement des outils génomiques, a fait que les marqueurs moléculaires sont devenus

incontournables (Bhandri et al., 2017).
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11.3.1. Marqueurs morphologiques et agronomiques

Les marqueurs morphologiques sont des caractéres qui se manifestent a I'extérieur d'un organisme
en tant que produit de l'interaction des génes et de I'environnement (Acquaah, 2012). En d’autres
termes, ces caractéres sont gouvernés par un ou plusieurs génes et sont plus ou moins influencés par
I’environnement. Ainsi, un méme génotype peut donner lieu a des phénotypes différents selon les
conditions environnementales, alors qu’'un méme phénotype peut étre le résultat de I'expression des
différents génes. Diverses caractéristiques taxonomiques ont été utilisées pour évaluer la diversité
phénotypique et les relations entre accessions. Il s’est avéré que le choix des caractéres les plus
hautement héritables et les moins sujets aux biais environnementaux est un élément clé dans

I'analyse de la diversité phénotypique (Sevilla et Holle, 1995).

Ces marqueurs ont déja été utilisés avec succes dans I‘étude de la diversité morphologique du mais
(Revilla et Tracy 1995; Beyene et al.,2005a; Salami et al., 2007 ; Igbal et al., 2015; Kumari et
al.,2017 ; Quenum et al.,, 2017 ) et d‘autres céréales cultivées comme le blé (Martin et Ruiz, 2000;
Naghavi et Amirian, 2005), le sorgho (Ayana et Bekele, 1999 ; Grenier et al., 2004 ; Koffi et al., 2011),
le riz (Adeyemi et al., 2011 ; Sanni et al., 2012), le mil (Loumerem et al., 2008 ; Akanvou et al., 2012)
et l‘orge (Jaradat et al.,2004) . Pour la caractérisation morphologiques du mais, plusieurs
descripteurs ont été publiés, notamment par le Conseil International des Ressources
Phytogénétiques  (IBPGR), le Centre International pour I’Amélioration du Blé et du Mais
(CYMMIT/IBPGR ,1991) et le descripteur publié par I'Union International pour la Protection des
Variétés Cultivées des Plantes (UPOV) (UPOV, 1999, 2009). Les plus couramment utilisés sont ceux
liés a la précocité, a I'architecture des plantes et au rendement (Lucchin et al., 2003, Beyene et al.,

2005a, Obeng-Antwi et al., 2012, Shrestha, 2013).

L'analyse des descripteurs morphologiques constitue une premiére approche dans la description du
germplasme (Smith et Smith, 1989), elle révéle la diversité telle qu’elle est pergue par les agriculteurs
locaux (Emperaire et al, 2003). Elle permet également une bonne détermination des accessions
spécifiques et révele généralement d'importants traits d'intérét pour les sélectionneurs (Franco et
al., 2001). Si les caractéres sont hautement héritables, les marqueurs morphologiques constituent
I'un des choix pour les études de diversité, car I'hérédité du marqueur peut étre contrblée

visuellement sans avoir recours aux techniques biochimiques ou moléculaires (Beyene ,2005b).

Cette caractérisation présente I’avantage d’étre directe, peu colteuse, faciles et ne nécessite pas de
technologie colteuse (Govindaraj et al., 2015 ; Bhandri et al., 2017). Cependant elle présente un

certain nombre de limites, entre autre, un polymorphisme réduit, une héritabilité faible, une
17



Synthése bibliographique

expression tardive et surtout la vulnérabilité aux influences environnementales (Smith et Smith,
1992 ; Hoxha et al., 2004) ce qui peut affecter I'estimation réelle de la variabilité génétique (Beyene
et al., 2006a). De plus, en raison de la nature des marqueurs morphologiques qui sont généralement
dominants, il est impossible de faire la distinction entre individus homozygotes et hétérozygotes

(Lefebvre et chevre ,1995 Kumar ,1999).

11.3.2. Marqueurs biochimiques

Les protéines sont les produits directs de I'expression des génes fonctionnels (Govindaraj et al.,
2015), leur taille ainsi que leur composition en acides aminées est le résultat de I'information
génétique portée par les séquences nucléotidiques (ADN) des genes (AL-Hugail et Abdelhaliem,
2015). Par conséquent, toute variation induite par les mutations affectant le systeme protéique, est
considérée comme un miroir des variations génétiques (Hamoud et al.,, 2005). La détection de ces
variations dans les populations végétales a été grandement facilitée par I'emploi de marqueurs
protéiques qui peuvent étre des protéines enzymatiques (allozymes) ou non enzymatique (protéines

de stockage) (Karaca, 2013).

Les allozymes sont des marqueurs protéiques les plus couramment utilisés pour I'étude de la
variation génétiques du mais (Goodman et Stuber, 1983a; Kahler, 1985 ; Wendel et al., 1985). lIs
peuvent étre définis comme des variantes alléliques des enzymes (Mondini et al., 2009) codées par
un méme locus génétique, assurant la méme activité enzymatique , mais qui different au niveau de
la structure primaire de la protéine; cette différence concerne souvent un seul acide aminé
(CIMMYT ,1988). Selon le role de I'enzyme et sa spécificité, le nombre d’allozymes peut varier, une
enzyme agissant sur une large gamme de substrats aura une diversité plus importante qu’une

enzyme trés spécifique (Gillespie et Kojima, 1968).

Malgré la différence entre deux termes, les allozymes sont souvent confondus avec les isozymes
(CIMMYT ,1988). Ces derniers correspondent, en effet, aux différentes formes moléculaires des
enzymes, qui sont structurellement différentes, codées par plusieurs genes et ayant la méme
fonction catalytique (AL-Hugail et Abdelhaliem, 2015). IIs trouvent leur origine dans les variations qui
affectent les acides aminées et qui conduisent a des modifications au niveaux de la charge globale,
la structure spatiale (conformation) et méme les propriétés physicochimiques de la protéine (Kumar
et al., 2009). D’ailleurs, les allozymes peuvent étre considérés comme des isozymes ayant comme

critéres supplémentaire d’étre codés par un méme locus (CIMMYT, 1988).
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La détection des allozymes d’un individu pour un locus donné, peut se faire par séparation
électrophorétique des différentes formes alléliques (Stuber et al., 1988). Le taux de migration de ces
allozymes est fonction de la taille et de la charge électrique qui sont uniques et spécifiques pour
chaque variant allélique (CIMMYT ,1988). Bien que I'information fournie par I’analyse des allozymes
soit trés utile dans plusieurs études taxonomiques et génétiques (Doebley et al.,1984 ; Smith et
al.,1985) , le nombre de loci polymorphes ainsi que les niveaux des polymorphismes observés sont
souvent faibles (Avise, 2004 ; Schlotterer, 2004 ; Bhandari et al, 2017) , ce qui limite
considérablement leur application dans les études sur la diversité génétique (Govindaraj et al.,

2015).

11.3.3. Marqueurs moléculaires

Considérés comme des outils puissants pour I'analyse de la diversité génétique, les marqueurs
moléculaires reposent sur la mise en évidence du polymorphisme de séquences d'ADN. En effet, ces
séquences déterminent la diversité des organismes, par conséquent les techniques utilisées pour
évaluer ce type de polymorphisme permettent une estimation directe de la diversité présente au
sein des especes, des populations et méme entre individus (Karp et al., 1996 ; Hoshino et al., 2012).
Ces marqueurs trouvent leur origine dans les mutations qui touchent I’ADN et qui peuvent étre des
mutations ponctuelles, des réarrangements chromosomiques ou des erreurs de réplication de I’ADN

(Paterson ,1996 ; Matsuoka et al., 2002 b).

Depuis leur apparition, les marqueurs moléculaires ont modifié de facon irréversible les disciplines de
la génétique et I'amélioration des plantes (Collard et Mackill, 2008). Leur usage pour I'analyse de la
diversité génétique ainsi que I'analyse des empreintes génétiques s’est avéré d'une grande utilité
dans la gestion efficace des collections de matériel génétique (Warburton et Hoisington, 2001).
Comparer a leurs homologues phénotypiques et biochimiques, ces marqueurs offrent de nombreux
avantages. Entre autres, ils couvrent un grand nombre de locus (Winter et Kahl, 1995) qui peuvent
étre localisés a n‘importe quelle séquence sur le génome (intron, exon ou séquence régulatrice)
(Mondini et al., 2009). Nombreux d’entre eux sont co-dominants et peuvent ainsi différencier les
génotypes homozygotes et hétérozygotes (Kesawat et Das, 2009). De plus, ces marqueurs sont
neutres (Govindaraj et al.,, 2015), sans effet pléiotropique ou épistatique (Mondini et al., 2009 ;
Govindaraj et al.,, 2015), non affectés par les condition environnementales (Duran et al, 2009 ;
Kesawat et Das, 2009 ; Govindaraj et al., 2015) et sont indépendant de I'organe a analyser et le stade

de développement de la plantes (Zhang et al., 2002 ; Bautista-Salas, 2009).
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Plusieurs marqueurs moléculaires permettent la détection de la variabilité génétique entre les
populations et entre les individus sont actuellement disponibles. Selon le mode d’action des genes,
ces marqueurs peuvent étre répartis en deux grands groupes : groupe des marqueurs dominants et

celui des marqueurs co-dominants.

11.3.3.1. Marqueurs dominants

La RAPD

En fonction du polymorphisme qu’elle détecte, la RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
(Williams et al., 1990) fait partie des techniques de révélation en masse puisque elle permet de
détecter de nombreux marqueurs (fragments) simultanément. Elle repose sur I’emploi de la PCR avec
des amorces courtes (6 a 10 bases) non spécifiques qui amplifient de maniére aléatoire I’ADN sans
avoir besoin d’une connaissance préalable des séquences génomiques (Welsh et McClelland, 1990 ;
Krap et al., 1998). Le polymorphisme observé entre les génotypes, révélé par présence ou absence
de bande est le résultat d’'une modification (mutation, insertion) au niveau du site de fixation de

I'amorce (Park et al., 1991). Donc c’est les amorces qui constituent les marqueurs.

La puissance de la technique RAPD réside dans sa rapidité, simplicité et son faible co(t. De plus, la
technique nécessite une faible quantité d’ADN et un faible niveau de technicité (Govindaraj et al.,
2015). Néanmoins, leur nature dominante (Williams et al., 1990) et leur faible reproductibilité
(Rafalsky et Tingey, 1993 ; Jones et al., 1997b; Collard et al., 2005) d’une réaction a l'autre et
généralement d’un laboratoire a un autre, sont les inconvénients majeurs limitant I'usage de cette

technique au cour de ces derniéres années.

L’AFLP

L'AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism) peut étre considérée comme une technique
intermédiaire entre la RFLP et la RAPD du fait qu’elle combine la puissance de la RAPD et la flexibilité
des techniques basées sur la PCR (Mondini et al.,, 2009). Il s’agit d’'une technique de marquage
moléculaire basée sur la détection des bandes polymorphes obtenues par digestion enzymatique
puis amplification par PCR sélective des fragments de restriction (Vos et al.,, 1995). C'est donc la
combinaison enzyme de restriction/amorce qui permet de révéler le polymorphisme entre les

individus et constitue donc le marqueur AFLP (Vos et al., 1995).

Ces marqueurs ont été utilisés dans la cartographie de plusieurs espéces végétales notamment le riz

(Mackill et al.,, 1996), le mais (Castiglioni et al.,1999), la tomate (Haanstra et al., 1999) et la laitue
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(Jeuken et al.,, 2001). L'un des avantages de cette technique réside dans le fait que les AFLPs font
partie des marqueurs anonymes et ne nécessitent donc aucune connaissance a priori du génome de
I'espéce étudiée (Jones et al.,, 1997b) d’ol son intérét dans I'étude de la diversité des especes chez
lesquelles peu d’informations sur les séquences sont disponibles. De plus, cette méthode montre une
reproductibilité élevée et une haute fiabilité (Muller et al., 1996 ; Powell et al., 1996 b ; Jones et al,,
1997a) , toutefois elle est confrontée aux problemes de dominance et I'identification des individus
hétérozygotes , le colt élevé ainsi que la difficulté liée a I'analyse des données (Semagn et al., 2006 ;

Jonah et al., 2011).

11.3.3.2. Marqueurs co-dominants

La RFLP

La RFLP (Restricted Fragment Length Polymorphism) développée par Botstein et al., (1980) est une
technique de marquage moléculaire au cour de laquelle le polymorphisme de I’ADN est détecté par
hybridation des fragments d’ADN digérés, grace au enzymes de restriction, par une sonde marquée
chimiquement. Le polymorphisme détecté est dii a des mutations au niveau des sites de restriction
de I'enzyme (polymorphisme du site de restriction) et /ou a des délétions/ insertions d’un fragment
d’ADN au voisinage de la zone génomique reconnue par la sonde. C’est le couple enzyme /sonde qui

constitue le marqueur (Najimi et al., 2003).

Bien que cette technique soit co-dominante, hautement reproductible et permet le criblage
simultané de plusieurs échantillons (Mondini et al.,, 2009), elle est de moins en moins utilisée
(Schlotterer, 2004), car elle reste tres colteuse, lente (Collard et al., 2005) et techniquement difficile
a mettre en place surtout les protocoles établis pour les nouvelles especes (Avise, 2004 ; Freeland

,2005).

Les microsatellites ou SSR

Les marqueurs SSR (simple sequence repeat), également connu sous le nom de STR (répétition
courte en tandem) ou polymorphisme de longueur de séquence simple ou microsatellites, sont dans
la plupart des cas, des séquences d’ADN non codantes (Jarne et al.,1996) constituées de quelques
paires de bases répétées en tandem dont I'unité de répétition varie de 2 a 6 paires de bases
(Chambers et Mc Avoy ,2000). Il peut s’agir donc d’un motif mono, di tri, tétra (Tautz, 1989) ou
méme hexa-nucléotidique (Oliveira et al., 2006) réparti uniformément sur I’ensemble du génome et
présentant un taux de polymorphisme élevé. Ce polymorphisme repose sur la variation du nombre

d’unités de répétition constituant le microsatellite (Mondini et al., 2009) qui varie de 5 a 50 copies
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chez les plantes (Cardle et al, 2000). Ces variations sont principalement dues aux erreurs de
glissement de la polymérase (Schlotterer et Tautz, 1992 ; Santoni et al., 2000 ) ainsi qu’aux

mutations successives lors de la réplication de I’ADN (Ingvarsson et al., 2008).

Les régions flanquantes des microsatellites, spécifiques a un locus donné (Santoni et al., 2000) , ont
tendance a étre conservées au sein des espéces et méme parfois a des niveaux taxonomiques plus
élevés (Weising et al.,1995 ; Govindaraj et al., 2015) . Par conséquent, un microsatellite est défini par
le motif répété qui le compose et la paire d’amorce unique (sens et anti-sens) qui I'encadre (Akkaya

et al.,, 1992) et servent a I'identifier et a I'amplifier.

Les microsatellites constituent le meilleurs systeme de marquage pour de nombreux types d’analyse
génétique y compris I'analyse des empreintes génétiques ainsi que I'étude de la diversité génétique
(Warburton et al., 2002). Outre leur répartition uniforme sur I’ensemble du génome (Powell et al,,
1996a), leur intérét en cartographie génétique réside dans leur polymorphisme extrémement élevé
(Tautz,1989), leur spécificité au locus, mais également leur caractere codominant (Morgante et
Olivieri, 1993 ; Karp et al.,, 1997). De méme, les SSR sont facilement automatisés et hautement
reproductibles ce qui fait d’eux d'excellents marqueurs génétiques (Matsuoka et al., 2002b). Leur
caractérisation initiale est toutefois assez lourde nécessitant une connaissance approfondie des

séquences d’ADN (Mondini et al., 2009 ; Govindaraj et al., 2015).

Au cour de ces dernieres années, le développement de marqueurs SSR a partir des bases de données
EST (Expressed Sequence Tagged ou les Etiquettes de Séquence Exprimées) plutdt que des banques
génomiques s’est révélé moins laborieux et moins coliteux (Gupta et al., 2003). De plus, en raison de
leur association avec des séquences codantes, les EST-SSR peuvent servir a un marquage génétique
direct pour la cartographie QTL des caractéres agronomiques importants et augmenter ainsi
I’efficacité de la sélection assistée par marqueur (SAM) (Herrmann et al., 2006). Cependant, outre
leur limitation aux especes pour lesquelles ce type de base de données existe, ces microsatellites
sont moins polymorphes que les SSRs génomiques a cause de la grande conservation des séquences

d’ADN dans les régions transcrites (Scott et al., 2000).
Polymorphisme d’un seul nucléotide (SNP)

Les SNP (Single Nucleotide Polymorphism) correspondent a une forme de polymorphisme
mononucléotidique engendré par une mutation ponctuelle apparue au sein des séquences codantes
de I’ADN nucléaire (Vallance et al., 2006 ). Au niveau de ces régions codantes, les SNP lorsqu’ils sont

présents, génerent soit des mutations non synonymes entrainant un changement au niveau de la
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séquence en acide aminée, ou encore des mutations synonymes qui ne modifient pas la composition
en acides aminés (Mondini et al., 2009). Pour un locus donné, les SNPs présentent de 2 a 4 alleles,
mais le plus souvent seulement deux bases alternatives sont observées, d’ou leur nature biallélique.
Leur polymorphisme est fréquent chez les plantes avec un SNP toutes les 100 ou méme 50 bases
chez le mais (Rafalski, 2002) ce qui peut fournir une forte densité de marqueurs prés des loci

d’intérét (Picoult-Newberg et al., 1999).

Contrairement aux autres marqueurs précités, la discrimination des différents alléles générés par les
SNPs n’est pas fondée sur la différence de taille des séquences d’ADN (Kesawat et Kumar, 2009).
Actuellement, il existe de nombreuses techniques visant a les mettre en évidence, entre autre, les
balises moléculaires (molecular beacons), I’hydrolyse de sondes (Tagman assay) et les microarrays

ou puce a ADN (Syvanen, 2001) qui sont I'une des plus performantes (Govindaraj et al., 2015 ).

Chez les plantes, les SNPs sont utilisées dans plusieurs études de populations, le marquage des
germplasmes, la cartographie de génes et dans les associations génotype/phénotype (Giancola et al.,
2006 ; Brunel et al.,2009). Outre leur usage dans la caractérisation des ressources génétiques, les
SNPs peuvent servir de marqueurs pour les études de déséquilibre de liaison, études
phylogénétiques mais également pour I'identification des cultivars (Rafalski, 2002). Chez le mais, les
SNPs couplés aux SSR ont été appliqués pour étudier la structure des populations ainsi que la

diversité génétique (Van Inghenlandt, 2010).

11.4. Caractérisation de la diversité génétique chez le mais

Le mais est une plante a pollinisation croisée possédant une grande diversité génétique (Jebaraj et
al., 2010 ; Cholostova et al., 2011 ; Prasanna ,2012) qui est trois a dix fois plus élevée que celles des
autres graminées domestiques (Buckler et al., 2001). Ceci est probablement due non seulement a
son mode de reproduction, mais également a la diversité des environnements de culture (Aguirre et
al., 1998) , a la présence des transposons et des rétrotransposons dans son génome (Bennetzen et
Devos , 2002) et a I’existence des duplications chromosomiques qui offrent de nouvelles possibilités
de mutations permettant ainsi la création d’une grande variabilité phénotypique (Helentjaris et
al.,1988). Selon Prasanna (2012), I'exploitation du germplasme global du mais, riche en alléles
favorables qui contribuent a augmenter les rendements ainsi que la tolérance aux stress biotique et
abiotique, est limitée. Il est donc nécessaire d’exploiter toute la diversité génétique existante afin

d’améliorer sa tolérance a tout type de stress ( Hoxa et al., 2004 ; Flint-Garcia et al., 2005 ).
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11.4.1. Caractérisation morphologique

L’évaluation de la variabilité morphologique et agronomique est particulierement importante pour la
gestion des ressources génétiques et pour I'étude du potentiel évolutif des especes. Elle constitue
également la premiere étape pour I'évaluation, la description et la classification du germplasme du
mais permettant ainsi son exploitation dans les programmes d’améliorations (Prasanna et Sharma,

2005 ; Wasala et al., 2013).

En Europe et plus précisément en Espagne, Ruiz de Galarrata et Alvarez (2001) ont évalué et classé
100 races locales (landraces) de mais du Nord de I'Espagne en différents groupes en se basant sur 22
caracteres morphologiques. Les descripteurs de précocité, de l'architecture de la plante, des
panicules, des épis et des grains ont fortement contribué a différencier 54 races Italiennes (Hartings
et al., 2008). Ceux employé par Lucchin et al., (2003) ont révélé une faible différenciation génétique
au sein de 20 populations, attribuée principalement aux flux génétiques et a I’échange de semence
entre les agriculteurs. De leur coté, llarslan et al, (2002) ont mis en évidence une variation
considérable pour les caractéres morphologiques et agronomiques dans une collection de mais
Turque. Au Portugal, 41 descripteurs morphologiques ont servi a l'estimation de la diversité

génétique chez 43 accessions de mais portugais (Angelo et al., 2008).

Au Canada, la caractérisation de 35 populations de mais a révélé que la plupart des caracteres
guantitatifs évalués présentaient des variations considérables au sein des populations qui ont été

réparties en sept groupes distincts (Azar et al., 1997).

En Afrique, des études sur de la diversité phénotypique du mais ont eu lieu dans plusieurs pays. En
Ethiopie, I'évaluation de 180 (Beyene et al., 2005 a) et 62 ( Beyene et al.,2006 a) accessions de mais
originaire du Nord, du Sud et de I'Ouest de I'Ethiopie a I'aide de 15 traits morphologiques a montré
que les génotypes different significativement pour tous les caractéres évalués. En Afrique
occidentale, I'emploi de 28 traits morphologiques a révélé la présence d’un réservoir important en
matiére de diversité génétique (Openg-Antwi et al., 2012) lors de la caractérisation de 81 accessions
originaires du Ghana . De méme, 16 variables qualitatives et quantitatives ont mis en évidence une
grande hétérogénéité au sein de 87 accessions collectées au Sud du Benin (Salami et al.,, 2017). En
Afrique de I'Est, plus précisément en Tanzanie, une grande variabilité a été décelée au sein des
landraces originaires du Nord (Nestory et Reuben, 2016) et de différentes régions du pays (Kabululu
et al,, 2017) ; une variabilité qui a permis d’identifier des sources potentielles de résistance a la
maladie de la brilure des feuilles (Bucheyeki, 2012). Par ailleurs, en Afrique Sub-Saharienne la

caractérisation morphologique de 35 accessions de mais a révélé une grande variabilité au sein des
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populations de moyenne altitude, suivies de celles de haute puis basse altitude (Asare et al., 2016).
Peu d’informations sont, cependant, disponibles sur la diversité phénotypique du germplasme du
mais de I’Afrique du Nord. En Algérie, la premiére caractérisation morphologique a porté sur 10
accessions de mais originaires du Sud Algérien et ayant montré une grande variabilité pour

|’adaptation aux conditions tempérées (Djemel et al., 2011).

A coté des descripteurs morphologiques, les marqueurs biochimiques ont également servi a
caractériser et identifier les lignées de mais (Brown et Allard 1969 ; Hunter et Kannenberg 1971 ;
Gothardo et Heidrich-Sobrino, 1982 ; Goodman et Stuber, 1983b ; Lankey et al., 1997) et méme a
étudier son origine de domestication (Doebley et al.,1984). Ces marqueurs ont également été utilisés
avec succés dans de nombreuses études taxonomiques et évolutives (Hamrick et Godt ,1997),

cependant leur faible polymorphisme a entravé leur usage dans d’autres applications.

11.4.2. Caractérisation moléculaire

L’emploi des marqueurs moléculaires a rendu facile et a augmenté la précision lors de I'évaluation
de la diversité génétique. Les RFLP sont considérés comme les premiers marqueurs moléculaires a
étre utiliser dans les programmes d’amélioration du mais (Carvalhod et al., 2004 ). Au cours des
années quatre-vingt-dix, ils ont servi a la caractérisation de la diversité génétique du mais européen
tempéré (Boppenmaira et al., 1993 ) et américain (Melchinger et al.,1991). Par la suite, Rebourg et
al., (2003) ont analysé conjointement des populations européennes et américaines en utilisant 29

loci RFLP.

Avec le progres rapide dans le domaine de la technologie moléculaire, d’autres marqueurs ont été
adoptés, entre autre, la RAPD, I'AFLP et les SSR. L’analyse comparative de la diversité génétique du
mais révélée par ces différents marqueurs a été menée par plusieurs auteurs (Pejic et al.,, 1998 ;
Hahn et al.,1995 et Garcia et al., 2004) qui ont montré une cohérence des informations fournies par
ces marqueurs, a I'exception des RAPDs. En terme de nombre d’allele détectés, les SSRs produisaient
deux fois (100%) plus d’informations que I’AFLP et la RAPD et 40 % plus que la RFLP (Powell et al.,
1996¢). Il semble donc que les AFLP et les SSR sont plus avantageux que les RFLP et les RAPD ; leur
usage dans I’étude de la diversité génétique des populations (Reif et al., 2004 ; Beyene et al., 2006a)

et des lignées de mais (Smith et al., 1997 ; Garcia et al., 2004) s’est accompli avec succes.

Chez le mais , les AFLP ont été employés pour étudier la relation entre les distances génétiques et la
performance des hybrides en terme de rendement (Ajmone-Marsan et al.,1998 ; Melchinger et

al.,1998), étudier la similitude génétique des lignées ( Pejic et al., 1998 ; Lubberstedt et al., 2000 ;
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Vuylsteke et al., 2000b), identifier les régions chromosomiques impliquées dans la performance des
hybrides et des heterosis (Vuylsteke et al., 2000a) ainsi que pour la construction de la carte de liaison
génétique (Vuylsteke et al.,1999). Cependant, leur dominance fait d’eux des marqueurs moins
informatifs sur la structure génétique des populations surtout au niveau de leur composition en
hétérozygotes. Les microsatellites (SSR), a leur tour, sont abondants et bien répartis dans tous le
génome du mais (Xu et al., 2013). lls ont montré un haut niveau de polymorphisme dans I'étude de la
diversité génétique de cette culture (Senior et al., 1998) et sont donc considérés comme des

marqueurs de choix comparés aux autres marqueurs (Smith et al.,1997 ; Xu et al., 2013).

Marqueurs SSR

Les SSR se sont révélés tres utiles dans les études relatives a I’évolution du mais. En effet, I’existence
d’une grande diversité génétique au sein des landraces a poussé plusieurs auteurs a proposer
I’hypothése qui stipule I'existence de plusieurs centres d’origine. Matsuoka et al., (2002b) ont mis en
cause cette hypothése et ont prouvé que le mais est issu d’une seule domestication et d’un seul

centre d’origine grace a leur étude phylogénétique en employant 99 SSRs.

Les SSR ont également servi a la cartographie des caracteres quantitatifs (QTL) qui fournissent des
informations sur le nombre de génes contrélant les caracteres ainsi que leur emplacement sur la
carte de liaison. Certains QTL détectés sont impliqués dans la résistance aux virus (De Souza et al.,
2008), la résistance au charbon (Li et al,2008) et la résistance aux mildiou (Sabry et al.,2006).
D’autres sont reliés a la composition en nutriments sous faible teneur en azote (Liu et al.,2008) , au
rendement en grain, a la hauteur de I'épi, au taux d’humidité (Sibov,2003) ainsi que le rendement
sous conditions de sécheresse (Xiao et al.,2005 ; Lu et al.,2006 ). En effet, I'analyse de 24 lignées de
mais a révélé que les marqueurs dupssrl2, umcl042, bnlgl866, umcl056, dupl3, umcl069,

umc1962, bnlg1028 et C1344 sont impliqués dans la tolérance a la sécheresse (Dubey et al., 2009).

Parmi les différents types de marqueurs basés sur la PCR, les SSR sont largement utilisés dans
I’analyse de la diversité et la structure génétique du mais. En effet, plusieurs études visant a analyser
des populations de mais a grand échelle ont été menées. Dubreuil et al.,(2003) ont analysé
conjointement 131 populations européennes et 174 américaines en utilisant 24 SSRs . Au cour d’une
autre étude, 260 lignées représentant les lignées les plus importantes des Etats-Unis, d’Europe, du
Canada, de I’Afrique du Sud, de Thailande ainsi que celle du CIMMYT ont également fait I'objet d’une
analyse de la diversité et la structure génétique en utilisant 94 SSRs (Liu et al., 2003). De méme, un
ensemble de 155 lignées de mais originaires des terres basses tropicales provenant du CIMMYT ont

été caractérisées |'aide de 79 marqueurs SSR distribués uniformément sur tout le génome. L'analyse
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des lignées tropicales Yellow et white a révélé un manque de structure au sein de ce germplasme,
qui peut s'expliquer par I'origine mixte des populations utilisées pour extraire ces lignées (Xia et al.,
2004). Dans le but de clarifier les origines et les modalités d’introduction du mais en Europe, une
enquéte approfondie sur 275 populations de mais d’origine européennes et américaines a fortement
soutenue la voie des caraibes et celle du Nord-Est de I’Amérique (Dubreuil et al.,, 2006b). Une étude
plus récente visant a génotyper 1537 lignées européennes et Nord-américaines en utilisant 359 SSRs
et 8244 SNPs a révélé I'organisation du germplasme européen et nord-américain en 4 clusters (Van

Inghelandt et al., 2010).

A I’échelle du continent Américain, Vigoureux et al.,, (2008) se sont intéressés uniquement aux
populations de mais américaines afin d’élucider leur diversité génétique et leur dissémination a
travers le continent. Les populations analysées comprennent 964 individus représentants presque la
totalité des 350 races américaines provenant des régions géographiques allant du Sud du chili au
Canada et des pays des Andes aux iles des Caraibes. Les résultats du génotypage avec 96 SSRs ont
montré que les races mexicaines des hautes terres détenaient la plus grande diversité génétique,

tandis que la plus faible s’est localisée dans les pays des Andes et du nord des Etats-Unis.

Dans I'objectif d’analyser la structuration de la diversité génétique présente dans 194 populations de
mais indigenes provenant de 23 pays d’Amérique latine et des Caraibes , le génotypage SSR a permis
d’identifier quatre groupes homogénes (Bedoya et al., 2017). Au Mexique, le centre d’origine et de
domestication du mais (Matsuoka et al., 2002a) , les SSR ont été employés pour analyser la diversité
et la structuration génétique des populations mexicaines (Presssoir et Berthaud ,2004 ; Reif et
al.,2006a ; Warburtun et al.,2008), mais également pour déterminer la relation qui existe entre les
différentes accessions (Reif et al., 2006a). Dans le but d’évaluer la diversité du mais indigene,
considérée comme une source de nouveaux traits, Gonzalez et al.,, (2013) et Pineda-Hidalgo et al,,
(2013) ont génotypé 196 et 28 populations avec 30 et 20 SSRs, respectivement. Les auteurs ont
révélé une large diversité génétique qui peut constituer un réservoir de genes tres utiles dans les
programmes d’amélioration. De méme, une étude similaire récente menée sur 107 populations
originaires du Nord-Ouest du Mexique a prouvé le maintien d’une grande diversité intra et inter

populations (Vega-Alvarez et al., 2017) .

En Amérique du Sud, plus précisément en Argentine, plusieurs études génétiques régionales ont été
menées afin de comprendre la diversification et la dispersion du mais. Celle de Bracco et al., ( 2009)
et Lia et al., (2009) ont porté sur des populations de mais originaire du Nord -Est (NEA) et Nord-Ouest

(NWA) de I’Argentine en employant 10 et 18 SSRs , respectivement. Par la suite, I'analyse
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comparative de la variabilité génétique au niveau de ces deux régions a révélé que les populations du
Nord de I’Argentine détenaient une diversité génétique considérable que I'on peut répartir en trois
groupes distincts (Bracco et al.,, 2012). De méme, Bracco et al., (2016) ont repris le génotypage des
19 populations NEA menée par Bracco et al, (2012) avec addition de 12 populations
supplémentaires. Les auteurs remettent en question I'opinion dominante selon laquelle I’Amérique
centrale est considérée comme une zone de contact entre le germplasme des Andes et celui des
terres basses tropicales et mettent en évidence I'existence d’un pool génétique unique localement
adapté. Olmos et al., (2014) ; Olmos et al., (2016) ont également eu recours a l'usage de 74 SSRs dans

I'objectif de caractériser des lignées de mais Argentin .

En Europe, I'emploi des SSR a permis de suivre les tendances temporelles de la diversité génétique
du mais originaire d’Europe centrale au cours des décennies précédentes a travers |I'étude menée par
Reif et al., (2006 b). A cet effet, 85 hybrides de mais ainsi que leur parents denté/corné ou dent/flint
ont été analysés avec 55 marqueurs SSR. Une diminution significative de la diversité génétique a été
révélée au cours de cette période. Toujours a I'échelle européen, et dans I'objectif d’analyser Ia
structuration de la diversité génétique, 72 lignées de mais ont été réparties en deux principaux
groupes chacun subdivisé en trois sous-groupes apres leur génotypage a 452 loci AFLP et 93 loci SSR
(Stich et al., 2006). De méme, I'emploi de 20 SSRs a permis I'identification de 5 groupes distincts lors
de la caractérisation de 15 hybrides de mais originaires de différents pays, a savoir I'ltalie , la

Yougoslavie, la Croatie et la Turquie (Nikhou et al., 2013).

En Europe de I'Ouest, 108 accessions de mais provenant de divers régions Suisses ont fait I'objet
d’une caractérisation a I'aide de 10 SSRs (Echholz et al., 2010). La distinction entre les accessions du
Nord et celles du Sud s’est traduite par la révélation de deux groupes qui se distinguent par leur
données géographiques (Echholz et al., 2010 ; Freitag et al.,2012). En partant vers le Sud, et afin de
comprendre la structuration des populations et la relation qui existent entre elles, 10 races et 82
lignées de mais originaires d’ltalie (Baraccia et al., 2003) et de Romanie (Suteu et al.,2013) ont été
génotypés a I'aide des marqueurs SSR. Le germplasme du mais originaire de la Serbie (Miki¢ et al,,
2017), la Bulgarie (Kostova et al.,2007) et de la Turquie (Comertpay et al.,2012) a également fait

I’objet d’une caractérisation moléculaire basée sur I’emploi des SSR.

En Asie, plus précisément en Inde, une premiere caractérisation génétique des accessions du Nord-
Est de I’'Himalaya (NEH) a été menée par Sharma et al., (2010) et Singode et Prasanna, (2010) qui ont
opté pour le génotypage de 48 accessions a 'aide de 41 et 42 locus SSR respectivement. Une étude

complémentaire a celle précédemment citée a porté sur la caractérisation de 48 accessions de divers
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sites agro-écologiques a I'exception de celles originaires du Nord-Est de I'Himalaya (Samenthi et
prasanna, 2012). Le génotypage par 42 SSRs a révélé une diversité génétique considérable. D’autres
études ont également porté sur I'évaluation et la structuration génétique de 10 lignées de mais
indiennes (Synrem et al.,, 2017) , de 124 (Qi-Lun et al., 2008) et 102 (Wei et al.,2009b ) landraces
chinoises , 51 lignées japonaises (Enoki et al.,2002) et 7 lignées hybrides Thailandaises (Phumichai et

al.,2008)

En Afrique, un programme d’amélioration du mais des hautes terres a été lancé en 1998 en
collaboration avec le CIMMYT. Les objectifs initiaux du programme consistaient a faciliter la collecte,
|’évaluation et la documentation des accessions de mais des hautes terres dans les pays de I’Afrique
de I'Est. Dans le cadre de ce programme, 287 accessions de mais ont été collectées dans les régions
montagneuses de I'Ethiopie. Parmi ces derniéres, 62 ont été génotypées par Beyene et al., (2006b)
au niveau de 20 loci afin d’estimer la diversité génétique et la relation qui existe entre ces accessions
traditionnelles. Une étude similaire a été conduite par Legesse et al., (2007) pour évaluer la diversité
génétique de 56 populations de mais provenant des hautes et moyennes altitudes et originaires
d’Ethiopie et du Zimbabwe. En utilisant 27 SSRs, les auteurs ont pu repartir les populations en

différents groupes selon leur capacité adaptative a différentes altitudes.

Compte tenu de lI'importance de la culture du mais au Ghana, qui est considéré comme le site
d’introduction du mais au continent Africain, Oppong et al., (2014) ont caractérisé 20 populations
originaires du Ghana ainsi que 4 populations témoins d’Amérique latine au niveau de 20 locus SSR.
L’étude a révélé une répartition Nord /Sud des populations a travers la formation de deux grand
groupes. Il est également intéressant de citer I'analyse de 1403 génotypes de mais, qui comprend des
lignées white et Yellow ainsi que des hybrides, tous originaires d’Afrique du Sud (Meinie et Fourie,
2013). Les distances génétiques de Roger’s générées aprés génotypage avec 80 SSRs, ont permis la

séparation des lignées en plusieurs groupes.

En Afrique de I'ouest et centrale, 17 lignées (Adetirimin et al., 2008) et 35 accessions de mais (N’DA
et al., 2016) ont fait I'objet d’une caractérisation a I'aide de 18 et 10 SSRs, respectivement. Nyaligwa
et al, (2015) se sont intéressés a la diversité génétique présente au sein de 79 lignées élites
originaires de 5 pays africains afin de détecter les génotypes uniques intéressants pour les
programmes d’amélioration. Par ailleurs, en Afrique du Nord peu de travaux sur la diversité
génétique du mais ont eu lieu. En Algérie, une seule étude visant a caractériser 15 accessions

originaires du Sud a été conduite par Aci et al., (2013) en employant 18 SSRs.
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Marqueurs SNP

Actuellement les SNPs et les SSRs sont les marqueurs les plus couramment utilisées pour la
caractérisation et I’attribution des accessions de mais a des groupes hétérotiques (Miki¢ et al.,
2017). En effet, cette culture est considérée tres polymorphe avec une moyenne d’un SNP par 50 a
100 pb (Rafalski, 2002). De part leur abondance dans toutes les parties du génome, mais également
leur adaptabilité a un génotypage automatisé, les SNP occupent une place de plus en plus importante
au cour de ces derniéres années. De plus, les progrés récents dans les techniques de séquencage
haut débit ont conduit au développement de microarrays ou puce SNP spécifique pour le mais
capable de marquer des centaines de locus SNP simultanément. Parmi celles-ci, la puce lllumina R
Maize SNP50 (Ganal et al., 2011) conférant une plus haute résolution a été largement utilisée pour
les études génétiques (Huffort et al., 2013 ; Li et al., 2013). Une autre puce de génotypage a haute
densité nommée Affymetrix Maize 600K a été optimisée pour le mais tempéré européen et
américain (Unterseer et al, 2014). Récemment, la puce SNP 55K, considérée comme un outil
potentiellement puissant pour ['évaluation du matériel génétique, la sélection assistée par
marqueurs, la cartographie des locus quantitatifs (QTL) et I'étude de I'association génomique pour le
mais tropical et tempéré, a également vu le jour (Xu et al, 2017). A titre d’exemple, Van
Heerwaarden et al., (2012) ont génotypé 400 accessions de mais en utilisant la puce lllumina R Maize
SNP50. De méme, un ensemble de 45 lignées de mais originaires d’Afrique australe et des Etats -
Unis ont fait I'objet d’un criblage avec 96 SNPs afin d’évaluer la diversité génétique et de classer les

lignées en différents groupes hétérotiques (Richard et al., 2016).

En les comparant avec les SSR, les SNP présentent une meilleurs couverture génomique (Wu et al,,
2016) associée a un taux d’erreurs inférieur a celui des SSR (Jones et al.,, 2007c). De plus, I'emploi
d’une puce SNP est 100 fois plus rapide et 4 a 5 fois moins chére qu’un génotypage SSR sur gel (Yan
et al., 2010). Cependant, les SSR fournissent une résolution plus élevée que celle des SNP, étant
donné que la puissance d'un SSR est similaire a celle de dix SNP (Lu et al., 2009 ; Yan et al., 2009).
Ceci est attribué a la nature biallélique des SNP qui comportent moins de diversité que les SSR ayant
un polymorphisme multiallélique ; ce qui fait que lors d’un génotypage SNP, un grand nombre de
marqueurs est requis pour atteindre un taux de polymorphisme équivalent a celui d’'un génotypage
SSR (Hamblin et al., 2007). En effet, Yang et al., (2011) ont montré que les SSR sont plus informatifs
que les SNP lors de caractérisation de la diversité de 155 lignées de mais . Une étude similaire visant
a étudier la capacité de 89 SSRs et 847 SNPs a déterminer la structure des populations a permis
également de constater que les SSR ont mieux servi a regrouper les individus dans les populations en

les comparant aux SNP (Hamblin et al., 2007).
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I. Matériel végétal

La caractérisation phénotypique et moléculaire a porté sur 60 accessions de mais (Zea mays L.)
représentatives de la variabilité existante dans certaines Oasis du Sahara algérien. Elles font partie
d’une collection de 120 accessions collectées suites a une prospection qui a été menée dans le Sud
algérien. Les missions de prospection, réalisées par Khelifi et Morsli, qui visaient a collecter le
maximum de diversité, ont eu lieu en 2009/ 2010 et ont couvert les différentes régions du grand Sud

notamment les wilayas d’Adrar, Tamanrasset, Bechar, Ghardaia, EI-Oued et Saida.

I.1. Présentation de la zone de prospection

Les accessions caractérisées au cour de cette étude ont été collectées principalement dans la région
du Touat et du Tidikelt qui sont rattachées a la wilaya d’Adrar et de Tamanrasset (Figure 1, Tableau
2). Ces deux régions, avec leur analogue le Gourara, couvrent un cinquiéme du Sahara algérien et
prés d’un sixieme du territoire national (Otmane et Kouzmine, 2013). Cet ensemble régional, le
Touat, le Tidikelt et le Gourara, qui s’étale jusqu’aux confins de I'Erg oriental a I'Est, couvre en grande
partie I'Erg occidental au Nord et s’ouvre sur un immense reg au Sud, le Tanezrouft (Lakhdari, 2015).
Cette zone figure parmi les régions les plus arides au monde (Guillermo, 1993), I’agriculture n’est
donc possible que par I'exploitation des eaux souterraines et, de ce fait, les Oasiens ont creusé aux
bordures du plateau de Tademait des galeries souterraines drainantes « Les foggaras ». Ces galeries
constituent un systeme d’exploitation hydrique ingénieux qui distingue cette zone du Sahara des

autres zones désertiques (Lakhdari, 2015).

La région du Touat, située sur les marges Ouest du plateau de Tademait, est un chapelet de petites
Oasis qui s’égrainent sur les terrasses de la rive gauche de I’Oued Messaoud. Cette vallée, fortement
ensablée n’est autre que le prolongement de I'Oued Saoura qui débouchait dans la Sebkha Mékarane
(Dubost et Moguedet, 1998). Elle comprend douze communes , Tsabit , Sbaa, Bouda, Adrar ,Timmi
,Tamantit , Fenoughil ,Tamest , Zaouit-kounta ,In Zeghmir , Sali et Reggane (Merzaia et al.,2016). De
Tsabit a Reggane, en passant par Adrar, la capitale, on parcourt environ 150 Km et on laisse a sa
droite plus d’une centaine d’agglomérations ksouriennes (Dubost et Moguedet, 1998). Grace a son
dynamisme, le Touat constitue une plaque tournante pour les communications et les routes

commerciales entre le Soudan et les capitales du Maghreb central (Otmane, 2016).
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La région de Tidikelt, située au Sud du plateau de Tademait, est une dépression complexe et
morcelée creusée dans le Continental intercalaire (Despois et Raynal, 1967). Ancienne entité
administrative du Bas-Sahara, cette région est actuellement divisée en deux parties : le Tidikelt
oriental rattaché a wilaya de Tamanrasset et ayant In Salah comme ville principale et le Tidikelt
occidental structuré autour d’Aoulef, son centre culturel et économique, et faisant partie de la
wilaya d’Adrar (Bouhania, 2008 ; Otmane , 2010). Réputé pour ses relations commerciales, Tidikelt
est un espace de connexion entre deux voies du commerce transsaharien qui reliait le Nord du

Maghreb et la boucle du Niger (Otmane, 2010).
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Figure 1 : Présentation des zones de prospection et de collecte des accessions de mais.
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1.2. Stratégie de prospection

L'objectif principal de la prospection est la collecte d’'un maximum de diversité génétique pour
'espece étudiée ; cette diversité conditionnera ensuite toutes les phases de I'amélioration

proprement dite.

Le parcours suivi lors de la prospection a couvert 150 sites de collectes, dans prés de 35 daira
(villages) localisés dans les wilayas de Saida, EI-Oued, Béchar, Ghardaia, Adrar et Tamanrasset. Une
attention particuliere a été accordée au choix des sites de collectes dans la mesure ol des enquétes
ont été menées avec les agriculteurs pour identifier les parcelles ou il existait des plantations
anciennes de mais et ou il n’existait pas de variétés commerciales. Ces plantations se trouvaient
principalement dans les ksours sous forme de petites exploitations agricoles. En revanche, les
parcelles localisées au niveau des villages, pouvant abriter des variétés commerciales importées, ont

été écartées.

Une fiche de récolte a été remplie dans chaque parcelle récoltée. Chaque préléevement est suivi d’un
entretien avec le paysan propriétaire de la parcelle. Les informations relatives aux noms du paysan, a
la variété, a la localisation du village, a I'origine des semences, aux techniques culturales, aux
attaques parasitaires et a la performance agronomique sont recueillies pour chaque échantillon. Les

épis collectés ont été conservés en chambre froide (4°C).
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Tableau 2 : Présentation des 60 accessions Algériennes de mais ayant fait objet de la présente

étude, leur origine ainsi que leurs coordonnées géographiques.

Code Site de collecte Village (Daira) Region Latitude Longitude

TGN Timoghten Aoulef Adrar 27°01'00,70"N  1°00' 23,50"E
MRG El Mergueb Aoulef Adrar 26°58'26,90"N  1°05'01,08"E
BMR Bled Moulay Aoulef Adrar 26°58'26,96"N  1°05'01,08"E

Rechid
GAG Gaougaou Aoulef Adrar 26°58'26,96"N  1°05'01,08"E
Z0lI Zaouia Aoulef Adrar 26°58'26,96"N  1°05'01,08"E
EGC Erg chich Aoulef Adrar 25°49'09,70"N  0° 54'09,00"0
RGN Reggane Reggane Adrar 26°42'56,70"N  0°10'17,00"E
ZRG Zaouit - Reggani Reggane Adrar 26°42'56,70"N  0°10'17,00"E
12G Inzeglouf Reggane Adrar 26°52'55,10"N  0°01' 04,90"0
TMD2 Timadanine Reggane Adrar 26°41'56,00"N  0°06'37,00"E
TNR Tinourt Reggane Adrar 26°42'56,70"N  0°10'17,00"E
BAH Boura Reggane Adrar 26°13'43,90"N  0°32'26,00"0
ALL Allouchia Reggane Adrar 27°39'01,30"N  0°18'54,30"0
MHZ El Maharza Reggane Adrar 26°42'56,70"N  0°10'17,00"E
GNJ Gasbet Nadjar Reggane Adrar 26°42'56,70"N  0°10'17,00"E
BAL Bab Allah Reggane Adrar 26°42'56,70"N  0°10'17,00"E
MHF Mahfoud Reggane Adrar 26°42'56,70"N  0°10'17,00"E
TAO Taourirt Reggane Adrar 26°42'14.60"N  0° 13'01.90"E
TMR Tiouliline Zaouiet kounta Adrar 27°02'20,80"N  0°05'38,30"0
BAJ Bouaj Zaouiet kounta Adrar 27°52'21,13" N 0°17'13,47"E
TLC Tittaouine ech Zaouiet kounta  Adrar 27°04'00,90"N 0°06'17,00"0
cheurfa

TTW Titawine Zaouiet kounta Adrar 27°13'27,21"N  0°12'00,20"0
TDM1 Tidmaine Zaouiet kounta Adrar 27°05'37,80"N  0°07'14,20"0
1ZM Inzegmir Zaouiet kounta Adrar 27°05'47,70"N  0°08' 23,70"0
AZA Azoua Zaouiet kounta Adrar 27°06'49,70"N  0°08'15,10"0
TWR Tiwririne Zaouiet kounta Adrar 27°19'37,30"N  0°13'21,70"0
DRR Adrour Zaouiet kounta Adrar 27°52'27,40"N  0°17'38,00"0
AGL Arhil Zaouiet kounta Adrar 27°21'09,40"N  0°13'55,30"0
TMT Timmassekh Zaouiet kounta Adrar 27°22'37,30"N  0°15'27,40"0
IKS Ikkas Zaouiet kounta Adrar 27°24'23,10"N  0°15'37,80"0
LHM El ahmar Zaouiet kounta Adrar 27°25'20,80"N  0°15'05,60"0
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El Djedid

Oulad bou yahia
Ouled antar
Taberkant
Bahmer
Bahmer

Bour Sidi Youssef
Fenoughil
Bouffaddi
Tamentit

Zaouia Sidi Bekri
Beni tamer

El mansour
Tililane

Adgha

Ouled Aroussa
Igostenne
Foggaret ez zoua
In Salah

In Salah

In Salah

In Salah

In Salah

In Salah

In Ghar

In Ghar

In Ghar

In Ghar

In Ghar

Zaouiet kounta
Zaouiet kounta
Zaouiet kounta
Zaouit kounta
Fenoughil
Fenoughil
Fenoughil
Fenoughil
Fenoughil
Fenoughil
Fenoughil
Adrar

Adrar

Adrar

Adrar

Adrar

In salah

In salah

In salah

In salah

In salah

In salah

In salah

In salah

In Ghar

In Ghar

In Ghar

In Ghar

In Ghar

Adrar
Adrar
Adrar
Adrar
Adrar
Adrar
Adrar
Adrar
Adrar
Adrar
Adrar
Adrar
Adrar
Adrar
Adrar
Adrar
Tamanrasset
Tamanrasset
Tamanrasset
Tamanrasset
Tamanrasset
Tamanrasset
Tamanrasset
Tamanrasset
Tamanrasset
Tamanrasset
Tamanrasset
Tamanrasset

Tamanrasset

27°27'35,40"N
27°28'01,90"N
27°26'49,60"N
27°13'50.20"N
27°29'38,30"N
27°29'38,30"N
27°33'39,20"N
27°40'27,66"N
27°42'44,40"N
27°45'37,80"N
27°47'32,90"N
27°49'41,30"N
27°37'20,30"N
27°53'52,90"N
27°52'06,12"N
27°47'46.80"N
27°15'0 2.60"N
27°21'33,28"N
27°11'48,40"N
27°11'48,40"N
27°11'48,40"N
27°11'48,40"N
27°11'48,40"N
27°11'48,40"N
27°06'27,87"N
27°06'27,87"N
27°06'27,87"N
27°06'27,87"N
27°06'27,87"N

0°16'21,20"0
0° 16' 28,80"0
0°16'02,80"0
0°12'31.50"0
0°17'12,30"0
0°17'12,30"0
0° 18' 34,00"0
0° 18'00,30"0
0°16'22,70"0
0°15'35,90"0
0° 14' 48,40"0
0°16' 13,50"0
0°18' 24,80"0
0° 14' 54,10"0
0°18'06,09' O
0°17'07.50"0
2°38'05.70"E
2°50'42,87"E
2°28'44,90" E
2°28'44,90" E
2°28'44,90"E
2°28'44,90" E
2°28'44,90" E
2°28'44,90" E
1°54'18,13"E
1°54'18,10"E
1°54'18,13" E
1°54'18,13" E
1°54'18,13"E
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Il. Méthodologies
11.1. Caractérisation agro-morphologique

L'objectif de cette partie de I'étude est d’évaluer la diversité agro- morphologique de 60 accessions
de mais originaires des Oasis Sahariennes, notamment ceux de la région de Touat et du Tidikelt, et

de déterminer leur degré de similitude ou de différence par rapport a leur répartition géographique.
11.1.1. Site de I'étude

L’essai expérimental a été mis en place au cour de la saison agricole 2013 a la station expérimentale
de I'Ecole Nationale Supérieure Agronomique (ENSA) située dans le Nord de la plaine Sub-littorale de
la Mitidja a une altitude de 32 m et a 36°47' de latitude Nord et 2°03' de longitude Est. Cette zone
est caractérisée par un climat méditerranéen a hiver doux et humide avec une pluviométrie
moyenne de 600 mm. En se basant sur les analyses granulométriques et physico-chimiques (Bessaad,

2016), le sol présente une texture limoneux-argileuse et un pH légérement alcalin.

Les conditions climatiques qui ont caractérisé la campagne agricole 2013 sont représentées dans le
diagramme ombrothermique élaboré a partir des précipitations et températures moyennes
mensuelles (O.N.M., 2016). Aprés avoir atteint une moyenne de 100 mm pendant le mois de Janvier
et Février, les précipitations ont connu une baisse pendant le mois de Mars et Avril ; ce qui a coincidé
avec la période de semi de la culture. Le mois de Mai était le plus pluvieux durant toute la période de

I’essai (Figure 2).

200 100
N

180 I \ 90

160 I 80

140 ! 70

120 50

100 A J 50

20 \ / \ J A0 Pimm)

- iz
20 —\ ~I 1
| :

T T S S S e L L L
i < _‘!;;\- @"b T.?:!.. \.\t\ b \#\“\ ?‘C'! ! &éﬁ é:zcl b
i el R
o =

Figure 2 : Diagramme ombrothermique de la campagne agricole 2013 (0.N.M., 2016)

36



Matériels et méthodes

11.1.2. Dispositif expérimental

L’essai a été conduit suivant un dispositif de type Augmented Randomized Complete Block Design
(ARCBD) tel que décrit par Federer, (1956) ; un dispositif dans lequel seuls les témoins, ayant des
guantités suffisantes de semences, sont répétés dans chaque bloc. Ces témoins vont servir a

I’estimation de I'erreur expérimentale ainsi que I'effet bloc (Petersen, 1985).

La parcelle expérimentale, ayant une superficie de 903 m? (43x21) comprenait trois blocs espacés de
2m. Au niveau de chaque bloc, sept témoins, dont trois sont originaires des Etats-Unis (BS17, BSL
and Longfellow) et quatre d’Espagne (Norteno, Rastrojero, Tuy and Tremesino), ont été distribués de
facon aléatoire. Les 60 accessions a caractériser ont également été réparties aléatoirement dans
I'ensemble des blocs mais sans répétition. Au final, chaque bloc contenait 20 populations, qui
different d’un bloc a un autre, et 7 témoins répétés au niveau de chaque bloc. Chague accession a
été représentée par une seule ligne de 6 m de long qui comportait 30 graines. Un espacement de 70

cm entre les lignes a permis d’obtenir une densité de 60.000 plant.h™.
11.1.3. Installation et conduite de I’essai

L'installation de I'essai a été effectuée en respectant le principe décrit par Gomez, (1972) selon
lequel les blocs sont perpendiculaires a la pente tandis que les longueurs des parcelles lui sont
paralleles. Un semis direct et manuel a été réalisé le 28/03/2013 a une profondeur de 3 cm et un
espacement de 20 cm entre les poquets. Une fumure de type NPK (15-15-15) a été appliquée
pendant la préparation du sol a raison de 150 kg/ha. L'urée (46 %) a été apportée en deux fractions,
la premiére au stade plantule et la seconde a la montaison (45 jours aprés le semis) a raison de 100

kg/ha chacune.

Un désherbage chimique a porté sur I'usage d’un herbicide sélectif a base du 2.4-D et a raison d’un
litre par hectare au stade début tallage. Un contréle continuel des mauvaises herbes a été effectué
manuellement autant que nécessaire. L'essai a été mené en irrigué grace au systeme goutte a goutte
a raison de deux irrigations par semaine. Chacune dure une heure. A partir du mois de Juin, la durée
de l'irrigation a été augmentée a deux heures de temps puis a trois irrigations par semaines de deux

heures chacune.
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11.1.4.Caractérisation de la collecte

Le choix et I'évaluation des descripteurs ont été effectués en suivant le Manuel des descripteurs du

mais publié par le Conseil International des Ressources Phytogénétiques (IBPGR ,1991) a présent

I'Institut International des Ressources Phytogénétiques (IPGRI). Les données ont été collectées sur 10

plants par accession choisis aléatoirement. Un total de 23 descripteurs dont 17 quantitatifs et 6

qualitatifs ont été évalués a différents stades de développement (floraison, grain laiteux, pré-récolte,

récolte et poste récolte) suivant la nature de chaque trait (Tableau 3). Les données quantitatives

peuvent étre réparties en deux grands groupes : les données relatives a la plante et celles relatives a

Iépi.
Tableau 3 : Récapitulatif des marqueurs agro-morphologiques évalués.
Caracteres quantitatives
Caracteéres Description Unité Abréviation
Levée Nombre de jours entre le semis et le jour ol 50 % des | Jours G50
plantes ont germé.
Pourcentage de plantes Pourcentage de plantes émergées par rapport au % MRG
émergées nombre total semé.
Floraison male Nombre de jours entre le semis et le jour ou plus de 50 | Jours FM
% des plantes produisent du pollen.
Floraison femelle Nombre de jours entre le semis et le jour ou les soies Jours FF
sont visibles chez plus de 50 % des plantes.
Intervalle entre la floraison | Les jours a 50 % de floraison male — les jours a 50 % de | Jours AS|
male et femelle floraison femelle.
Hauteur de la plante (cm) Apres stade grain laiteux. Du niveau du sol a la base de | cm HP
la panicule male.
Hauteur de I'épi (cm) Apres stade grain laiteux : Du niveau du sol au nceud cm HE
d'insertion de I'épi le plus haut.
Longueur de I'épi (cm) / cm LE
Diamétre de I'épi (cm) Mesuré dans la partie médiane de I'épi le plus haut. cm DE
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Diamétre de la rafle (cm) / cm DRF
Diamétre du rachis (cm) / cm DRC
Nombre de ligne par épi / / NLE
Nombre de grain par ligne / / NGL
Nombre d’épi par plant / / NEP
Poids de 100 grains / kg PCG
Rendement / Quintal.h™ RD
Humidité a la récolte / % HMR
Caracteres qualitatives
Vigueur Une échelle de 1-9: 1= faible a 9= Vigoureux. / VG
Dégats sur I'épi Causé par pourriture et / ou insecte / DG
0:aucun, 3 :faible, 5 : moyen, 7 : important.
/ DS
Disposition des rangées Utiliser I'épi le plus haut
de grains sur I'épi 1: Réguliere, 2 : Irréguliére, 3 : Droite ou 4 : Spiralée.
Forme du plus haut épi 1: Cylindrique, 2 : cylindrico-conique, 3 : conique, 4 : / FE
sphérique.
Type du grain Indiquer les types de grains (3 au maximum) dans l'ordre | / TG
de leur fréquence.
Couleur du grain Indiquer les couleurs de grains (3 au maximum) dans / CcG

I'ordre de leur fréquence.
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11.2. Caractérisation moléculaire et analyse de la diversité et la structure génétique

En raison de I'importance de I'analyse moléculaire dans I’étude de diversité et de structure génétique
des populations, nous avons entrepris, a c6té de la caractérisation morphologique, un génotypage
moléculaire des accessions de mais a I'aide des marqueurs SSR qui sont considérés comme les plus

discriminants.

Il s’agit presque du méme matériel végétal précédemment utilisé pour la caractérisation
morphologique a I’exception des accessions AAS, IGS, TAO et TBR ayant déja été caractérisées sur le
plan moléculaire. Apres avoir stérilisé les semences de chaque accession dans une solution
d’hypochlorite de sodium (20%) pendant 20 min, les graines ont été mises a germer dans des boites
de Pétri a 25°C et a I’abri de la lumiére. Pour les accessions ayant des taux de germination faible, un
prétraitement avec une solution de sulfate de calcium CaSo, (0.5mM) sous oxygénation artificielle a

été effectué.

11.2.1. Extraction de ’ADN génomique

La méthode du bulk “ Bulk DNA fingerpriting method " décrite par Dubreuil et al., (1999) et Rebourg
et al.,(2001) a été adoptée pour extraire les ADN génomiques. Pour chaque accession, un bulk de 100
mg de matiére fraiche a été préparé a partir d’'un mélange de quantité égale de jeunes feuilles
provenant de 15 individus différents. Aprés I’étape du broyage de ces bulks avec I'azote liquide dans
des mortiers préalablement stérilisés et refroidis, I'extraction de ’ADN a été accomplie en utilisant le
Kit DNeasy Plant MiniKit (Qiagen, Milano, Italy) suivant le protocole décrit par le fabricant (Annexe
1). Les ADNs extraits ont été soumis a une électrophorése sur gel d’agarose a 1% en présence d’'un
marqueur moléculaire 1Kb (DNA leader Promega) afin de vérifier la présence et I'intégrité des ADNSs.
Par ailleurs, la concentration et le degré de pureté des ADNs sont mesurés par spectrophotométrie a
I’aide du Nanodrop en déposant directement 1ul d’échantillon pour chaque mesure sans avoir besoin

d’effectuer des dilutions.
11.2.2. Génotypage des microsatellites

Cette étape consiste en premier lieu a amplifier des microsatellites par la technique PCR, ce qui
généere un polymorphisme des fragments de longueur variables d’un alléle a I'autre. En marquant
I'une des amorces, nous pouvons déterminer ensuite par électrophorése capillaire la longueur exacte

de chaque alléle.
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11.2.2.1. Amplification des marqueurs SSR avec la méthode M13

Principe : La technique consiste a utiliser une amorce universelle marquée par un fluorochrome afin
de réduire les colts du génotypage (Schuelke, 2000). Avec cette technique, chaque réaction PCR
inclut trois amorces par locus : 'amorce sens (Forward) prolongée en 5’ par I'amorce universelle, la
méme amorce universelle marquée et I'amorce anti-sens (Reverse) (Figure 3) (Tableau 4). L'amorce
universelle utilisée dans cette étude est la queue M13 (-21) de 18 nucléotides dont la séquence est
“TGTAAAACGACGGCCAGT” (Schuelke, 2000). Cette amorce, dérivée d’un vecteur bactérien (Steffens
et al., 1993) est marquée avec un fluorochrome lui conférant un rendement élevé pour la procédure

du génotypage. Dans notre cas, le fluorochrome utilisé était le 6-FAM (6-Carboxyfluorescein) de

couleur bleu.
A
Amorce Forward avec extention M132 en §°
B o~ A ] Amorce Reverse
;ﬁu}
C m Amorce universelle fluorescante M13
D Template
55—, DNA 277777 CACA....(CA),..... CACA RSSESS Template ONA ~—— 3
w —ESS
drans
E
s SEZZ7Z3 CACA. __(CA),.... CACARSSY-—=
Ny
{Em
F &) CACA..._.(CA),... . CACARSSS—=

Figure 3 : Description du protocole d’amplification PCR de type M13 (Schuelke, 2000)

La réaction PCR se déroule en présence de trois amorces. (A) et (B) : représentent les amorces spécifiques aux
microsatellites a amplifier avec présence de I'extension M13 en 5'de I'amorce Forward. (C): correspond a
I'amorce spécifique a la séquence M13 qui est universelle et fluorescente grace au fluorochrome (6-FAM). (D) :
Lors du premier cycle de la PCR, I'amorce sens avec I'extension M13 sont incorporés dans les produits PCR. (E) :
Ces produits PCR formés constituent la cible de 'amorce fluorescente M13 qui sera par la suite incorporée lors
des cycles suivants. (F) : Les produits PCR finaux marqués par le 6-FAM peuvent étre visualisés grace a un systeme
de détection laser.
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Tableau 4 : Liste des marqueurs microsatellites utilisés pour le génotypage des accessions de mais

Motif Tailles
Amorce  Forward Reverse Bin Fluorochrome
de base attendues
umcl1222 CTCAGAACAGAAGCCATCAAAAGC CGTCTTCGTGAGAGACATCCTGT 1.01 (AG)20 123-219 6-FAM
umc1403 GTACAACGGAGGCATTCTCAAGTT TGTACATGGTGGTCTTGTTGAGGT 1.03 (GCA)4  119-150 6-FAM
umc1335 ATGGCATGCATGTGTTTGTTTTAC ACAGACGTCGCTAATTCCTGAAAG 1.06 (AG)24 105-156 6-FAM
umc1165 TATCTTCAGACCCAAACATCGTCC GTCGATTGATTTCCCGATGTTAAA 2.01 (TA)6 135-187 6-FAM
umc1265 GCCTAGTCGCCTACCCTACCAAT TGTGTTCTTGATTGGGTGAGACAT 2.02 (TCAC)4 108-118 6-FAM
phil27 ATATGCATTGCCTGGAACTGGAAGGA AATTCAAACACGCCTCCCGAGTGT 2.08 AGAC 108-131 6-FAM
bnlg1520 TCCTCTTGCTCTCCATGTCC ACAGCTGCGTAGCTTCTTCC 2.09 (AG)22  162-198 6-FAM
phio36 CCGTGGAGAGACGTTTGACGT TCCATCACCACTCAGAATGTCAGTGA 3.04 (AG)n 40-97 6-FAM
umc1963 CTCGTTCGAGGGGATGTACAAG CTTGCACTGGCACAGAGACG 404 (AGC)3  121-132 6-FAM
umc1329 CCTCTCACATCTCCTCTCCCCT GTGTCGGTGTAGGTCTCCGTCTT 406  (GCC)7 75-95 6-FAM
umc1225 CTAGCTCCGTGTGAGTGAGTGAGT TTCCTTCTTTCTTTCCTGTGCAAC 5.08 (AG)6 55-128 6-FAM
umc1424 CCGGCTGCAGGGGTAGTAGTAG ATGGTCAGGGGCTACGAGGAG 6.06 (TCC)7 90-150 6-FAM
bnlg1740 TTTTCTCCTTGAGTTCGTTCG ACAGGCAGAGCTCTCACACA 6.07 (AG)21  110-186 6-FAM
umcl545 GAAAACTGCATCAACAACAAGCTG ATTGGTTGGTTCTTGCTTCCATTA 7.00 (AAGA)4 43-90 6-FAM
umc1327 AGGGTTTTGCTCTTGGAATCTCTC GAGGAAGGAGGAGGTCGTATCGT 8.01 (GCC)4 47-97 6-FAM
umc1984 CTCTGGCCTCTGATACCAGTTGAT CATCCTCCTGCAGCTGTTAACTC 8.03 (CAG)3 85-116 6-FAM
phio27 GCGTACGTACGACGAAGACAC CACAGCACGTTGCGGATTTCTCT 9.03 (GCGCT)n  26-78 6-FAM
phio59 AAGCTAATTAAGGCCGGTCATCCC TCCGTGTACTCGGCGGACTC 10.02 (ACC)n 131-154 6-FAM

Protocole utilisé : Les réactions PCR ont été conduites dans un volume réactionnel de 20 pl
contenant 20 ng d’ADN de chaque bulk, 2ul de tampon PCR, 1U de Taq polymérase, 0.16 uM
d’amorce Forward prolongée avec une extension M13, 0.16 uM de I'amorce universelle fluorescente
M13 couplée au fluorochrome 6-FAM (6-carboxy-fluorescine) et 0.32 uM de I"amorce reverse. Le
programme d’amplification est réalisé en deux boucles avec des températures d’hybridation
différentes. La premiere boucle vise a ce que I’hybridation de I'amorce forward non marquée (queue

+ forward) avec I’ADN substrat soit bien spécifique (température plus élevée) , elle consiste en une
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étape initiale de dénaturation a 95°C pendant 5 min, suivie de 30 cycles a 94°C /30 sec, 56°C /45 sec
et 72°C /45 sec. La seconde boucle de température, qui vise a une bonne amplification de produits
PCR incluant 'amorce M13 marquée, suit immédiatement la premiére et se déroule en 8 cycles de
94°C/30 sec ,53°C /45 sec et 72°C /45 sec (Schuelk, 2000). L'étape finale de I'extension a été

accomplie a 72°C pendant 10 min (Figure 4).

95°C 94°C 72'C | 94°C

5 min

! 45sec '
! i. 45 sec

L Maekes L Made
(___Ampification SSR | (___ Ampiification W13}

Figure 4 : Programme d’amplification utilisé pour le génotypage

11.2.2.2. Séparation par électrophorése capillaire

Principe : Les produits d’amplification ont été visualisés par électrophorése capillaire sur un
séquenceur ABI 3500 (Applied Biosystem). Elle consiste a injecter les fragments amplifiés dans des
capillaires de 36 cm remplis d’un polymere qui, sous l'influence d’'un champ électrique, les faira
migrer et donc les séparer selon leur taille. Les plus petits fragments passent donc en premier devant
une fenétre de lecture qui est dotée d’un laser d’excitation et d’un détecteur de la fluorescence
émise. Lors de leur passage, les fluorochromes fixés sur les produits PCR seront excités et émettront,
en réponse, un rayonnement saisi par le détecteur. Afin de calibrer le signal émis pour chaque
fragment d’ADN et pouvoir détecter sa taille, il est nécessaire d’ajouter un marqueur de taille
fluorescent avec chaque échantillon. Le logiciel couplé au séquenceur reconnait les positions du
marqueur et détermine les tailles en pb correspondantes. En utilisant une ligne de régression, le

logiciel est capable d’estimer les tailles des alléles de chaque échantillon.
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Protocole utilisé : Suite a I'amplification, 0.5 ul de chaque produit PCR est mélangé avec 0.4 pl de
marqueur de taille marqué Gene Scan 600 Liz Size Standard (Applied Biosystem) et 9.1 ul de
formamide HiDi™. Le mélange ainsi constitué est dénaturé a 95°C pendant 5min puis placé
immédiatement dans la glace afin de stopper toute re-naturation éventuelle de I’ADN. Apres

centrifugation rapide, la microplague est introduite dans le séquenceur.
11.2.2.3. Lecture des profils

L'analyse des profils obtenus suite aux génotypage a été effectuée avec le logiciel Gene Mapper
version 5.0 (Applied Biosystem) qui nous a permis de déterminer, pour chaque bulk, les tailles brutes
des fragments microsatellites amplifiés. En effet, ce logiciel présente les résultats sous forme
d’électrophérogramme ou chaque allele est représenté par un pic dont la position correspond a la
taille du fragment amplifié alors que la hauteur représente la fréquence de celui-ci (Figure 5).
L'attribution de la taille moléculaire réelle des alleles a nécessité une lecture répétée des profils

eléctrophorétiques en prenant bien garde aux artéfacts comme les pics parasites ou” Stutters "
présents a un nucléotide d’écart par rapport aux bandes principales. A la fin de cette analyse, les
hauteurs des alléles contenus dans chaque bulk sont regroupés et représentés sous forme de tableau

qui constitue le jeu de donnés qui sera utilisé pour les analyses génétiques.

Hauteur du pic

T ot

Alléle 1 Alléle 2

Figure 5: Exemple d’un électrophérogramme obtenue suite a une électrophorése capillaire sur

séquenceur.
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Ill. Analyse statistique des données
111.1. Données agro-morphologiques

Données quantitatives

Dans un premier temps, une analyse de la variance selon le model ARCBD a été effectuée a I'aide du
logiciel ACBD-R par CYMMYT (International Maize and Wheat Improvement Center), avec comme
source de variation : bloc, témoin, accession, accession x témoin. Cette analyse a permis tout d’abord
d’identifier les variables pour lesquelles il y a effet bloc. Les moyennes de ces variables sont par la
suite ajustées pour toutes les accessions (non répétées) afin d’étre utilisées pour le reste des
analyses. Concernant |'effet accession, lorsqu’une différence significative est révélée entre les
accessions pour un caractére donné, 'ANOVA est complétée par le test de comparaison des
moyennes LSD (Least significant difference) effectué a I'aide du logiciel R version 3.4.1 au seuil de

5% ; I'objectif étant d’identifier les accessions qui different significativement des autres.

Le test de corrélation de Pearson prend en charge tous les traits quantitatifs afin d’estimer les
corrélations entre pairs de caractéres au seuil de 5%. L'analyse en Composante Principale (ACP),
appliquée aux variables ayant montré une différence significative entre les accessions suite a
I’analyse de la variance, a permis d’identifier les traits qui différencient efficacement les accessions
algériennes (XL-Stat version 2017.1). Une Classification Ascendante Hiérarchique (CAH) a ensuite
permis de classer les accessions en clusters ou groupes homogenes selon la méthode d’agrégation de
Ward, (1963) et en employant le logiciel R version 3.4.1. Avant de procéder a |'analyse multivariée
(ACP et CAH), les moyennes de chaque trait ont été standardisées afin de supprimer la différence des

échelles.

Données qualitatives

Dans un premier temps, nous avons analysé les caractéres qualitatifs en élaborant les pourcentages
des différentes modalités de chaque variable pour toutes les accessions. Par la suite, et dans
I'objectif de synthétiser les informations collectées et d’évaluer les principaux caractéres qui se
dégagent de cet ensemble de données, une Analyse des Correspondances Multiples (ACM) suivie
d’une Classification Ascendante Hiérarchique (CAH) ont été réalisées a I'aide du logiciel XL-Stat

version 2017.1 et le logiciel R version 3.4.1, respectivement.
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111.2. Données moléculaires

Le tableau de données brutes présentant la hauteur des alleles contenus dans chaque bulk a été
analysé a I'aide du logiciel “ FreqgsR " pour estimer les fréquences alléliques pour chaque accession.
Par la suite, et grace a un processus de conversion de ces fréquences alléliques a I'aide du
programme F-to-L, nous avons pu déterminer la taille des alléles des individus constituant chaque
bulk (Warburton et al., 2002 ; Debreuil et al.,2006 b). A partir des fréquences alléliques, divers
paramétres de la diversité génétique sont calculés afin d’analyser la diversité et la structure

génétique des accessions de mais. A cet effet, quatre aspects sont pris en considération :
111.2.1. Polymorphisme des marqueurs SSR

Le nombre d’alleles par locus ainsi que l'indice de polymorphisme des loci “PIC” ont été calculés
respectivement par le logiciel GenAlEx version 6.3 et Cervus version 3.0.7. En effet, le PIC nous
renseigne sur la capacité d’'un marqueur a détecter un polymorphisme dans une population (Botstein
et al., 1980). Les valeurs du PIC varient de O pour les marqueurs monomorphes a 1 pour ceux
hautement discriminants. Soit un locus a n alléles, I'alléle i ayant une fréquence pi dans la population,

le PIC de ce locus se calcule selon la formule décrite par Botstein et al., (1980) :

n 0

n—1
pre-1-3si-2|5" 3 ot

i=1 i=1 j=i+1

111.2.2. Analyse de la diversité génétique intra-accession

Dans un premier temps, I'étude a porté sur la mesure de la variabilité génétique au sein des
populations étudiées. Elle a été estimée grace aux parametres suivants: les fréquences alléliques, le
nombre moyen (Na) et total (N) d’alleles et le nombre d’allele efficace (Ne), le taux d’hétérozygotie
(Ho et He), I'indice de diversité de Shannon (I) et I'écart a la panmixie (indice de fixation Fis).
L'ensemble des parameétres de la variabilité génétique intra-accession ont été déterminés grace aux
logiciels GenAlEx version 6.3 (Peakall & Smouse 2006) et GDA

(http://lewis.eeb.uconn.edu/lewishome/software.html).
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Estimation des fréquences alléliques

Comme précédemment cité, les fréquences alléliques pour chaque accession et chaque locus ont été
estimées au moyen du logiciel " Fregs R. La fréquence allélique est, en effet, le paramétre de base
caractérisant une population, elle est d’une grande importance dans le processus d’évolution
puisque les changements génétiques d’une population sont habituellement décrits par des

changements des fréquences alléliques (Berg et Harmick, 1997).

La fréquence d'un allele dans un échantillon est égale a deux fois le nombre d’individus
homozygotes pour cet allele (chague homozygote porte deux copies identiques de I'allele), plus le
nombre des individus hétérozygotes comportant cet alléle (chaque hétérozygote porte une copie),
divisé par deux fois le nombre total d’individus dans I’échantillon (car chaque individu porte deux
alléles a ce locus) (Hartl, 1988). Pour calculer la fréquence Pj, de I'allele i au locus k dans la population

x, la formule suivante est utilisée :
Pikx = 2(nii) + ni/2N

nii est le nombre d’individus homozygotes pour I’allele i au locus k,
ni est le nombre d’individus hétérozygotes pour I'alléle i au locus k,

N est le nombre total d’individus typés au locus k.

Ik
Z Py =1
i=1

Nombre moyen (Na) et total (N) d’alléele et nombre d’alléles efficaces (Ne)

Le nombre moyen d’allele par locus (et ou par population) traduit le polymorphisme génétique d’un

locus (et ou d’'une population), il est calculé selon la formule suivante :
1 .
Na = ¥ini

Avec ni est le nombre d’alléle au locus i et k correspond au nombre de loci étudiés.
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Le nombre total d’alleles (N), quant a lui, ne tient pas compte des fréquences alléliques, et donc il
donne le méme poids a un allele rare qu’a un alléle fréquent dans la population. Pour pallier a ce
probléeme, le concept du nombre d’alléles efficaces a été introduit. Il correspond au nombre
théorique d’alléle possible dans une population de méme taille et de méme hétérozygotie a I'état
stationnaire, mais dans laquelle tous ses alléles auraient la méme fréquence (Kimura et Crow, 1964).
Ce parametre est plus faible que le nombre réel d’alléles sauf dans le cas ou la diversité est maximale

ce qui se traduit par une égalité des fréquences des différentes formes alléliques.
Taux d’hétérozygotie

L'évaluation de la variabilité génétique au sein d’'une population s’effectue généralement en
référence a la proportion d’hétérozygotes au niveau d’un ou plusieurs locus. La maniere la plus
simple est de compter le nombre d’individus effectivement hétérozygotes, ce qui permet de calculer
un taux d’hétérozygotie observée (Ho). Cependant, cette proportion dépend aussi de la maniére
dont les couples de reproducteurs sont constitués. Ainsi, le parametre plus employé pour apprécier
la variabilité intra population est le taux d’hétérozygotie attendue ou espérée (He) mis au point par
Nei (1987), attendu selon I’hypothése de panmixie et compte tenu des fréquences alléliques
observées. Dans une population de tres grande taille, pour un locus ayant n alléles, I'allele i ayant

une frégquence Pi, le taux d’hétérozygotie attendue He se calcule comme suit :

n
He =1 —z:Pi2
i=1

Indice de diversité de Shannon

Ce parametre nous renseigne sur la diversité génétique des populations, plus il est grand, moins les

populations sont homogenes.

S
I = Z(pi * log 2 pi)
i=1
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L’écart a la panmixie

Dans une population panmictique, le taux d’hétérozygotie réellement observée (Ho) est égal au taux
d’hétérozygotie espérée (He) sous I’hypothese d’équilibre de Hardy-Weinberg. Un écart entre Ho et
He peut étre observé en cas de croisement non aléatoire di a I’autofécondation ou I'autogamie. Cet

écart est mesuré a l'intérieur d’une sous population par I'indice de fixation Fis de Wright, (1965).

. Ho
Fis=1——
He

Ho : est la proportion d’individus hétérozygotes observés en moyenne dans une sous population

He : est I’'hétérozygotie théorique espérée ou attendue dans une population en panmixie.

Le Fis varie entre -1 et +1. Les valeurs négatives refletent un excés en hétérozygotes pouvant
résulter d’un flux migratoire important, alors que les valeurs positives traduisent un déficit plus ou

moins important en hétérozygotes. Sous I’hypothese panmictique, on s’attend a Fis=0.
111.2.3. Analyse de la diversité génétique inter-accession

Plusieurs approches ont permis une étude globale de la différenciation des accessions de mais
étudiées. L'indice de différenciation génétique Fst de Wright a été calculé sur les données globales a
I'aide du logiciel GenAlEx version 6.3 (Peakall and Smouse, 2006). Cet indice mesure la réduction
relative des hétérozygotes liée aux différences alléliques entre sous populations. Il est directement
dépendant de la subdivision et il est de ce fait utilisé pour évaluer la différenciation génétique entre
les sous-populations. Sa valeur est toujours positive (0 a 1). En I'absence de subdivision Fst = 0, alors
que cette valeur augmente avec le degré d'isolement des sous-populations entre elles. D’apres

Wright, 1978 :

® Fst=0:les sous-populations sont identiques.

e 0<Fst<0,05:différenciation faible,

0,05 < Fst < 0,15 : différenciation modérée,

0,15 < Fst < 0,25 : différenciation importante,

Fst > 0,25 : différenciation trés importante.

La structure et le niveau de différenciation de ces populations ont également été calculés a I'aide
d’Analyse Hiérarchique de Variance Moléculaire (AMOVA) réalisée par le logiciel Arlequin (Excoffier

et al.,, 1992). Il s’agit d’'une analyse de variance hiérarchique dont les données sont les distances
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génétiques entre individus et dont les hypothéses sont testées par des tests de permutation 1999.
L’AMOVA décompose la variance totale en trois composantes : une variation entre accessions (FST),
entre individus a l'intérieur des accessions (FIS) et entre individus dans la population globale (FIT).
L'hypothese nulle du test spécifie que les individus appartiennent a une méme population génétique
et la significativité des hypothéses alternatives a été testée pour toutes les valeurs par 9999

permutations (logiciel Arlequin, P<0.05).

111.2.4. Analyse de la structure génétique

Les approches de différenciation génétique, cité précédemment, notamment les F-statistiques et
I’AMOVA, s’appuient sur des populations définies a priori. Or les criteres retenus pour définir des
populations a priori peuvent ne refléter que faiblement la structuration réelle. Afin de travailler sans
a priori, une approche multilocus bayésienne a été utilisée pour classer les individus, sans prendre
en compte leur origine, dans un nombre prédéfini de groupes dans I'objectif de détecter une
éventuelle structuration des populations. Cette approche réalisée a I'aide du logiciel STRUCTURE
(Pritchard, 2000) permet d’obtenir le nombre de groupe (K) le plus probable dans lequel se
répartissent les individus étudiés. Ce nombre se détermine grace a la distribution DeltaK en fonction
de K (Evanno et al., 2005). Le nombre K retenu est celui pour lequel DeltaK est maximal. Le modeéle
utilisé est un modele avec admixture ou le génome de chaque individu correspond a une fraction de
chacun des K groupes. La structuration obtenue est représentée par un pourcentage d’appartenance

de chaque individu a ces K groupes.

La différenciation génétique entre les accessions a été également étudiée par I'estimation des
distances génétiques qui fait partie des méthodes les plus classiques pour I'étude des liens
génétiques entre populations. En effet, la distance génétique entre deux échantillons est définie
comme la proportion d’éléments génétiques qu’ils nont pas en commun. Ainsi, on s’attend a D=1
seulement lorsque deux échantillons n’ont aucun élément génétique en commun. La distance
standard de Nei et Li, (1979) DG, basée sur les fréquences alléliques, constitue la distance la plus

utilisée, elle se calcule selon la formule suivante :

DGy, =1 —[2 N11/(2 Nyg + Ny + Noq]

- Ny; est le nombre d'alléles présents chez les deux individus,
- Ny est le nombre d’alléles présents seulement chez l'individu i,

- Ngz c'est le nombre d’alléles présents seulement chez l'individu j.
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Les distances génétiques calculées ont servi de matrice génétique pour établir le dendrogramme en
employant le logiciel MEGA version 6 et suivant la méthode UPGMA (Unweighted Pair Group Method
using Arithmetic averages). Cette méthode suppose que les vitesses d’évolution sont identiques
entre les différentes branches de I'arbre (hypothese de I’horloge moléculaire) et que la distance
mesurée sur l'arbre entre deux populations est proportionnelle au temps de divergence entre ces

deux populations (Berber, 2015).

111.3. Corrélation entre la caractérisation agro-morphologique et moléculaire

L'analyse conjointe des données phénotypiques et du polymorphisme moléculaire pourraient
constituer une base solide pour la valorisation des ressources génétiques locales. La question qui se
pose est de savoir dans quelle mesure la variabilité phénotypique observable pouvait aussi
correspondre a une variabilité génotypique. Afin de répondre a cette question, la relation entre la
matrice des distances euclidiennes basées sur les données morphologiques et celle des distances
génétiques de Nei et Li obtenues avec les marqueurs SSR ont été analysées en utilisant le test de

corrélation de Mantel, (1967) (XLSTAT, version 2017.1).
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Résultats et interprétation

l. Résultats

I.1.Caractérisation agro-morphologique
1.1.1. Caracteres quantitatifs
I.1.1.1.Analyse de la variance (analyse globale)

L'analyse de la variance ANOVA effectuée sur les 17 variables quantitatives a indiqué que la
variabilité introduite par les blocs n’a été observée que pour la hauteur du plant, la hauteur de
I’épi, le diametre de la rafle, le diameétre du rachis, le poids de 100 grains et le rendement. Les
résultats de I'’ANOVA ont également révélé un effet accession et témoin significatifs pour la
majorité des caracteres a I'exception du diameétre de I'épi, le diamétre de la rafle, la longueur de
I’épi, le nombre de grains par ligne et I’humidité a la récolte (Tableau 5). De méme, ’ANOVA a
montré des effets accessions et témoins significatifs pour sept traits qui sont la floraison male et
femelle, la hauteur du plant, le diametre du rachis, le nombre de ligne par épi, le poids de 100

grains et le rendement.

Tableau 5. Degrés de liberté et carrés moyens pour les 17 variables quantitatives sur un

dispositif ARCBD.

Source de ddl G50 MRG FM FF ASI HP
variation
Blocs 2 0,79 103,06 23,1 22,3 1,71 953,35%
Témoins (T) 6 9,26** 994,74** 145,7** 154,8** 22,82*%* 1070,07**
Accessions (A) 59 2,31 121,81 38,2** 43,80%* 4,27 523,88**
TvsA 1 169,91** 11407,1** 1137,0 ** 1719,8*%*  55,09** 44013,56**
Error 12 1,53 117,2 8,88 7,63 3,39 145,95
ddl HE LE DE DRF DRC NLE
Blocs 2 646,71* 3,61 0,29 1,15** 0,20** 0,72
Témoins (T) 6 831,09** 3,96 0,18 0,39 0,03* 9,39%*
Accessions (A) 59 254,17 3,45 0,07 0,13 0,04** 1,63**
TvsA 1 10056,01** 135,88** 3,73 1,01* 0,28** 0,44
Error 12 122,31 2,16 0,1 0,14 0,01 0,23
ddl NGL NEP PCG RD HMR
Blocs 2 7,89 0,46 0,0003** 196,57* 7,049
Témoins (T) 6 27,63 0,25 0,0001** 308,93** 10,484
Accessions (A) 59 11,89 1,16** 0,0005** 137,09* 5,019
TvsA 1 229,69** 6,94** 0,0003** 326.80* 9,475
Error 12 10,06 0,16 5,75E-06 45,63 4,3855

Gso: nombre de jours pour atteindre 50 % de germination ; MRG : pourcentage de plantes émergées; FF : floraison femelle ; FM :
floraison male ; ASI : intervalle entre la floraison male et femelle ; HP : hauteur du plant ; HE : hauteur de I'épi ; DRF : diametre de
la rafle ; DE : diamétre de I’épi ; LE : longueur de I'épi ; DRC : diameétre du rachis ; NGL : nombre de grain par ligne ; NLE : nombre
de ligne par épi , NEP : nombre d’épi par plant ; PCG : poids de 100 grains ; RD : rendement; HMR : humidité a la récolte . (* =
0.01 < p<0.05; **=0.001<p<0.01).
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1.1.1.2. Comparaison des moyennes

Données relatives a la plante

L'évaluation des descripteurs relatifs a la plante a porté sur la levée, le pourcentage de plantes

émergées, la floraison male et femelle, I’ASI ainsi que la hauteur de la plante et celle de I’épi.

Concernant la levée, I'analyse de la variance a mis en évidence un effet accession non significatif (F
= 1.50, P > 0.05) (Tableau 5). Toutes les accessions n’ont atteint 50 % de levée qu’au-dela de 8
jours aprées le semis. L’accession IKS a mis 8 jours contrairement aux accessions TTW, EGC et AAS
ayant pris un maximum de 15 jours (Figure 6). Les témoins différent significativement entre eux

(F=6.05, 0.001 < p <0.01) avec des valeurs maximales pour le T1 et T7.

Levée (Jours)

Levée (Jours)

Figure 6 : Variabilité observée chez 60 accessions de mais pour la levée
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Le pourcentage des plantes émergées par accession par rapport au nombre de plantes semées
varie de 50 a 100 % (Figure 7). Les valeurs minimale et maximale correspondent respectivement
aux populations TMD2 et MHF. En effet, 55% des accessions étudiées présentent des pourcentages
de plantes émergées compris entre 60 et 80 %, alors que chez 32 % d’entre eux ces pourcentages
varient de 80 a 90 %. Par ailleurs, I'analyse de la variance a montré pour ce parametre un effet
témoin trés hautement significatif (F = 8,48, P = 0.0009) et aucun effet significatif des accessions (F

=1.03,P=0.5).
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Figure 7 : Variabilité observée chez 60 accessions de mais pour le pourcentage de plantes
émergées
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Pour les descripteurs de précocité de la floraison male (F = 4.30, P = 0.004) et femelle (F=5.74, P =
0.001), 'ANOVA a montré un effet accession hautement significatif (Tableau 5). Pour la floraison
femelle, le test PPDS a permis de classer les accessions en 17 groupes homogeénes dont les plus
précoces sont constitués par les populations AGL, BAL, SDY, BAJ et TMD1 ayant fleuries aprés
moins de 70 jours (Figure 8). Le groupe le plus tardif est constitué par IGR2, T6, T1, AAS, T3 et TAO
(Tableau 6).

Floraison femelle (Jours)
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Figure 8 : Variabilité observée chez 60 accessions de mais pour la floraison femelle
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Tableau 6 : Classement des groupes homogenes pour le descripteur floraison femelle.

A M GH A M GH A M GH

IGR2 99,61 a T2 79,66 efghijk ANT 74,04 hijkimnopq
T7 97,33 a T™T 79,61 efghijkl INS6 74,04 hijkimnopq
T1 97 a BAH 79,33 efghijkim Z0I 74,33 hijkimnopq
AAS 93,33 ab BFD 79,33 efghijklm BMR 73,33 ijkimnopq
T4 92,66 ab IGRL 79,04 efghijklm DRR 73,33 ijkimnopq
TAO 91,61 ab INS4 79,33 efghijklm INS2 73,33 ijklmnopq
1ZMm 89,61 bc FNJ 78,61 efghijkim IGR3 72,33 jkimnopq
IGS 87,04 bcd EDD 78,33 efghijklmn SBK 72,33 jkimnopq
MHz 87,33 bcd GAG 78,33 efghijklmn TBR 72,33 jkimnopqg
RGN 87,33 bcd IKS 78,04 efghijkimno TWR 73,04 jkimnopq
TLC 86,04 bcde ALL 77,61 efghijklmnop BNT 71,61 kimnopq
FEZ 85,04 bcdef MSR 77,61 efghijklmnop INS1 71,61 kimnopq
TNR 85,04 bcdef ZRG 77,61 efghijkimnop INS5 71,61 kimnopqg
T3 84,33 cdef AZA 77,33 efghijklmnop IGR5 71,04 Imnopq

T5 84 cdef BYY 77,04 fghijklmnop LHM 71,04 Imnopq

T6 83,33 cdef AMR2 76,61 fghijkimnop MHF 71,04 Imnopq
EGC 83,33 cdefg TMD2 76,61 fghijkimnop MRG 70,61 mnopq
GNJ 82,61 cdefgh INS3 75,61 ghijkimnopq TMD1 69,61 nopq

TGN 82,61 cdefgh 12G 75,04 ghijkimnopq BAJ 69,33 opq

AGH 82,04 cdefghi TLL 75,61 ghijkimnopq BAL 69,04 pg

TMR 81,04 cdefghij TMN 74,61 ghijkimnopq SDY 69,04 pq

W 81,04 cdefghij | AMR1 74,33 hijkimnopq AGL 67,33 q

IGR4 80,04 defghijk

A : accession ; M : moyenne ; GH : groupe homogeéne
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Selon la précocité de la floraison male, la PPDS a permis également de dégager 12 groupes
homogenes. Les accessions AGL, TMD1, BAJ, BAL, IGR5, SDY, AZA et BMR constituent les groupes
les plus précoces contrairement aux génotypes IGR2, T1, T7, AAS, TLC, IGS TNR et FEZ qui

constituent les groupes a et b les plus tardifs (Tableau 7, figure 9).

Floraison male (Jours)
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Floraison male (Jours)

Figure 9: Variabilité observée chez 60 accessions de mais pour la floraison male
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Tableau 7 : Classement des groupes homogeénes pour le descripteur floraison male.

A M GH A M GH A M GH
IGR2 97,38 a INS4 76,23 cdefghij INS5 70,38 ghijkl
T 93,66 a ALL 75,38 cdefghij TWR 70,38 ghijkl
AAS 89,23 ab IGR4 75,38 cdefghij BNT 69,38 hijkl
T7 90 ab TMT 75,38 cdefghij INS1 69,38 hijkl
TLC 84,38 bc BYY 74,38 Defghij INS6 69,38 hijkl
IGS 83,38 bed ZRG 74,38 defghij MRG 69,38 hijkl
FEZ 82,38 bcd BAH 74,23 defghij AMR1 69,23 hijkl
TNR 82,38 bcd GAG 74,23 defghij INS2 69,23 hijkl
T4 81,33 cd BFD 74,23 defghij SBK 69,23 hijkl
RGN 81,23 cde T2 74 efghij TBR 69,23 hijkl
T3 81 cde AMR2 73,38 efghijk ANT 68,38 ijkl
MHZ 80,23 cdef INS3 73,38 efghijk LHM 68,38 ijkl
™W 79,38 cdefg MSR 73,38 efghijk MHF 68,38 ijkl
AGH 78,38 cdefgh TLL 73,38 efghijk AZA 68,23 ijkl
GNJ 78,38 cdefgh TMD2 73,38 efghijk BMR 68,23 ijkl
1ZM 78,38 cdefgh EDD 73,23 efghijk IGR3 68,23 ijkl
T5 78,33 cdefgh IKS 71,38 fghijkl BAL 67,38 ikl
T6 78,33 cdefgh 12G 71,38 fghijkl IGR5 67,38 ikl
EGC 78,23 cdefgh TMN 71,38 fghijkl SDY 67,38 ikl
TAO 77,38 cdefghi DRR 71,23 fghijkl BAJ 67,23 ikl
IGR1 76,38 cdefghij zol 71,23 fghijkl TMD1 64,38 kI
TGN 76,38 cdefghij FNJ 70,38 ghijkl AGL 62,23 [
TMR 76,38 cdefghij

A : accession ; M : moyenne ; GH : groupe homogeéne
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L'intervalle entre la floraison male et femelle varie de 1 a 4 jours pour plus de 64 % des populations
et de 5 a 10 jours pour le reste. Les populations INS5 et MRG sont celles ayant I'intervalle le plus
court, contrairement aux génotypes I1ZM, T4 et TAO qui présentent un ASI de dix jours (Figure 10).
Suite a ’ANOVA, la différence entre les accessions s’est révélée non significative pour ce caractere

(F=1.25, P =0.34) alors gu’elle est hautement significative (F =6.71, P = 0.002) pour les témoins.
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Figure 10 : Variabilité observée chez 60 accessions de mais pour |’ASI
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Pour la hauteur des plants mesurées apreés floraison, I’analyse de la variance a révélé une différence
hautement significative entres les accessions (F = 3.58, p = 0.009) et également entre les témoins
(F = 7.33, p = 0.001). La PPDS a montré que les accessions sont distribuées sur 21 groupes
homogenes. Les groupes a et b, constitués par les témoins T7 et T3 et les accessions TLC, IGR2 et
FEZ , se sont distingués par les hauteurs des plants les plus élevés , contrairement au groupe (u) qui

comprend les accessions les moins hautes tel que AGL, BNT, TMD1, INS5 et INS1. (Figure 11,
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Figure 11 : Variabilité observée chez 60 accessions de mais pour la hauteur du plant
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Tableau 8 : Classement des groupes homogenes pour le descripteur hauteur du plant.

Résultats et interprétation

A M GH A M GH A M GH

T7 162.7 a TMR 91.0 defghijkimnopqr TAO 64.9 Imnopqrstu
T3 150.4 ab EGC 89.6 efghijkimnopqgrs MSR 61.2 mnopgrstu
TLC 132.0 abc EDD 88.5 efghijkimnopgrst BAL 60.3 nopgrstu
IGR2 129.8 bcd AMR2 784 fghijkimnopqrstu INS2 59.0 opqgrstu
FEZ 126.7 bcde TMD2 774 fghijkimnopqrstu TBR 58.7 opgrstu
T6 126.6 cde IKS 77.3 fghijkimnopqgrstu TGN 58.8 opgrstu
T4 120.8 cde TMN 77.3 fghijkimnopqrstu ANT 57.6 opqrstu
T5 119.5 cde DRR 75.4 ghijklmnopqrstu IGR5 57.0 pgrstu
T1 119.1 cde T™MT 75.1 hijkimnopqrstu INS6 56.9 pgrstu
AAS 113.7 cdef 1ZG 75.3 hijkimnopqrstu LHM 56.5 pgrstu
IGS 113.2 cdefg GNJ 75.0 hijkimnopgrstu FNJ 53.9 pqrstu
T2 111.9 cdefg ZRG 74.4 hijkimnopqrstu MHF 53.8 qrstu
MHz 109.9 cdefgh TLL 72.6 hijkimnopqrstu ALL 52.1 rstu
TTW 109.0 cdefghi BYY 71.8 hijkimnopgrstu AZA 51.9 rtu

IGR4 107.0 cdefghij SBK 71.5 ijkimnopqgrstu MRG 51.6 rtu

1ZM 102.6 cdefghijk BAJ 71.3 ijklmnopqgrstu SDY 50.8 stu

TNR 101.1 cdefghijkl AMR1 70.9 ijklmnopgrstu TWR 49.0 tu

RGN 100.4 cdefghijkim INS3 69.3 ijklmnopqrstu INS1 47.6 u

GAG 99.8 cdefghijkimn BFD 68.5 jklmnopgrstu INS5 47.2 u

IGR1 94.3 defghijkimno BMR 67.4 jkimnopgrstu TMD1 47.0 u

INS4 93.7 defghijkimnop | ZOlI 66.8 kimnopgrstu BNT 46.2 u

AGH 93.0 defghijklmnop IGR3 65.8 kimnopgrstu AGL 45.7 u

BAH 92.2 defghijkimnopq

A : accession ; M :

moyenne ; GH : groupe homogeéne.
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L’analyse de la variance a aussi montré une différence hautement significative entre les témoins (F
=6.79, p =0.002) et non significative entre les accessions (F = 2.07, p = 0.082) pour le caractére
hauteur de I'épi. Les témoins T3 et T7 et les accessions FEZ, IGR2, AAS, TLC et IGS se sont
distingués par les hauteurs des épis les plus élevées, alors que les accessions TMD1, AGL, AZA,

SDY, MHF, LHM et INS1 ont présenté les hauteurs les plus faibles (Figure 12).
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Figure 12 : Variabilité observée chez 60 accessions de mais pour la hauteur de I'épi
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Résultats et interprétation

Données relatives a I’épi

Les données relatifs a I'épi ont porté sur le diameétre de I'épi , le diameétre de la rafle et du rachis,
la longueur de I'épi, le nombre de grains par ligne, le nombre de ligne par épi ,le nombre d’épi par

plant, le poids de 100 grains, le rendement et I’"humidité a la récolte .

L’analyse de la variance a révélé une différence non significative entre les accessions (F =0.72, p =
0.79) mais également entre les témoins (F = 1.77, P = 0.18) pour le descripteur diamétre de I'épi le
plus haut. Les diamétres varient de 3.91 cm (RGN) a 2.73 cm (TLL) pour les accessions et de 4.15 cm

(T2) a 3.45 cm (T4) pour les témoins (Figure 13).
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Figure 13 : Variabilité observée chez 60 accessions de mais pour le diametre de I'épi
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Résultats et interprétation

En ce qui concerne le descripteur diametre de la rafle, ’ANOVA a mis en évidence une différence
non significative entre les accessions (F = 0.94, p = 0.58) et méme entre les témoins (F = 2.75, p =
0.06). L'intervalle varie de 2.91 cm (IGS) a 1.50 cm (LHM) pour les accessions et de 2.86 cm (T2) a

1.90 cm (T6) pour les témoins (Figure 14).
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Résultats et interprétation

Pour le descripteur diamétre du rachis, I'analyse de la variance a également révélé une différence
significative entre les témoins (F = 4.25, p = 0.015) a tres hautement significatif entre les accessions
(F = 6.25, p = 0.0006). La comparaison des moyennes par le test PPDS (LSD Fisher) a mis en
évidence 15 groupes homogeénes qui se chevauchent (Tableau 9). L'accession INS2 constitue le
groupe de téte (a) avec une moyenne de 1,26 cm alors que I'accession ZOI occupe le groupe de plus

faible diameétre (o) avec une moyenne de 0.49 cm (Figure 15).
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Figure 15 : Variabilité observée chez 60 accessions de mais pour le diametre du rachis
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Résultats et interprétation

Tableau 9 : Classement des groupes homogénes pour le descripteur diamétre du rachis

A M GH A M GH A M GH

INS2 1.26 a IGR5 0.89 cdefghijkl ANT 0.75 efghijkimno
SBK  1.19 b INS3 0.89 cdefghijkl INS5 0.75 efghijkimno
AGH 1.15 bc TNR 0.89 cdefghijkl EDD 0.75 efghijkimno
AAS 1.14 bc DRR 0.87 cdefghijkl ALL 0.74 efghijkimno
IGR3  1.07 bcd BMR 0.86 defghijkl ™T 0.73 efghijkimno
TS5 1.06 bed T6 0.86 defghijkl BFD 0.71 fghijkimno
12G 1.053 bcd T7 0.85 defghijkl FEZ 0.69 fghijkimno
TGN 1.04 bcd IGR1 0.84 defghijkim FNJ 0.70 fghijkimno
INS4 1.02 bcde GNJ 0.84 defghijkim TWR 0.70 fghijkimno
MHzZ 1.01 bcde IGS 0.83 defghijkimn BNT 0.68 ghijklmno
GAG 1.00 bcdef LHM 0.83 defghijkimn TAO 0.68 ghijklmno
ZRG 0.99 bcdef SDY 0.82 defghijklmn EGC 0.68 hijkimno
RGN 0.99 bcdefg TLC 0.83 defghijkimn MRG 0.67 hijkimno
TBR 0.98 bcdefg BYY 0.82 defghijklmn TMN 0.65 ijklmno

T1 0.97 bcdefg TMR 0.81 defghijklmn W 0.63 jkimno

T2 0.97 bcdefg IGR2 0.80 defghijkimno TMD1 0.62 kimno

INS1  0.96 bcdefgh BAL 0.79 defghijkimno IGR4 0.59 kimno

MSR  0.96 bcdefgh T3 0.79 defghijkimno AMR1 0.58 Imno

AGL 0.95 bcdefghi T3 0.79 defghijkimno AZA 0.56 mno

IKS 0.94 bcdefghi AMR2 0.77 efghijklmno INS6 0.55 mno

1ZM 0.93 bcdefghij TMD2 0.77 efghijklmno BAJ 0.52 no

T4 0.92 cdefghij BAH 0.76 efghijkimno p4o]] 0.49 o

TLL 0.90 cdefghijk MHF 0.76 efghijkimno

A : accession, M : moyenne, GH : groupe homogéne
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Le test ANOVA effectué sur la longueur des épis les plus hauts a montré des différences non
significatives entre les accessions (F = 1.59, p = 0.188) et entre les témoins (F=1.82, p =0.175). Les

valeurs sont comprises entre 16.37 cm (IGS) et 7.95 cm (BNT) pour les accessions et 16.64 cm (T7)

Résultats et interprétation

et 13.45cm (T2) pour les témoins (Figure 16).

Les génotypes T7, IGS, IZM, T3, TLC et AAS ont enregistré les valeurs les plus élevées contrairement

aux accessions AZA, MHF, BAJ, BFD, ZOl et TWR caractérisées par les longueurs les plus faibles.
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Figure 16 : Variabilité observée chez 60 accessions de mais pour la longueur de I'épi
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Résultats et interprétation

Suite a I'analyse de la variance, aucune différence significative entre les accessions (F=1.81 ,p=
0.39 ) et également entre les témoins (F = 2.74, p = 0.06) n’a pu étre révélée pour le descripteur
nombre de grains par ligne. Ce nombre varie de 29 (IGS) a 11 (TAO) pour les accessions et de 28
(T3) a 21 (T2) pour les témoins. Les génotypes IGS, T3, IGR4, TLC, AGH, T7, IGR1 et GAG ont
présenté les nombres de grains par ligne les plus élevés contrairement a leurs homologues TAO,
BNT, AZA, BFD, INS3 et INS1. Des écarts importants entre les minima et les maxima ont été

enregistré pour les accessions IGR2, IZM, BMR et MHZ (Figure 17).
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Figure 17 : Variabilité observée chez 60 accessions de mais pour le nombre de grain par ligne.
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Pour le descripteur nombre de ligne par épi, I’ANOVA a révélé une différence trés hautement
significative aussi bien entre les accessions (F = 7.08, p = 0.0003) qu’entre les témoins (F =40.78, p
= 0.0002). La PPDS a dégagé 18 groupes homogenes qui se chevauchent, parmi lesquels le groupe
de téte (a) est constitué des génotypes T1, IGS, IGR2, TNR, IZM et IGR1 qui sont caractérisés par les
nombres de lignes par épi les plus élevés. Par ailleurs, les génotypes INS6, T3, TAO, BAJ, MRG et

MHZ faisant partie du dernier groupe (r) ont enregistré

Résultats et interprétation

(Tableau 10, Figure 18).

Nombre de ligne par epi

Nombre de ligne par epi

les nombres de lignes les plus faibles

207

15

1

o
1

5

[«] [}

D o v
Fansebyistitanilont g iy

A.'I\S I AéL IAMIRM AI‘LIT | B}I\H I Bi\L | BI\;’IRI B‘Il"‘r' I EEI)D 1 FIIEZ I G}I-\G | IGIIR1 I IG;’B | IG;?S l IKIS I IN[S2 1 INISA
AGH ALL AMR2 AZA BAJ BFD BNT DRR EGC FNJ GNJ IGR2 IGR4 IGS INS1 INS3

Accessions

207

157

10

o

TG TRIER R LN

INSS[ 1ZG lLHMlMHZ}MSRlSBKl T1 | T3 I TS ] 117 }TBWRITI:C |TIVIID1|TI‘J'IN |TI\[|1T I'I'ILW[ ZTOI I
INS6 1ZM MHF MRG RGN SDY T2 T4 T6 TAO TGN TLL TMDZ TMR TNR TWR ZRG

Accession

Figure 18 : Variabilité observée chez 60 accessions de mais pour le nombre de ligne par épi
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Résultats et interprétation

Tableau 10 : Classement des groupes homogénes pour le descripteur nombre de ligne par

I'épi.
A M GH A M GH A M GH
T1 13.56 a T5 10.45 hijklm EGC 9.473 mnop
1GS 13.52 ab TLC 10.32 hijklmn ANT 9.42 mnopq
IGR2 13.30 abc INS2 10.27 hijkimn IGR5 9.42 mnopq
TNR 12.62 abcd 12G 10.02 ijklmno ZRG 9.40 mnopqr
1ZM 12.40 abcd INS5 10.00 ijkimno AMR1 9.37 mnopqr
IGR1 12.32 abcde T™MT 10.00 ijklmno LHM 9.32 nopqr
RGN 12.17 bcdef BFD 9.873 ijklmnop T4 9.32 nopqr
AAS 11.87 cdefg SBK 9.873 ijklmnop ALL 9.30 nopqr
AGH 11.82 cdefg AZA 9.773 jkimnop DRR 9.27 nopqr
BMR 11.67 defgh TBR 9.773 jkimnop TMD1 9.10 nopqr
W 11.42 defghi MSR 9.705 jkimnop TMR 8.92 nopqr
INS4 11.37 defghi GAG 9.673 jkimnop IKS 8.92 nopqr
TMN 11.20 defghij p4o]] 9.673 jkimnop AMR2 8.90 nopqr
BAH 11.17 defghijk BAL 9.620 jklmnop T6 8.86 opqr
TGN 11.10 defghijkl BNT 9.605 kimnop MHF 8.62 opqr
T7 11.06 efghijkl TLL 9.605 kimnop TWR 8.52 opqr
FNJ 10.90 efghijklm BYY 9.520 Imnop MHz 8.47 opgr
TMD2 10.80 efghijkim IGR4 9.520 Imnop MRG 8.40 par
FEZ 10.72 fghijklm SDY 9.520 Imnop BAJ 8.37 par
IGR3 10.67 fghijklm INS3 9.50 mnop TAO 8.30 pqr
T2 10.66 ghijklm AGL 9.473 mnop T3 8.16 qr
GNJ 10.60 ghijklm EDD 9.473 mnop INS6 7.82 r
INS1 10.60 ghijklm

A : accession, M : moyenne, GH : groupe homogene
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Résultats et interprétation

Le test ANOVA appliqué sur le nombre d’épi par plant a révélé une différence trés hautement
significative entre les accessions (F = 7.17, p = 0.00032) mais non significative entre les témoins (F =
1.57, p = 0.23). La comparaison des moyennes par le test PPDS a mis en évidence 12 groupes
homogenes devancés par le groupe (a) qui rassemble les accessions les plus productives. Parmi
celles-ci, la GAG, IKS, EDD, TMD2, MRG, BMR et BAL sont en téte du groupe avec des moyennes
comprises entre 3.24 et 2.71 épis. Par ailleurs, la production de I’accession TAO en terme d’épi par
plant se rapproche de celle des témoins T1, T7, et T5 qui occupent ensemble le groupe le moins

productif (I) avec des moyennes comprise entre 1.34 et 1.51 (Tableau 11, figure 19).
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Figure 19 : Variabilité observée chez 60 accessions de mais pour le nombre d’épi par plant
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Résultats et interprétation

Tableau 11 : Classement des groupes homogene pour le descripteur nombre d’épi par plant.

A M GH A M GH A M GH
GAG 3,24 a BAJ 2,34 bcdefgh IGR3 1,94 fghijkl
IKS 3,21 ab TBR 2,34 bcdefgh INS1 1,94 fghijkl
EDD 3,04 abc MHF 2,31 cdefgh TLL 1,94 fghijkl
TMD2 2,84 abcd TLC 2,31 cdefgh BYY 1,91 fghijkl
BMR 2,74 abcde DRR 2,24 cdefghi BFD 1,84 fghijkl
MRG 2,74 abcde INS3 2,24 cdefghi EGC 1,84 fghijkl
BAL 2,71 abcdef AGH 2,21 cdefghi INS4 1,84 fghijkl
AMR1 2,64 abcdefg ANT 2,21 cdefghi W 1,81 ghijkl
TGN 2,64 abcdefg IGR4 2,21 cdefghi TWR 1,81 ghijkl
201 2,64 abcdefg 12G 2,21 cdefghi T4 1,80 hijkl
LHM 2,61 abcdefg TNR 2,21 cdefghi AGL 1,74 hijkl
SDY 2,61 abcdefg BNT 2,14 defghij ZRG 1,74 hijkl
TMR 2,61 abcdefg RGN 2,14 defghij FNJ 1,64 hijkl
AMR2 2,54 abcdefg T™T 2,14 defghij TMD1 1,64 hijkl
INS2 2,54 abcdefg T3 2,13 efghij T6 1,56 ijkl
MHz 2,54 abcdefg FEZ 2,11 efghijk ALL 1,54 ijkl
INS5 2,44 abcdefgh | IGR5 2,11 efghijk AZA 1,54 ijkl
TMN 2,44 abcdefgh IGS 2,11 efghijk 1ZM 1,54 ijkl
BAH 2,44 abcdefgh | SBK 2,04 efghijkl T5 1,51 ikl
IGR1 2,41 abcdefgh T2 2,03 fghijkl T7 1,43 kl
INS6 2,41 abcdefgh GNJ 1,94 fghijkl T1 1,40 |

MSR 2,34 bcdefgh IGR2 1,94 fghijkl TAO 1,34 |

AAS 2,34 bcdefgh

A : accession, M : moyenne, GH : groupe homogéne




Résultats et interprétation

Pour le poids de 100 grains, I'analyse de la variance a révélé une différence trés hautement
significative entre les accessions (F = 92.80, p <0.0001) et entre les témoins (F = 19.15, p <0.0001).
Le test PPDS a révélé |'existence de 10 groupes homogenes. Les valeurs les plus élevées sont celles
du groupe (a) constitué par les populations RGN et MRG et les témoins T3, T5, T6 et T2. A I'opposé,
les accessions TNR, IGR3, IGS, AGL et ALL font partie du dernier groupe qui comporte les valeurs les

plus faibles (Tableau 12, figure 20).

Poids de 100 grains (kg)

Poids de 100 grains (kg)

Figure 20 : Variabilité observée chez 60 accessions de mais pour le poids de 100 grains
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Résultats et interprétation

Tableau 12 : Classement des groupes homogenes pour le descripteur poids de 100 grains.

A M GH A M GH A M GH
T3 0,036 a BYY 0,024 defghi INS1 0,022 fghij
T5 0,034 ab IKS 0,024 defghi INS3 0,022 fghij
MRG 0,033 ab MHF 0,024 defghi INS5 0,022 fghij
T6 0,033 ab W 0,024 defghi 1ZM 0,022 fghij
T2 0,031 bc TWR 0,024 defghi TAO 0,022 fghij
T4 0,03 bed TGN 0,024 efghij BAH 0,02 fghij
TMD2 0,03 bede TLL 0,024 efghij AAS 0,02 fghij
AMR1 0,028 bede TMD1 0,024 efghij BFD 0,02 fghij
IGR2 0,028 cdefg ZRG 0,024 efghij RGN 0,02 fghij
TLC 0,028 bcdef T1 0,023 efghi Z0l 0,02 fghij
TMR 0,028 bedef AGH 0,022 efghij BAL 0,02 ghij
TMN 0,028 cdefg AZA 0,022 efghij IGR1 0,02 ghij
EDD 0,026 cdefg BAJ 0,022 efghij IGR5 0,02 ghij
INS4 0,026 cdefg EGC 0,022 efghij 1ZG 0,02 ghij
SBK 0,026 cdefg FEZ 0,022 efghij LHM 0,02 ghij
FNJ 0,026 defgh IGR4 0,022 efghij ALL 0,02 hij
MSR 0,026 defgh INS2 0,022 efghij BNT 0,02 hij
™T 0,026 defgh INS6 0,022 efghij T7 0,02 hij
BMR 0,024 defgh SDY 0,022 efghij AGL 0,018 hij
DRR 0,024 defgh TBR 0,022 efghij IGS 0,018 hij
GAG 0,024 defgh AMR2 0,022 fghij IGR3 0,016 ij
MHzZ 0,024 defgh GNJ 0,022 fghij TNR 0,016 j
ANT 0,024 defghi

A : accession, M : moyenne, GH : groupe homogeéne
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Résultats et interprétation

L’ANOVA a également révélée une différence significative entre les accessions (F = 3.0, p = 0.02) et
hautement significative entre les témoins (F = 6.77, p = 0.002) pour le descripteur rendement en
grain. Suite a un test PPDS, 11 groupes homogenes ont été dégagés. Les accessions TLC (62.46 q.h’
Y), IKS (58.66 q.h™), IGR4 (54.86 q.h™), GAG (51.70q.h™) et IGR1 (50.85 q.h™) sont en téte du
classement et faisant partie du groupe le plus productif. Les plus faibles rendements sont
enregistrés pour TAO (8.43 q.h™), TWR (13.72 q.h™"), INS6 (14.63 q.h™), INS3 (15.57 q.h™") et BNT
(16.05 g.h™) qui occupent le dernier groupe (Tableau 13, Figure 21).

Rendement (qt.h-1)

Rendement (qt.h-1)

Figure 21 : Variabilité observée chez 60 accessions de mais pour le rendement
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Tableau 13 : Classement des groupes homogenes pour le descripteur rendement en grain.

Résultats et interprétation

A M GH A M GH A M GH
TLC 62.46 a Z0I 34.24 defghi MHF 22.40 ghijk
IKS 58.66 ab MHZ 33.01 defghij T1 22.40 hijk
IGR4 54.86 abc T™T 33.66 defghij EGC 22.00 hijk
GAG 51.70 abcd FEZ 31.93 defghij INS1 21.83 hijk
IGR1 50.85 abcd 15 31.85 efghij TNR 21.54 hijk
INS4 49.91 abcd TMN 31.37 efghij FNJ 20.98 hijk
AGH 48.69 abcde BAL 30.74 efghij AMR2 20.06 hijk
EDD 47.11 abcde GNJ 30.56 efghij INS5 20.05 hijk
AMR1 44.71 abcdef LHM 30.40 efghijk IGR3 19.87 hijk
DRR 42.10 abcdefg 1ZM 30.39 efghijk BFD 19.78 hijk
T3 41.92 bedefg BYY 27.95 efghijk TMD1 19.57 hijk
TGN 41.18 bcdefg BMR 27.13 efghijk T7 19.46 ijk
IGR2 39.48 bcdefgh AAS 26.08 fghijk AGL 19.12 ijk
RGN 39.56 bedefgh | BAJ 25.42 fghijk MSR 16.96 iik
TMR 39.54 bcdefgh | IGRS 25.41 fghijk TLL 16.82 ijk
IGS 37.60 cdefgh SDY 25.16 fghijk T4 16.38 jk
12G 37.24 cdefgh TBR 24.65 fghijk T2 16.12 ik
SBK 37.28 cdefgh AZA 24.63 fghijk BNT 16.05 ik
BAH 36.77 cdefghi ANT 23.88 fghijk INS3 15.57 jk
T6 35.20 defghi INS2 24.81 fghijk INS6 14.63 ik
MRG 34.97 defghi ALL 23.20 fghijk TWR 13.72 ik
TMD2 34.15 defghi ZRG 23.04 fghijk TAO 8.436 k
TTW 34.66 defghi

A : accession, M : moyenne, GH : groupe homogeéne
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P =

1.14

Suite a I'analyse de la variance, aucune différence significative entre les accessions (F

0.09) n’a pu étre révélée pour I'humidité relative

2.39,p=

0.42) et également entre les témoins (F

a la récolte. Cette derniere varie de 8.9 % (TWR) a 18.3 % (IGR4) pour I'ensemble des génotypes

dont 50 % présentent des valeurs supérieurs a 15 % d’humidité (Figure 22).
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Figure 22 : Variabilité observée chez 60 accessions de mais pour I’"humidité a la récolte
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1.1.1.3. Corrélation entre les variables

L'estimation du degré d’association entre les variables quantitatives étudiées a été effectuée par le
test de corrélation de Pearson qui permet une estimation simultanée du sens et de la force d’une
association. Le signe du coefficient de corrélation (r) nous indique le sens de la relation linéaire
entre les variables, alors que la valeur de ce coefficient nous renseigne sur la force de cette
relation. Plus la valeur de r est proche de +1 ou -1 plus I'association entre les deux variables est
forte. Dans le but de caractériser les accessions algériennes, nous avons utilisés les moyennes de 60

accessions sans les témoins.

Une forte corrélation positive (0.95) a un seuil de 5 % a été mise en évidence entre la floraison
male et la floraison femelle. Chacun de ces descripteurs a montré une corrélation forte avec la
hauteur du plant (HP) et la hauteur de I’épi (HE) et une corrélation moyenne avec le diameétre de
|’épi (DE), la longueur de I’épi (LE), le nombre de grains par ligne (NGL) et le nombre de ligne par épi
(NLE). Une corrélation similaire (0.95) a été révélée entre les descripteurs hauteur du plant (HP) et
hauteur de I’épi (HE) qui sont en association positive avec DRF, DE, LE, NGL, NLE, RD et HMR
(Tableau 14). Ces corrélations montrent que les plantes tardives présentent une croissance
maximale et tendent a développer de plus gros épis avec un nombre élevé de ligne par épi et de

grains par ligne pour assurer un bon rendement en grain.

1.1.1.4. Analyse en composante principale (ACP)

Les données des descripteurs quantitatives pour lesquels les accessions différent significativement
ont fait I'objet d’une analyse en composante principale (ACP). L'objectif est de connaitre la relation
qui existe entre les descripteurs considérés et faire ressortir ceux qui ont la plus grande

contribution dans la variabilité entre les accessions.

Seuls les deux premiers axes de I’ACP (Figure 23) qui ont expliqué 63.94 % de la variabilité totale
ont été retenus pour I'analyse. Pres de 43.64 % de cette variabilité est associé a I'axe | (F1) avec une
forte contribution positive des variables précocité a la floraison male (FM) et femelle (FF), la
hauteur du plant (HP) et le nombre de ligne par épi (NLE). Cet axe peut étre décrit comme |’axe de
la précocité et du développement végétatif. L'axe Il (F2) qui a expliqué 20.30 % de la variabilité, est
positivement associé aux variables nombre d’épi par plant (NEP), poids de 100 grains (PCG) et le

rendement en grain (RD) d’ou son appellation axe du rendement (Annexe 2).
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La projection des 60 populations sur le plan formé par les deux premiers axes de I’ACP a fait
apparaitre une variabilité au sein des accessions étudiées démontrée par la dispersion du nuage
des points représentant les accessions (Figure 24). De maniere générale, I'axe | oppose les
accessions les plus tardives et de grande taille TLC, IGR2, AAS, IGS, RGN, FEZ et TNR a celles les plus
précoces et de petite taille AGL, TMD1, MRG, BNT, INS5, INS1 et SDY. Par ailleurs, I'axe 2 a
différencié les accessions les plus productives GAG, IKS, TMD2, MRG, EDD, TMN et TGN par rapport
a leur homologues les moins productives AZA, TAO, AGL, EGC, IZM, BFD et IGR 3. L'axe 1 et 2 ont
isolé respectivement I'accession IGR2 caractérisée par une taille importante et une précocité de la

floraison ainsi que le génotype MRG montrant le poids de 100 grains (PCG) le plus élevé.

Sur la base des traits quantitatifs évalués, nous pouvons dégager les groupes homogenes suivants :

> Le groupe 1 (Vert): localisé du c6té positif de I'axe 1, il comprend 17 accessions
caractérisées par une floraison tardive, une hauteur élevée des plants et un rendement
moyen a élevé.

> Le groupe 2 (Noir) : situé de coté positif de I'axe 2, ce groupe est composé de 10 accessions
caractérisées par une floraison normale, une hauteur moyenne et les composantes du
rendement (PCG et NEP) les plus élevées.

> Le groupe 3 (Rouge) : par opposition au groupe 1, ce groupe se situe du coté négatif de
I’axe 1 ol se positionnent les 33 accessions les plus précoces, les plus petites de taille avec

une productivité (rendement) moyenne a faible.
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Tableau 14 : Les corrélations phénotypiques des descripteurs quantitatifs mesurés pour les 60 accessions de mais

Variables  MRG G50 FF FM AS HP HE DRF DE DRC LE NGL NLE NEP PCG RD  HMR
MRG 1

G50 -0,1321 1

FF 0,0393  0,3514 1

FM 0,0247  0,3480 0,9501 1

Asl 0,0521  0,0841 0,3600 0,0511 1

HP 0,0477 02038 0,8193 0,8660 0,0331 1

HE -0,0291  0,2031 0,8206 0,8900 -0,0348  0,9521 1

DRF -0,2023  0,3694 02118 0,1978 0,0866 0,2879  0,3228 1

DE -0,2497  0,2953 04576 0,4882 0,049 05476 05373  0,4687 1

DRC -0,1953  -0,1148  0,0952 0,0990 0,0088 00767 0,717 -0,1124  0,0717 1

LE -0,1541  0,0738 05801 0,5951 00772 0,6618 0,6688 02503 0,6225 0,1550 1

NGL -0,0900  0,0674 0,957 0,5394 -0,0263 0,6645 0,6455 0,2533 0,5640 0,1554  0,8583 1

NLE -0,1621  0,1704 055406 05710 0,0230 055639 0,6035 0,2975 0,7183 02747 05630 0,5753 1

NEP -0,3239  -0,3136 -0,2046 -0,1397 -0,2372 -0,0310 0,0235 -0,1054 0,0102 0,0619 0,0501  0,0952 -0,1346 1

PCG -0,2081  -0,1331 0,0624 00716 -0,0145 0,1120 0,0983 0,0435 02449 -0,0885 0,0938 0,0259 -0,1007  0,3282 1

RD 0,452 -0,2092 0,3222 03570 -0,0363 0,5802 0,5098 0,0984 0,4000 0,1026 05151 0,7203 03225 0,3157 0,3206 1
HMR 0,120 -0,2229 0,1609 02010 -0,0863 0,4333 0,3488 0,127 0,22995 00122 03485 0,4690 0,1687 0,3708 0,2847 0,7107 1

Les valeurs en gras sont significativement différentes de 0 a un niveau de signification alpha =0.05
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Figure 23 : Cercle de corrélation des variables de I’ACP formé par les axes 1 et 2
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Figure 24 : Projection des 60 accessions de mais sur les deux premiers axes de I’ACP basée

sur les huit descripteurs quantitatifs
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1.1.1.5. Classification ascendante hiérarchique (CAH)

Les valeurs moyennes des 8 variables quantitatives FF, FM, HP, DRC, NLE, NEP, PCG et RD ont servi
de données pour la classification ascendante hiérarchique (CAH). Celle-ci a été établie sur la base
des distances euclidiennes suivant le critére d’agrégation de Ward (1963). L'objectif de cette
analyse est de classer I'ensemble des accessions en un nombre réduit de cluster relativement

homogenes.

Le dendrogramme a permis d’identifier trois clusters homogenes (figure 25) et les caractéristiques
de chaque cluster sont récapitulés dans le tableau 15 et représentés dans la figure 26. La
répartition des accessions au sein de ces clusters rejoint celle établie par I’ACP. Le premier cluster
est composé des 16 accessions les plus tardives (81.37 et 85.62 jours pour la FM et FF,
respectivement), montrant les hauteurs des plants (105.91cm) et les diametres du rachis (0.87 cm)
les plus élevées, un nombre maximal de lignes de grains par épi (11.51), un faible nombre d’épi par
plant (2.08) et un rendement moyen (39.27 qt.h™). Le cluster Il comporte 10 accessions
caractérisées par des floraisons normales (72.36 et 76.72 jours pour la FM et FF, respectivement) et
des hauteurs moyennes des plants (75.96 cm). Un nombre maximal d’épis sont produits par plant
(2.8) avec un nombre moyen de lignes de grains par épi (9.92), un rachis de faible diameétre (0.8cm),
un poids de 100 grains le plus élevé (0.027g) ainsi qu’un rendement maximal (40.38 gt.h™"). Le
dernier cluster rassemble les 34 accessions les plus précoces (70.57 et 74.66 jours pour la FM et FF,
respectivement), caractérisées par les plus petites hauteurs de la plantes (63.03cm), un nombre
minimal de ligne de grains par épi (9.57), un faible poids de 100 grains (0.022) et un rendement en

grain le plus faible (23.49 qt.h™).
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Figure 25:Dendrogramme réalisé a partir des distances euclidiennes calculées sur la

base de huit descripteurs quantitatifs
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Tableau 15 : Valeurs moyennes des caracteres agro-morphologiques pour les trois clusters

générées par la CAH

Cluster FF FM HP DRC PCG NLE NEP RD

1 85,625 81,375 105,9110 ,8720 ,0230 11,519 2,0870 39,2740

2 76,727 72,364 75,9680 ,8000 ,0274 9,927 2,8000 40,3850

3 74,667 70,576 63,0350 ,8380 ,0220 9,579  2,1210 23,4940

1207 W cluster 1
Eciuster 2
W cluster 3

100

80

Valeurs

40

20

I T
DRC PCG MLE MEP RD

Figure 26 : Représentation des caracteres agro-morphologiques des trois clusters générés

parla CAH
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1.1.2. Caracteres qualitatifs

En premier lieu, nous décrivons la variabilité des descripteurs qualitatifs chez la collection de mais

en prenant en compte la variabilité intra-accessions. Par la suite, nous verrons comment se

présentent les différents descripteurs dans I'ensemble des accessions algériennes. Afin de mettre

en évidence les associations entre ces caractéres qualitatifs ainsi que la structuration des

accessions, une analyse des correspondances multiples (ACM) et une classification ascendante

hiérarchique (CAH) ont été réalisées (Tableau 16).

Tableau 16 : Récapitulatif des analyses réalisées dans la caractérisation qualitative de la collection

orange, 7 : tacheté, 8 : extrémité blanche et 9 : rouge

Caractéeres Modalité Abréviation
Vigueur Une échelle de 1-9
- De 1a 3 :vigueur faible
- De 4 a 6 : vigueur moyenne VG
-De 7 a9 :bonne vigueur
Dégats sur I'épi Causés par pourriture et/ou insectes DG
0:aucun, 3 : faible, 5 : moyen, 7 : important
Disposition des rangées 1:Réguliere, 2 : Irréguliére, 3 : Droite ou 4 : Spiralée DS
de grains sur I'épi
Forme du plus haut épi 1: Cylindrique, 2 : cylindro-conique, 3 : conique, 4 : FE
sphérique
1: Farineux, 2 : semi-farineux, 3 : denté, 4 : semi-denté 16
Type du grain ,5 :semi-corné, 6 : corné, 7 : pop, 8 : doux, 9 : opaque,
10 : tuniqué et 11 : cireux.
Couleur du grain 1:Blanc, 2 : jaune, 3 : pourpre, 4 : bigarré, 5 : brun, 6 : CG

Analyse de variabilité inter et intra-accessions

Analyse des correspondances multiples (ACM)

Classification ascendante hiérarchique (CAH)
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1.1.2.1. Variabilité intra-accessions

La caractérisation qualitative de la collection de mais a porté sur 20 plants par accessions qui ont
été évalués pour six descripteurs. La taille importante des individus évalués a permis de révéler une

variabilité intra-accessions pour certains descripteurs.
Forme de I'épi

Une variabilité intra-accession a été observée pour le caractere forme de I'épi exprimée par une
hétérogénéité de ce caractére chez 75 % des accessions et 43 % des témoins. Le maximum de
variabilité a été observé pour IGR2, IGR5, AGL, BAJ, TLC, IGR3, IGR4 et INS6 qui ont présenté a la
fois trois formes différentes. Le reste des accessions ont exprimé une ou deux forme a des
pourcentages différents (Figure 27). La forme cylindrique a caractérisé prés de 38 % des accessions
parmi lesquelles figurent toutes les accessions originaires d’Inghar (Tamanrasset) qui sont au
nombre de 5 ainsi que les sept témoins (T1 a T7), alors que la forme sphérique a été observé chez

AGL et INS6.
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Figure 27 : Variabilité intra-accessions de la forme de I'epi des 60 accessions de mais
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Disposition des rangées de grains sur I’épi

Pour la disposition des rangées de grains, une variabilité intra-accession a été révélée pour la
majorité des accessions a I'exception de ALL, FNJ, TMD1, AAS, DRR, RGN et ZOI qui ont présenté
des grains disposés de fagcon homogéne de maniére réguliere ou irréguliere. Le maximum
d’hétérogénéité a été observé chez 35 % des accessions ayant présenté des grains disposés de trois
manieres différentes. Parmi ces accessions figurent tous les génotypes originaires de In Salah
(Tamanrasset) qui sont au nombre de 6 ; le reste des accessions ont présenté un ou deux types de
réarrangements (Figure 28). Contrairement aux accessions, les témoins ont montré une

homogénéité pour ce caractére a I'exception de T5 et T7.
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Figure 28 : Variabilité intra-accessions de la disposition des rangés de grains des 60
accessions de mais
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Couleur du grain

Concernant les descripteurs du grain, une hétérogénéité de la couleur du grain a été révélée chez
prés de 36 % des accessions qui ont présenté plus d’'une couleur contrairement aux témoins ayant
montré une homogénéité. Ce sont principalement les génotypes ANT, GAG, IZG, IGR1, IGR4, IGR5
et MRG qui ont exprimé le maximum de variabilité intra-accessions ou trois différentes couleurs
sont présentes a des proportions variables. Le reste des accessions ont présenté une a deux

couleurs avec prédominance des couleurs jaune et orange.

La couleur brune a caractérisé les accessions ANT, IGR1, IZG, TNR, INS3 et LHM alors que la couleur
bigarré a spécifié INS4. Par ailleurs, les génotypes AGL, IGR5 et MRG ont présenté la couleur

blanche alors que GAG s’est privilégié par la couleur rouge (Figure 29).
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Figure 29 : Variabilité intra-accessions de la couleur du grain des 60 accessions de mais
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Type du grain

Pour le type du grain qui présente onze modalités, une variabilité a été révélée chez 25 % des

accessions. Le maximum d’hétérogénéité a été observé pour INS4, IGR2 et TLC qui ont présenté

guatre types de grain. Les accessions BMR, IGR4 et TTW ont présenté trois modalités alors qu’EGC,

FEZ, GAG, INS6, MHZ, BAL, SDY, TGN et TMR ont exprimé deux types de grain a différentes

proportions (Figure 30). Par ailleurs, les témoins ont montré une homogénéité pour ce caractére a

I’exception du T3.

Le type de grain farineux a caractérisé les génotypes IGR2, EGC, INS4, TLC et TTW alors que les

types pop et denté ont caractérisé respectivement les accessions (BAL et INS6) par de faibles

proportions ainsi que les témoins (T3 et T7).
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Figure 30 : Variabilité intra-accessions du type du grain des 60 accessions de mais
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Vigueur des plants

Pour la vigueur et les dégats sur I'épi, seul la variabilité inter-accessions a été évaluée pour

I’ensemble des accessions de la collection.

Sur I'ensemble des accessions évaluées 21,66 % présentent une bonne vigueur comprise entre 7 et
9; les génotypes EDD, DRR et IGR1 se sont révélés les plus vigoureux. Par ailleurs 76,66 % des
accessions sont de vigueur moyenne qui varie de 4 a 6 alors que 1.66 % sont de faible vigueur qui
ne dépasse pas la valeur de 3. Quant aux témoins, le T3 et T5 se sont montrés les plus vigoureux

contrairement aux T4 qui a présenté une vigueur faible (Figure 31).

Vigueur

Figure 31 : Variabilité du descripteur vigueur observée chez 60 accessions de mais
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Dégats sur I'épi
Concernant les dégats sur I'épi, 46.66 % des accessions présentent des épis sans dégats, suivie de
33.33 % avec des dégats faibles et 3.33 % avec des épis fortement endommagés. Pour les témoins,

les dégats sont nuls pour T3, faible pour T1, T2, T4 et T6, moyen pour T7 et important pour T5
(Figure 32).
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Figure 32 : Variabilité du descripteur dégats sur I'épi observée chez 60 accessions de mais
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1.1.2.2. Variabilité dans I’ensemble de la collection

Les résultats de la variabilité au sein de la collection de mais évaluée en employant six descripteurs

qualitatifs sont représentés graphiquement (Figure 33 et 34).

Pour les descripteurs de I'épi, 45 % des individus des accessions algériennes présentent des épis de
forme conique contre 14 % pour les individus témoins. 36 % sont de forme cylindro-conique, 18 %
de type cylindrique et seulement 1 % présentant des épis sphériques. Les épis cylindriques sont les
plus fréquents au sein des individus témoins (80 %), suivis des épis cylindro-coniques (23.8 %) et les

coniques (14.28 %) (Figure 33a).

Pour la disposition des grains sur les épis, les accessions ont présenté des grains disposés de fagon
réguliére (34%), irréguliere (33%), spiralée (28%) et droite (5%). Au sein des individus témoins, la
disposition des rangées de grains est majoritairement réguliere (42.85%), droite (38%), et

faiblement irréguliere (14 ,45%) et spiralée (4,7%) (Figure 33b).

Si on considere la fréquence des couleurs des grains au sein de la collection de mais , on constate
que la couleur jaune est la plus fréquente (52 %) suivie des couleurs orange (37 %) , brune (4 %) ,
blanche (3 %), pourpre (1 %) et bigarré (1 %). Pour les témoins, les grains sont de couleur jaune

pour la majorité des individus (86 %), suivie de la couleur orange (14 %) (Figure 33c).

Pour le descripteur type du grain, 88 % des individus des accessions algériennes ont présenté des
grains de type corné contre 42.85% des individus témoins. Des grains de type semi-farineux (5%) et
semi-corné (2%) ont également été observé au sein des accessions alors que le type farineux (19%),

denté (19%) et semi-denté (21,42%) ont caractérisé les individus témoins (Figure 34a).

Dans I'ensemble de la collection, les accessions les plus vigoureuses (7- 9) représentent 21.66 %
contre 1.6 % d’accessions de vigueur faible (1- 3); le reste est pour la plupart des accessions de
vigueur moyenne (4-6). Les témoins quant a eux, présentent des pourcentages proches ou
similaires a ceux des accessions et qui sont par ordre de fréquence décroissant : vigueur moyenne

(57,14 %), bonne (28.57 %) et faible (14.28 %) (Figure 34b).

Les dégats sur I'épi causés par les agents biotiques et abiotiques sont absents pour 41% des
individus de la collection. Des dégats faibles, moyens ou importants ont été enregistrés
respectivement chez 32, 20, et 7 % des individus. Les témoins par contre ont enregistré des dégats
faibles pour 67% des individus contre 17 % de dégats importants ; 16 % des individus ont présentés

des épis non endommagés (Figure 34c).
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Figure 33 : Variabilité des descripteurs forme de I'epi (a) , disposition des rangés de

grains (b) et couleur du grain (c) dans la population globale , exprimé en pourcentage.
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Figure 34 : Variabilité des descripteurs type du grain (a), vigueur (b) et dégats sur I'epi

(c) dans la population globale , exprimé en pourcentage.
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1.1.2.3. Analyse des correspondances multiples (ACM)

L'ACM a permis de caractériser et de regrouper les accessions de mais en se basant sur 'ensemble
des caractéres qualitatifs évalués. Seuls les deux premiers axes de ’'ACM , qui ont expliqué pres de

41% de la variabilité existante , ont été pris en compte (Figure 35).

Pour I'axe 1, ayant absorbé 23.29 % de la variabilité totale , les modalités vigueur moyenne 2 (VG-
M1, 9.5 %), vigueur faible 2 (VG-F2, 4.5%), couleur jaune (CG-2 ,5.8% ), couleur jaune — orange (CG-
2.6, 4.06 %), couleur bigarrée (CG-4, 9.11% ), dégats moyens sur I'épi (DG-M, 11.57 %), disposition
droite (DS-D,17.65 %) , disposition irréguliere (DS-1,5.85 %) , forme cylindrique (F-CL,5.74 %) et
forme conique des épis (FE-CN , 4.7 %) ont représenté 82.25 % de cette variabilité. En effet, I'axe 1
a opposé les modalités forme cylindrique (FE-CL), disposition droite des grains (DS-D) et la vigueur
moyenne 2 (VG-M2) aux modalités forme conique (FE-CN), disposition irréguliere (DS-I) et vigueur

faible 2 (VG-F2).

Les modalités vigueur bonne 2 (VG-B2, 6.9 %), couleur jaune (CG-2, 4.61%), couleur bigarrée (CG-4,
6.27 %) , couleur orange (CG-6, 15.74 %) , couleur orange —rouge (CG-6.9,8.46 %) , dégats nulles
(DG-N, 5.73 %), dégats importants (DG-I, 5.17 %) ainsi que les forme cylindrique a cylindro-conique
(F-CL-CC, 8.55 %) et cylindro-conique a conique (F-CC-CN, 3.59 %) ont présenté 65.02 % de la
variabilité de I'axe 2 qui a absorbé 17.54 % de la variation totale. Cet axe oppose la couleur orange
(CG-6), les dégats nuls (DG-N) et la forme cylindro-conique a conique (F-CC-CN) aux modalités
couleur jaune (CG-2), dégats importants (DG-I) ainsi que la forme cylindrique a cylindro-conique (F-

CL-CC).

La projection des 60 accessions sur le plan formé par les deux axes de I’ACM a montré une
variabilité au sein des accessions démontrée par la dispersion du nuage des points (Figure 36). L’axe
1 a opposé les accessions TTW, MRG et IGR4 caractérisées par des grains de couleur orange, , des
épis de forme cylindriqgue moyennement endommagés aux accessions BMR, IKS, ALL, GNJ et IGR5
qui se distinguent par des grains de couleur jaune et des épis de forme conique avec des dégats
nuls a faibles. L'axe 2 a opposé TMT, INS4 et MSR qui sont moyennement vigoureuses et
présentant des grains de couleur bigarrée aux génotypes IGR2, TNR et TGN qui sont vigoureuses a
grains de couleur orange et des épis non endommagés. Cet axe a également isolé I'accession GAG
caractérisée par des grains de couleur orange et rouge disposés de facon réguliere sur des épis

cylindriques ou cylindro-coniques qui sont faiblement endommagés
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Figure 35 : Répartition des modalités des caracteres qualitatifs sur le plan 1-2 de 'ACM

basée sur les caracteres qualitatifs. Avec : vigueur faible (1 : VG-F1; 2 : VG-F2 ; 3 : VG-F3),

vigueur moyenne (4 : VG-M1;5:VG-M2; 6 : VG-M3) et vigueur bonne (7 : VG-B1 8 : VG-

B2 9:VG-B3)
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Figure 36: Répartition des 60 accessions de mais selon le plan défini par les axes 1 et 2 de

I’ACM basée sur les caracteres qualitatifs
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1.1.2.4. Classification ascendante hiérarchique (CAH)

La classification ascendante hiérarchique des 60 accessions étudiées selon les critéres qualitatifs
évalués a mis en évidence quatre groupes distincts indépendamment de leur origine géographique

(Figure 37).

Le premier groupe est constitué de 12 accessions dont la majorité présente des épis de forme
conique tres résistants aux agents pathogénes. Les grains de couleur jaune sont disposés de fagon
irréguliére ou spiralée, a I'exception d’AAS, IKS et TWR ayant montré une disposition réguliere. Le
deuxieme groupe comprend 19 accessions de vigueur moyenne a bonne. Les épis présentent des
dégats moyens a faibles avec des grains de couleur jaune, a I'exception d’INS4 ayant des grains de
couleur bigarrée. L'ensemble des génotypes présentent des grains disposés de maniére réguliére,

irréguliére ou spiralée.

Le troisieme groupe est constitué de 10 accessions de vigueur moyenne a faible avec des grains de
type corné et de couleur orange disposés de fagon réguliere sur les épis a I'exception d’INS2. Les
dégats causés par les agents biotiques et abiotiques sont faibles a moyens pour I'ensemble des
génotypes, mais importants pour MSR et TNR. Le dernier groupe comprend 19 accessions réparties
en deux sous-groupes. Le premier sous-groupe rassemble 7 génotypes caractérisés par une vigueur
moyenne a bonne et des grains majoritairement de couleur jaune-orange. Les dégats sur les épis
sont faibles a nuls. Le deuxieme sous-groupe, quant a lui, comprend 12 génotypes dont 6 sont les
plus vigoureux de toute la collection. Les épis sont trés résistants aux attaques avec absence totale

des dégats, sur lesquels sont disposés de fagon réguliére des grains de couleur orange.
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Figure 37 : Classification ascendantes hiérarchique (CAH) des 60 accessions de mais selon les

caracteres qualitatifs
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1.2. Caractérisation moléculaire

Dans cette partie, nous présentons les résultats de la caractérisation moléculaire des 56 accessions

de mais des Oasis Sahariennes en se basant sur les marqueurs SSR.
1.2.1. Qualité des ADN extraits

L'électrophorése sur gel d’agarose a 1 % a révélé la présence de bandes fluorescentes non
dégradées (absence de smire), ce qui témoigne la présence d’ADN de bonne qualité. De méme, le
rapport Do260/D0280, compris entre 1.8 et 2 pour la majorité des accessions, a renseigné sur la

pureté des ADN extraits.
1.2.2. Résultats du génotypage

L'analyse des résultats du génotypage a l'aide du logiciel Gene Mapper version 5 (Applied
Biosystem) nous a permis de déterminer la taille des alléles constituants chaque bulk. Les
programmes “ FregsR" et “ F-to-L" ont servi respectivement a I’estimation des fréquences alléliques
ainsi que la distinction entre les individus homozygotes et hétérozygotes en connaissant les
génotypes des individus de chaque bulk. A partir de ces données, différents parametres de la

variabilité génétiques ont été calculés.
1.2.2.1 Polymorphisme et diversité des SSRs

Tous les marqueurs microsatellites utilisés pour le génotypage des accessions algériennes ont
généré des profils polymorphes. Un total de 191 alléles a été amplifié avec une moyenne de 10.61
alléles par locus, allant de 3 alleles pour le locus umc 1265 a 24 pour bnlg 1740 (Tableau 17). Les
marqueurs umc1335, phi036, et umc1222 ont également présenté des nombres élevés d'alleles

avec 19, 19 et 18 alleles, respectivement.

D’une maniere générale, les valeurs PIC calculées pour les 18 loci sont assez élevées avec une
moyenne de 0.575 (Tableau 17). Les valeurs élevées sont obtenues pour les locus umc 1335 (0.825)
et phi036 (0.775), alors que la valeur la plus faible est enregistrée pour phil27 (0.14). Sur

I’ensemble des SSR analysés, 12 marqueurs ont montré des PIC supérieurs a 0.5.
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Tableau 17 : Parametres de la diversité génétique des 18 locus microsatellites utilisés dans I’étude de 56 accessions de mais.

Locus Bin Motif Taille attendue N Ne He Ho 1 PIC Fst  Alléle unique
umci1222 1,01 (AG)20 123-219 18 1,971 0,60888 0,467879 0,834 0,565 0,300 3
umc1403 1,03 (GCA)4 119-150 7 1,962 0,508324 0,454762 0,795 0,481 0,139 1
umc1335 1,06 (AG)24 105-156 19 3,804 0,836405 0,707288 1,510 0,825 0,185 1
umc1165 2,01 (TA)6 135-187 9 2,390 0,73878 0,570238 0,954 0,698 0,272 2
umc1265 2,02 (TCAC)4 108-118 3 2,037 0,62195 0,517576 0,780 0,541 0,241 0
phil27 2,08 AGAC 108-131 4 1,188 0,144801 0,127381 0,230 0,14 0,135 1
bnlg1520 2,09 (AG)22 162-198 14 2,267 0,60129 0,498182 0,932 0,570 0,221 0
phi036 3,04 (AG)n 40-97 19 3,285 0,793641 0,640476 1,369 0,775 0,181 2
umc1963 4,04 (AGC)3 121-132 5 1,858 0,519957 0,443636 0,683 0,434 0,186 1
umc1329 4,06 (Geey7 75-95 5 1,842 0,552878 0,472727 0,673 0,453 0,230 1
umci1225 5,08 (AG)6 55-128 16 2,194 0,64907 0,485714 0,923 0,608 0,265 2
umc1424 6,06 (Tccyz 90-150 15 2,581 0,688878 0,57619 1,056 0,656 0,187 2
bnlg1740 6,07 (AG)21 110-186 24 2,449 0,750754 0,54303 0,990 0,722 0,315 0
umc1545 7 (AAGA)4 43-90 8 2,793 0,722301 0,647273 1,118 0,676 0,158 1
umc1327 8,01 (GCe)a 47-97 8 3,261 0,747462 0,715152 1,342 0,713 0,109 0
umc1984 8,03 (CAG)3 85-116 5 1,453 0,393903 0,31634 0,508 0,362 0,423 0
phio27 9,03 (GCGCT)n 26-78 7 2,705 0,731295 0,630952 1,102 0,683 0,171 1
phi059 10,02 (ACC)n 131-154 5 1,623 0,513202 0,350617 0,534 0,448 0,373 1
Mean 10,61 2,315 0,617987 0,50919 0,908 0,575 0,227

N: nombre d’alléles , Ne: nombre efficaces d’alleles ;1 : Indice de diversité de Shannon [Lewontin (1972)] ; PIC: indice de polymorphisme des

loci ( polymorphic Information Content) ; hétérozygotie observée (Ho) et attendue (He) , Fst:

coefficient de différenciation génétique.



Résultats et interprétation

1.2.2.2. Analyse de la diversité intra-accession

Les fréquences alléliques des 18 microsatellites pour chacune des 56 accessions ont été calculées
par le logiciel” Freqs R ". D’une maniére générale, la distribution des alléles, dont le nombre varie
de 3 pour le locus umc1265 a 24 pour le locus bnlgl740 est assez similaire pour un certain nombre
de loci ou les alléles les plus fréquents étant toujours les mémes pour la majorité des accessions.
C'est notamment le cas des alleles 176,150,108,279,119,123 et 85 qui correspondent
respectivement aux locus bnlg1520, phi059, phi1l27, umc1222, umcl1403, umcl963 et umc1984.
Apres I'analyse détaillée de la répartition des alléles au sein des populations, nous avons constaté
que les accessions MHZ, TLC, TTW, ZRG, EGC et IZM sont celles qui possédent le nombre maximales
d’alléles dont la fréquence est supérieure a 0.8 avec 6 alleles chacune. Le nombre d’allele fixe, dont
la fréquence est égale a 1, est relativement faible pour I'ensemble des accessions. Un nombre
maximal de 3 alléles fixes est enregistré chez I'accession MHF, deux a un alléle seulement ont été
détectés chez 28 accessions, alors que chez les 27 génotypes restants aucun alléle fixe n’a été
observé. Parmi les 191 alléles amplifiés au sein des 56 accessions étudiées, 19 sont des alleles
uniques ayant été détectés au niveau de 13 loci. Le locus umc 1222 a enregistré le plus grand
nombre (3), suivi du marqueur phi 036, umc 1165, umc 1225 et umc 1424 avec deux alléles uniques
chacun. Pour le reste des loci, un seul alléle a été révélé. Ces alléles ont été mis en évidence chez
14 accessions qui sont originaires principalement de Reggane ( BAH, TNR, GNJ, et IZG ) et de In
Salah ( FEZ, INS4, INS6, et INS3), avec un total de 7 et 4 alléles uniques , respectivement (Tableau
18). C’est I'accession BAH qui détienne le nombre maximal (3) suivie d’AMR1, AGH et TNR avec 2

alleles chacune.

Le nombre d’allele efficace (Ne) et I'indice de diversité de Shannon (I) présentent des valeurs
moyennes de 2.315 et 0.908, respectivement. Leur intervalles sont compris entre 1.18 (phil27) et
3.80 (umc 1335) pour (Ne) et 0.23 (phi 127) et 1.51 (umc 1335) pour l'indice de Shannon (l). Pour
I’ensemble des 18 SSR, les accessions algériennes présentent une richesse allélique moyenne (Na)
de 3.87. L’accession AMR1 s’est révélée la plus riche avec une valeur de 5.16, elle est suivie par
LHM et TNR avec des valeurs respectives de 4.83 et 4.77. A l'inverse, les accessions possédant le

moins d’alléles sont TLC (3.11) et INS3 (3.11), suivie de MSR (3.16) et AZA (3.16).

Le taux d’hétérozygotie espérée (He) et observée (Ho) ont été calculés pour chaque population
sous I'hypothese d’équilibre de Hardy-Weinberg (Tableau 18). Les valeurs maximales de ces deux
indices (He= 0.60, Ho= 0.62) ont été enregistrées pour l’accession AMR1, alors que les valeurs

minimales (He= 0.37, Ho= 0.38) ont été observée chez TLC. Nous avons constaté également que

101



Résultats et interprétation

I’hétérozygotie observée (Ho) est inférieure a I’hétérozygotie espérée (He) pour 27 accessions chez
lesquelles les valeurs du coefficient de consanguinité (fis) sont positives. Un constat opposé est
observée chez 22 accessions ayant des Ho supérieures a He, ce qui s’est traduit par des coefficients
de consanguinité négatifs. Par ailleurs, les 7 génotypes restants ont présenté des Ho et He presque
égaux avec des coefficients Fis proche de zéro, indiquant que ces accessions sont en équilibre de
Hardy-Weinberg. Les valeurs moyennes de Ho et He sont 0.510 et 0.512, respectivement,
traduisant un léger déficit en hétérozygotes dans I'ensemble des accessions. Dans la population
globale, le taux d’hétérozygotie attendue (He) varie de 0.144 pour le locus phi 127 a 0.836 pour le
locus umc 1335, avec une moyenne globale de 0.617 (Tableau 17 ). Concernant I'hétérozygotie
observée (Ho), un minimum de 0.127 a été enregistré pour le locus phi 127 et un maximum de
0.715 pour umc 1327, avec une moyenne de 0.509. En comparant ces deux indices, nous
constatons que les valeurs de I’hétérozygotie observée sont plus faibles que ceux de I’hétérozygotie
espérée au niveau de tous les locus ; ce qui révele davantage |'existence d’un déficit en individus

hétérozygotes dans la population globale.
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Tableau

18 : Parameétres de la diversité génétique des accessions Sud Algériennes (Na, He, Ho, Fis et AU).

Accession  Na He Ho Fis AU Accession Na He Ho Fis AU Accession Na He Ho Fis AU
1-AGH 3,78 00,5246 0,4889 0,0704 2 20-TNG 3,278 0,4632 0,4593 0,0089 1 39-EGC 3,778 0,4729 0,4481 0,0542 0
2-DRR 3,78  0,5074 0,4667 0,0829 0 21-TLC 3,111 0,3754  0,3889 -0,0374 1 40-FEZ 3,222 0,481 0,5074 -0,057 1
3-GAG 3,83 0,4955 0,4889 0,0139 1 22-TLL 4,5 0,5553 0,5778 -0,042 0 41-FNG 4,278 0,5545 0,4963 0,1084 0
4-IGR5 3,56 05238 0,5185 0,0104 0 23-TMD2 4,333 0,5467 0,549 -0,0044 0 42-GNJ 3,889 0,5146 0,5222 -0,0154 1
5-IGR3 3,39 04513 0,4148 0,0836 0 24-TMN 3,5 0,463 0,4519 0,0248 1 43-IRG2 4 0,5623 0,5259 0,0669 0
6-INS1 3,56  0,5023 0,5222 -0,0411 0 25-TNR 4,778 0,5651  0,5741 -0,0164 2 44-IGR4 4,611 0,5727 0,5815  -0,0159 0
7-INS3 3,11  0,4527 0,4556 -0,0064 1 26-TWR 4,167 0,5372  0,5111 0,0501 0 45-IGR1 4 05834  0,5704 0,0231 0
8-INS5 3,5 0,4687 0,4392 0,065 0 27-AZA 3,167 0,471 0,4549 0,0353 0 46-INS2 4,5 0,5743 0,6078 -0,0606 0
9-AMR1 5,17  0,6087 0,6296 -0,0357 2 28-TTW 3,333 0,4028 0,3843 0,0476 0 47-INS4 4,556 0,5446 0,5556 -0,0209 1
10-INS6 4,33  0,5331 0,5185 0,0283 1 29-Z0I 3,556 0,4497 0,463  -0,0306 0 48-12G 3,944 0,5487 0,5824  -0,0638 1
11-IKS 4,06  0,5498 0,5481 0,0031 0 30-ZRG 3,778 0,4742  0,4704 0,0084 0 49-1ZmM 3,389 0,4917 0,4778 0,0293 0
12-LHM 4,83 0,5789 0,6222 -0,0777 0 31-AGL 4 0,5045 0,4963 0,0168 0 50-MRG 4,111 0,5327 0,537 -0,0084 0
13-MHF 3,44  0,4427 0,4444 -0,0042 0 32-ALL 3,556 0,4909 0,4588 0,0675 0 51-TMD1 3,333 0,5066 0,4875 0,039 0
14-MHZ 3,61 0,4738 0,4593 0,0318 0 33-ANT 3,778 0,4922 0,4741 0,0381 0 52-TMR 4,333 0,5461 0,5148 0,0592 0
15-MSR 3,17  0,4909 0,4745 0,0345 0 34-BAL 4,111 0,5538  0,5686  -0,0278 0 53-TMT 3,944 0,5235 0,5111 0,0245 0
16-RGN 3,33 0,5024 0,4875 0,0308 0 35-BMR 3,833 0,5153 0,5481 -0,0661 0 54-BAJ 3,778 0,5161 0,5407 -0,0496 0
17-SBK 3,78 0,5594 0,5608 -0,0025 0 36-BNT 4,278 0,5811 0,5741 0,0125 0 55-BFD 4 0,5574 0,5765 -0,0355 0
18-AMR2 4,28  0,4982 0,4926 0,0117 0 37-EDD 3,667 0,4885 0,5 -0,0244 0 56-5BYY 4,222 0,5485 0,5667  -0,0343 0
19-sDY 3,78  0,4545 0,4741 -0,0446 0 38-BAH 4,167 0,5114  0,5444  -0,0672 3 Mean 3,876  0,5123  0,5101 0,0052

Na: Nombre d‘allele moyen, He et Ho: hétérozygotie espérée et observée, Fis: Coefficients de consanguinité AU: alléle unique.
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1.2.2.3. Diversité inter-accessions

D’aprés les résultats des F-statistique de Wright, la valeur du coefficient de différenciation
génétique Fst est relativement élevée pour le locus umc1984 (0.423), alors qu’elle est faible pour
le locus umc1327 (0.109) (Tableau 17). La différenciation moyenne (Fst =0.22) indique que 22% de
la variabilité totale est expliquée par la variation inter-accession, alors que 78% de cette variabilité
est attribuée a la variation intra-accession. Ces résultats ont été confirmés par I'analyse
moléculaire de la variance (AMOVA) qui a révélé une différence significative entre les accessions
(P=0.001) avec un pourcentage de variation inter-accessions de 20 % (Tableau 19). En outre, la
plus grande partie de la variation génétique (79.5%) a été expliquée par les différences au sein

des individus des différentes populations (p=0.001).

Tableau 19 : Analyse moléculaire de la variance (AMOVA) au sein des 56 accessions de mais en

utilisant 18 marqueurs SSR.

Source de variation df SS MS Var. Est. % F-Statistics Value P
Entre accessions 55 2150.823  39.106 1.151 20% Fst 0.202 0.001
Entre individus/accessions 784 3579.233 4.565 0.020 0.50% Fis 0.005 0.172
Au sein des individus 840 3800.500 4.524 4.524 79.5% Fit 0.206  0.001
Total 1679 9530.556 5.696 100%

df : degré de liberté ; SS : somme des carrés, MS : moyenne des sommes des carrés ; Var.Est : variance estimée ; % :
pourcentage de variation.

1.2.2.4. Structure génétique

Méthode de regroupement Bayésien

L'analyse par regroupement bayésien a été conduite a I'aide du programme STRUCTURE. La
procédure D’evanno (Evanno et al., 2005), qui permet d’évaluer le nombre probable K de clusters
en se basant sur DeltaK, a montré la séparation de nos accessions de mais en deux groupes (K=2)
(Figure 38 a) . Les proportions d’appartenance de chaque accession a chacun des deux groupes
génétiques sont représentées dans le tableau 20 et la figure 38 b. Parmi les 56 accessions
génotypées, 29 avaient un coefficient d’appartenance supérieur ou égale a 0.8 et donc ont pu
étre assignées a un groupe bien défini. A l'inverse, les 27 accessions restantes, ont présenté des
proportions inferieures a 0.8 et donc n‘ont pas été affiliées a un groupe particulier ; elles

appartiennent au groupe intermédiaire “ admixture”.
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Le premier groupe (rouge) comprend 10 accessions originaires principalement de Reggane et de
Zaouit-Kounta situé a I'est et au centre d’Adrar, respectivement. Le deuxiéme groupe (vert),
guant a lui, rassemble 19 accessions provenant d’In Salah, Zaouit-Kounta et Reggane ainsi que
d’autres localités. Le groupe intermédiaire est constitué des 27 accessions restantes qui
comprennent toutes les accessions de Fenoughil, certaines accessions d’In Salah ainsi que celles

de Zaouit-Kounta (Tableau 20).

Group 1 Group 2

PadeselatplnyhpgTeBalgdxBal yRadyVulsladatalabaleValeala

Figure 38 : Structure de la diversité génétique des 56 accessions estimée par une approche
bayésienne. (a) : chaque couleur représente un groupe (groupe 1: rouge; groupe 2: vert); (b) : la
hauteur des segments représente la proportion d’appartenance de chaque population (1 a 56) a

chacun des deux groupes.
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Tableau 20 : Présentation des proportions d’appartenance des accessions a chacun des deux groupes suite a I’analyse de la Structure.

Groupe Groupe Groupe
Accession Q= 80% | Accession Q= 80% | Accession Q= 80%
1 2 1 2 1 2
AGH 0,9 0,1 1 TNG 0,68 0,32 Mixture EGC 0,18 0,82 2
DRR 0,55 0,45 Mixture TLC 0,94 0,06 1 FEZ 0,03 0,97 2
GAG 0,42 0,58 Mixture TLL 0,49 0,51 Mixture FNG 0,31 0,69 Mixture
IGR5 0,75 0,25 Mixture TMD2 0,8 0,2 1 GNJ 0,07 0,93 2
IGR3 0,6 0,4 Mixture TMIN 0,4 0,61 Mixture IRG2 0,23 0,77 Mixture
INS1 0,36 0,64 Mixture TNR 0,91 0,09 1 IGR4 0,17 0,83 2
INS3 0,59 0,41 Mixture TWR 0,66 0,34 Mixture IGR1 0,11 0,89 2
INS5 0,4 0,6 Mixture AZA 0,7 0,3 Mixture INS2 0,25 0,76 Mixture
AMR1 0,27 0,73 Mixture Tw 0,91 0,09 1 INS4 0,08 0,92 2
INS6 0,95 0,05 1 zZol 0,84 0,16 1 1z 0,06 0,94 2
IKS 0,35 0,66 Mixture ZRG 0,97 0,04 1 1zm 0,24 0,77 Mixture
LHM 0,64 0,36 Mixture AGL 0,13 0,87 2 MRG 0,15 0,85 2
MHF 0,96 0,04 1 ALL 0,13 0,87 2 TMD1 0,18 0,82 2
MHZ 0,09 0,91 2 ANT 0,17 0,83 2 TMR 0,11 0,89 2
MSR 0,69 0,31 Mixture BAL 0,19 0,81 2 ™T 0,08 0,92 2
RGN 0,95 0,05 1 BMR 0,08 0,92 2 BAJ 0,74 0,26 Mixture
SBK 0,79 0,21 Mixture BNT 0,05 0,95 2 BFD 0,46 0,54 Mixture
AMR2 0,49 0,51 Mixture EDD 0,12 0,88 2 5BYY 0,56 0,44 Mixture
SDY 0,66 0,34 Mixture BAH 0,4 0,6 Mixture Mean
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Classification basée sur les distances génétiques

Les données microsatellites obtenues ont été utilisées pour évaluer les relations génétiques entre les
accessions par le biais de I'estimation des distances génétiques de Nei et Li, (1979). Ces distances
varient de 0.066 a 0.824, ce qui reflete une large variabilité génétique au sein des accessions
sahariennes. Une distance faible entre deux accessions suggéere une similarité vis- a- vis des loci
étudiés, alors qu’une distance élevée traduit la divergence entre ces accessions. L'analyse détaillée
de la matrice des distances génétiques nous a montré que, pour certains couples d’accessions, les
distances génétiques augmentent avec les distances géographiques. En effet, les distances
génétiques les plus faibles (0.066, 0.098 et 0.193) sont enregistrées pour des couples d’accessions
(TMR-TMT, IKS-TMR et BYY-DRR) provenant toutes de la méme région (Zaouit-kounta). D’autres
couples d’accessions (BFD-BYY, INS3-IGR3 et IGR3-INS5) provenant de régions proches ont également
présenté de faibles distances génétiques (0.102,0.117 et 0.114, respectivement). Par ailleurs, la
distance génétique la plus élevée a été enregistrée entre RGN et FEZ qui proviennent respectivement
de deux régions bien distinctes ; Reggane (wilaya d’Adrar) et In Salah (wilaya de Tamanrasset). Elle
est suivie de celles enregistrées entre RGN-AGL (0.770), RGN-EGC (0.736) et AGH-FEZ (0.662) qui
proviennent, deux a deux, de régions éloignées. A contrario, il existe des exceptions pour lesquelles
il n'y pas de cohérence entre les proximités géographiques et les distances génétiques. C'est
notamment le cas entre INS6-INS4 (0.660) et INS6-INS3 (0.523) provenant toutes de In Salah ; MHF-
RGN (0.570) et MHZ-RGN (0.586) originaires de Reggane et présentant des distances géographiques
relativement élevées. Les couples IGR4-TMT (0.083), ANT-IGR4 (0.094) et BYY-INS5 (0.108) sont
génétiquement proches alors qu’elles sont originaires, deux a deux, de localités un peu
distantes. Nous avons également constaté que I'accession RGN, originaire de Reggane, présente des
distances génétiques relativement élevées avec la majorité des accessions ; la distance la plus faible
est de 0.350. Un constat similaire est observé pour ZRG et WTT avec des distances minimales de

0.322 et 0.317, respectivement.

Le dendrogramme généré en utilisant I'algorithme UPGMA a révélé trois clusters (Figure 39). Le
premier cluster, qui comprend 44 accessions, est subdivisé en quatre sous-clusters l.a, I.b, I.c et I.d.
Le sub-cluster l.a rassemble 12 génotypes dont 5 appartiennent au groupe intermédiaire et 6
génotypes figurent dans le groupe 2 identifiés suite a I'analyse par approche bayésienne. Le sous-
cluster I.b comprend également 12 accessions, tandis que le sous-cluster I.c et I.d regroupent 10
accessions chacun. Les clusters Il et Il rassemblent respectivement 7 et 2 accessions qui occupent

principalement le groupe 1. Les trois accessions ZRG, WTT et RGN ont été isolées (out-cluster).

107



Discussion des résultats

-
BNT wen
MHF
o ZRG
AMR! — WTT
126 RGN
G -
P
\‘g,’l

Figure 39 : Dendrogramme UPGMA basé sur les distances génétiques de Nei et Li, (1979) générées
des données SSR des 56 accessions Sud Algériennes.
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1.3. Corrélation entre les données agro-morphologiques et moléculaires

La relation entre la matrice des distances euclidiennes basées sur les données morphologiques et
celle des distances génétiques de Nei et Li a été estimée en utilisant le test de corrélation de Mantel
(1967). D’apres les résultats du test, une corrélation positive et hautement significative entre les

deux matrices a été révélée (r=0.166, p<0.0001.)
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l. Discussion

Il.1. Caractérisation agro-morphologique

Cette partie a porté sur la caractérisation agro- morphologique de 60 accessions de mais (Zea mays
L.) collectées dans le sud Algérien dans I'objectif d’évaluer la variabilité et la diversité génétique au
sein de ces accessions et de connaitre les relations qui existent entre elles. L'utilisation d’un
ensemble de 17 caractéres quantitatifs et 6 caractéres qualitatifs sélectionnés parmi les descripteurs

de I'IBPGR a permis une bonne évaluation de la variabilité phénotypique.
Il.1.1.variabilité agro-morphologique

L’analyse de I'ensemble des données agro-morphologique a mis en évidence la présence d’une large
diversité au sein des accessions étudiées. Cette diversité résulte de I'adaptation de ces accessions
aux conditions environnementales extrémes qui caractérisent leurs régions d’origine. Le plus
souvent, ces accessions sont cultivées dans des sols pauvres et exposées a des températures élevées
et des précipitations faibles ; un environnement qui conduit a la sélection de traits adaptatifs que

I’on trouve dans les environnements extrémes (Hawtin et al., 1996).
Caractérisation par les descripteurs quantitatifs

Concernant les données quantitatives, les accessions different significativement pour la précocité de
la floraison male et femelle (FM et FF), la hauteur du plant (HP), les caractéristiques de I'épi (DR, NLE
et NEP), le poids de 100 graines (PCG) ainsi que pour le rendement (RD). Concernant la précocité a
la floraison, il est important de signaler que la date de floraison est considérée comme un caractere
complexe qui joue un rble crucial dans [l'adaptation du mais aux diverses conditions
environnementales (Chardon et al.,, 2004 ; Buckler et al.,, 2009). Cette adaptation est, en effet,
possible en impliquant des signaux environnementaux et endogenes qui contrélent le moment

optimal pour la transition de la phase végétative a la phase reproductive (Bouchet et al., 2013)

Les populations de mais algériennes originaires des régions subtropicales se caractérisent
généralement par des cycles de développement courts (Rahal-Bouziane, 2006). Cependant, les
accessions étudiées, ayant été caractérisées dans une région tempérées, ont présenté un cycle de
développement moyen et une floraison normale (73 et 77 jours pour la floraison male et femelle,
respectivement). Un tel comportement confirme la capacité d’adaptation des accessions algériennes
aux climats tempérés (Djamel et al., 2011) puisque le mais tropical présente une floraison retardée

et une hauteur élevée lorsqu’il est cultivé dans des zones tempérées (Allison et Daynard, 1979 ;
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Warrington et Kanemassu, 1983 a, et b ). La culture du mais dans les climats tempérés a, en effet, été

rendue possible en sélectionnant des variétés insensibles a la photopériode (Rebourg et al., 2003).

Parmi les accessions étudiées, certaines sont tardives et présentent des hauteurs élevées et des ASI
courts, elles se sont aussi révélées les plus productives, ce qui a été déja constaté par d’autres
auteurs (Shi et al., 2008, Khan et al,, 2011, Wang et al., 2011 ; Bello et al., 2012). Sur le plan
morphologique, la hauteur des plants est fortement associée a la date de floraison du moment que la
formation des entre noeuds s’arréte a l'initiation de la floraison, ce qui signifie que les génotypes les
plus précoces sont généralement les plus courts (Troyer et Larkins, 1985 ; Nazir et al.,, 2010 ; Nzuve
et al, 2014). Une corrélation similaire a été rapportée entre la hauteur du plant et le rendement
(Bello et al., 2010 ; Nazir et al., 2010) suggérant que les plantes hautes possedent un nombre élevé
de feuilles qui accumulent un maximum de matiére seche, ce qui est a I'origine de I'augmentation

des rendements (Nzuve et al., 2014).

L’ASI, qui mesure la synchronisation entre la floraison male et femelle (Bello et Olaoye, 2009),
contribue également a augmenter le rendement d’ol son importance dans les programme
d’amélioration (Ngugi et al., 2013). En effet, sous conditions normales, la floraison male débute 2 a
4 jours avant la floraison femelle (Aslam et al., 2015) ; une réduction de cet intervalle (ASI) augmente
la synchronisation entre les deux types de floraison conduisant ainsi a une augmentation des
rendements, alors qu’une asynchronie peut entrainer des pertes de rendement (Bolanos et
Edmeades ,1996). Selon Dass et al., (2001) ; Ngugi et al., (2013) et Aslam et al., (2015), un court ASI
confere un mécanisme de tolérance a la sécheresse associé a une augmentation des rendements,
alors qu’un long ASI permet d’échapper a ce type de stress avec une baisse importante des
rendements. Parmi les accessions étudiées, prés de 25% d’entre elles ont présenté un ASI inférieur
ou égale a 2 jours, ce qui constitue une source incontournable de génotypes tolérant a la sécheresse

(Dass et al., 2001).

La comparaison des moyennes des données relatives a la plante par le test LSD a révélé une
ressemblance entre les accessions IGR2, AAS, IGS, TLC et FEZ qui sont classées en téte des groupes
avec les génotypes témoins originaires d’Espagne et des Etats-Unis. A I'opposé, les accessions AGL,
SDY, TMD1, AZA et INS1 ont présenté des similitudes pour plusieurs descripteurs, ce qui a conduit a
les classer ensemble au niveau des derniers groupes. Pour certaines composantes du rendement, les
accessions algériennes étudiées se sont révélées meilleures par rapport aux témoins, comme cela a
été le cas pour le nombre d’épi par plant (NEP) et le rendement en grains (RD) ou les témoins ont

occupé les derniers groupes.
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Caractérisation par les descripteurs qualitatifs

Pour les caractéres qualitatifs, les accessions ont montré une grande variabilité pour la forme de I'épi
ainsi que pour la disposition des rangées des grains. Les épis sont majoritairement de type conique a
cylindrique. Les grains sont disposées de différentes maniéres et a des proportions variables qui
coincide avec celles rapportées par Twumasi et al., (2017) suite a I"évaluation de 60 accessions de

I'IPGRI.

Concernant le type et la couleur des grains, les accessions ont présenté une variabilité faible avec la
dominance du grain de type corné et de couleur jaune, ce qui est en accord avec la description des
60 accessions de I'IPGRI (Twumasi et al.,, 2017). Les couleurs orange, blanche et pourpre ont
également été observées chez les accessions algériennes, mais également chez les accessions
Turques (Okumus, 2007), portugaises (Angelo et al., 2008) et Albanaises (Elezi et al., 2013). En effet,
les pigments caroténoides et les anthocyanines sont a I'origine des différentes couleurs que peuvent
avoir les grains de mais (Zilic et al., 2012). Les pigments caroténoides, lorsqu’elles sont présents a des
guantités variables, conférent les nuances de la couleur jaune jusqu’a I'orange. Les anthocyanines,
quant a eux, conferent la couleur pourpre, violette et noir (Rodriguez et al.,, 2013) alors que la

couleur blanche résulte de I'absence des deux types de pigments (Ford, 2000).

L’évaluation des dégats sur I'épi causés par les différents agents biotiques et abiotiques a révélé que
presque la moitié des accessions sont résistantes. Le reste d’entre elles ont présenté des dégats
faibles, moyens a importants causés principalement par la pourriture et les insectes. Chez le mais, la
pourriture des épis est a |'origine des baisses des rendements (Duarte et al., 2009) causé par la

réduction du poids et de la qualité des grains (Matiello et al., 2015).

11.1.2. Corrélations entre les variables

Les corrélations entre les différents caractéeres agro-morphologiques ont été mises en évidence en
utilisant le test de Pearson. Les plus significatives ont été enregistrées entre la floraison male et la
floraison femelle et entre la hauteur du plant et celle de I'épi ce qui concorde avec les corrélations
annoncées par Beyene et al., (2005a). Les résultats obtenus sur les corrélations phénotypiques ont
également montré que de nombreux traits étaient significativement et positivement corrélés les uns
avec les autres, ce qui avait déja été constaté par d’autres auteurs (Bolafios et Edmeades, 1996 ;

Mijangos-Cortés et al., 2007 ; Comertpay et al., 2012 ; et Igbal et al., 2015).
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La détermination des corrélations entre les caractéres d’intérét est tres utile dans les programmes
d’amélioration et devrait étre prise en compte par les sélectionneurs. Cependant, la sélection des
traits appropriés doit étre accomplie et vérifiée dans différentes conditions agro-climatiques, car en
dépit des facteurs génétiques, d’autre facteurs probablement environnementaux peuvent influencer
les corrélations entre les caracteres (Ylcel et al, 2009). Selon Falconer et Mackay (1996), les
corrélations phénotypiques sont la résultante des corrélations génétiques et des corrélations
environnementales entre deux caractéres. Si les deux caractéres ne sont pas sous fort contréle
génétique, alors les corrélations phénotypiques sont principalement déterminées par les corrélations
environnementales. Si I'héritabilité est élevée, les corrélations phénotypiques seront alors

déterminées principalement par les corrélations génétiques.

11.1.3. Regroupement des accessions basé sur I’analyse multivariée

Les moyennes ajustés des variables FM, FF, HP, NLE, DRC, NEP, PCG et RD ont servi a classer les
accessions en se basant sur les traits les plus discriminants. Les deux premiers axes de I’ACP ont
permis de répartir les 60 accessions en trois groupes en se basant sur leur similitude pour les
caracteres FF, FM, HP, NLE, PCG et RD qui ont fortement contribué a les différencier . Ces variables
font partie des traits morphologiques et agronomiques les plus héritables et les plus discriminants
pour la classification du mais (Sanchez et al., 1993). Les principaux traits ayant servie a répartir les
accessions sahariennes ont contribué également a séparer les populations Ethiopiennes (Beyene et
al., 2005 a), Italiennes (Hartings et al., 2008) et Indiennes (Kumari et al., 2017). De méme, Mijindos —
Cortes et al., (2007) et Jaric et al., (2010) ont indiqué que la hauteur des plants et des épis sont les
criteres les plus discriminants pour identifier les populations de mais originaires de Serbie et du

Mexique, respectivement.

Le regroupement des accessions suite a une classification ascendante hiérarchique basée sur les huit
traits quantitatives a permis d’identifier trois clusters presque identiques aux trois groupes générées
par I’ACP. Le premier groupe comprend les accessions les plus tardives et les plus hautes avec des
rendements élevés a moyens, contrairement au troisieme groupe qui rassemble les accessions les
plus précoces et les plus petites de taille avec des rendements moyens a faibles. Le deuxieme groupe,
quant a lui, regroupe les génotypes les plus productives et présentant majoritairement des épis

résistants aux agents pathogenes.

Pour les deux types de descripteur, quantitatifs et qualitatifs, les accessions collectées dans la méme
région ont été réparties dans des clusters ou groupes différents indiquant que la classification de ces

génotypes s’est faite selon leur performance pour les traits évalués et indépendamment de leur
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origine géographique. L'absence de relation entre la structuration des accessions et leur origine
géographique avait déja été constaté lors de la classification des populations Italiennes (Harsting et
al., 2008) et Indiennes (Sharma et al., 2010). Elle est attribuée aux flux géniques ayant conduit a un
mélange extensif du germplasme entre les champs voisins, d’une part, et a I’échange des semences

entre agriculteurs de régions distincts, d’autre part (Comertpay et al., 2012).

En guise de conclusion, la caractérisation de I'ensemble de la collection a révélé une grande
variabilité phénotypique au sein des accessions et a fait apparaitre celles qui ont des traits d’intérét
agronomique. En effet, le rendement et les critéres d’adaptation aux climats (Asare et al., 2016) tels
que la date de floraison (Buckler et al., 2009) sont les principaux traits recherchés dans les
programmes d’améliorations du mais. En premier lieu, il est important de citer l'intérét des
accessions du cluster 2 qui se sont révélés les plus productives. En outre, les accessions étudiées ont
présenté une grande variabilité pour la date de floraison, ce qui confirme leur potentialité adaptative
aux divers conditions environnementales (Djemel et al, 2011). Les accessions les plus précoces,
adaptées a des saisons de pluie courte, fourniraient aux sélectionneurs un trait simple pour échapper
au stress hydrique (Bello et al.,, 2012). De méme, les génotypes caractérisées par de courts ASI
peuvent également servir a la tolérance a la sécheresse. Selon Ngugi et al., (2013) ces deux
caracteres semblent ne pas étre liés génétiquement, et il est donc possible de combiner le
mécanisme d’échappement a la sécheresse, conféré par la précocité, a celui de la tolérance lié a de

court ASI.
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11.2. Caractérisation moléculaire

La connaissance préalable de la diversité génétique constitue une étape clé et primordiale pour tous
programme d’amélioration du mais (Reif et al, 2004). En effet, I'étude du polymorphisme
nucléotidique, par le biais des marqueurs moléculaires, est considérée comme un outil direct et
fiable pour une meilleure estimation de cette diversité. Dans ce contexte, un ensemble de 56
accessions de mais, originaires des Oasis Saharienne du Sud d’Adrar, ont fait I'objet d’un génotypage

SSR sur séquenceur en adoptant la stratégie du bulk.
11.2.1. Polymorphisme et diversité allélique

Tous les loci analysés se sont montrés polymorphes, et ont, par conséquent, été retenus pour les
analyses de la diversité et la structure génétique. Au total, 191 alléles ont été amplifiés avec une
moyenne de 10.61 alleles par locus. Des valeurs similaires de 10.2 et 10.5 ont été annoncées suite au
génotypage de 8 et 19 populations de mais originaires, respectivement, du Nord-ouest (Lia et al,,
2009) et Nord-est (Bracco et al.,2012) de I'Argentine. Cependant, un grand nombre d’alléles par
locus (21.7) a été rapporté lors de I'analyse de 260 lignées de mais (Liu et al., 2003) contrairement a
ce qui a été annoncé suite a I'analyse du mais suisse (Freitag et al.,2012) et celui originaire d’Ethiopie
(Beyene et al.,, 2006b) ayant révélé des moyennes de 6.2 et 4.9, respectivement. De méme, une
moyenne de 5.8 alléles a été rapporté par Aci et al., (2013) lors de I'évaluation d’une quinzaine
d’accessions algériennes en utilisant le méme jeu de marqueurs SSR révélés par électrophorése sur
gel de polyacrylamide. Cette différence pergue au niveau du nombre d’alléles entre les différentes
études pourrait s’expliquer par plusieurs facteurs, notamment la méthodes utilisée pour la détection
du polymorphisme, la taille de I’échantillon analysé et plus particulierement le panel des SSR
employés (Heckenberger et al., 2002; Choukan et al,2006; Legesse et al.,2007; Adetimirin
al.,2008). En effet, les SSR dinucléotidiques génerent un plus grand nombre d’alleles que leurs
homologues tri et tétra nucléotidique (Heckenberger et al, 2002), ce qui s’explique par une
corrélation significative entre le motif répété et le nombre d’alleles détectés (Legesse et al., 2007;

Abera et al., 2012).

Nos résultats confirment donc I'existence d’une grande variabilité génétique au sein des accessions
de mais sahariennes, mais également I'efficacité des marqueurs SSR choisis qui sont répartis
uniformément sur le génome. Le choix des marqueurs microsatellites couvrant I'ensemble du
génome semble avoir une grande importance lors de I'estimation des similitudes génétiques

(Barbosa-Neto et al., 1997), puisque qu’il permettent une représentation plus fidele de la diversité
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génétique des accessions étudiées. Nous avons également constaté que le génotypage de ’ADN en
bulk provenant de 15 individus, en utilisant des SSRs fluorescents et un séquenceur haute résolution,
était suffisamment précis et en accord avec la suggestion de Echloholz et al.,(2008) et Comertpay et
al.,, (2012). Liu et al., (2005) ont également préconisé I'usage de 15 individus pour la constitution des

bulks afin d’estimer la diversité génétique du mais.

Pour I'ensemble des 18 loci analysés, le locus umc1335 présente la haute valeur du PIC (0.825) et un
nombre élevé d’alléles (19), contrairement au locus phil27 qui a enregistré une faible valeur du PIC
(0.14) avec 4 alleles seulement. Ceci pourrait s’expliquer par la dépendance du PIC au nombre et a la
distribution des fréquences alléliques (Romeo-Severson et al., 2001). De plus, une valeur PIC faible
indique une fréquence élevée d'un ou deux alléles (da Silva et al., 2015) comme c’est notamment le
cas du locus phil27. Par ailleurs, un locus avec une valeur élevée peut étre utilisé pour discriminer le
germplasme dans des études ultérieures (Lopes et al., 2015). Le PIC est, par conséquent, un indice
idéal pour mesurer le polymorphisme des marqueurs. Selon Botstein et al.,(1980), les valeurs du PIC
permettent de classer les loci en trois catégories ; les plus informatifs (PIC > 0.5), les moyennement
informatifs (0.5 > PIC > 0.25) et enfin les moins informatifs (PIC < 0.25). Parmi ceux employés dans
notre étude, 67% présentent un PIC supérieur a 0.5, ce qui confirme la valeur informative élevée des
SSR choisis pour étudier la diversité génétique du mais. La valeur moyenne (PIC =0.57) est
supérieure a celles annoncées par Oppong et al.,, (2014) (0.5) et Nyaligwa et al.,(2015) (0.51) en
utilisant 20 et 30 SSRs, respectivement. Des valeurs plus élevées ont été rapporté suite a I'analyse
des landraces originaires d’Inde (0.6) a I'aide de 42 SSRs (Sharma et al., 2010), du Japon (0.69) avec
60 SSRs (Enoki et al.,2002) et les landraces turques (0.72) au niveau de 28 loci (Comertpay et
al.,2012).

11.2.2. Diversité intra-accessions

Suite a I'analyse de la distribution des alléles au sein des génotypes étudiées, nous avons constaté
qgue certains alléles sont tres communs et sont présents dans toutes les populations, alors que
d’autres sont propres et spécifiques a des populations données permettant ainsi de les distingués
des autres. La présence de ces alléles uniques, qui constitue une source de diversité génétique (Petit
et al., 1998), est, par conséquent, un moyen de différenciation génétique entre les accessions. Suite
a notre étude, 19 alleles uniques ont été détectés chez 14 accessions qui sont originaires
principalement de Reggane (7 alleles) et In Salah (4). Il est intéressant de rappeler que la région de
Reggane a fait I'objet d’essais nucléaires par I'armée francaise en 1960, les radiations émises ont

certainement conduit a 'augmentation des taux de mutation qui constitue I"'une des principales
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cause d’apparition des alleles uniques (Henderson et Pete, 1992). Un nombre plus faible (7) a été
révélé aprés génotypage de 15 accessions de mais algériennes par les mémes SSRs utilisés dans notre
étude (Aci et al., 2013). Ces alleles lorsqu’ils sont présents a un nombre élevé, comme c’est le cas des
études ayant porté sur 48 accessions indiennes (163)(Sharma et al.,2010), 48 populations du Nord-
Est de I'Himalaya (135)(Singode et Prasanna, 2010) ainsi que 48 accessions indiennes de divers zones
agro-écologiques (174)(Wasala et Prasanna, 2012), refletent non seulement un taux de mutation
élevé, mais également une sélection d’alleles spécifiques reliés a la morphologie et a l'aire
d’adaptation (Wasala et Prasanna, 2012). C'est notamment le cas de 29 alleles uniques détectés chez
les populations éthiopiennes sélectionnées par les agriculteurs pendant plusieurs décennies dans des
régions caractérisées par de faibles précipitations et des cycles végétatifs courts (Beyene et al,

2006b).

L'analyse de données moléculaires récoltées au cours de notre étude a permis également de mesurer
le nombre d’alleles efficaces (Ne), qui dépend de la proportion de locus polymorphe, du nombre
d’alléles par locus et de la distribution uniforme des fréquences alléliques (Sharma et al., 2010). Au
sein des 56 accessions, nous avons enregistré une moyenne (2.31) inférieure a celle annoncée par Qi-
Lun et al.,(2008) (4.03) et Wasala et Prasanna, (2012) (3.81) lors de I'analyse de la diversité génétique
des accessions chinoises et indiennes, respectivement. Concernant le nombre moyen d’alléles par
accession, la moyenne révélée (3.876) est identique a celle enregistrée pour les populations de mais
Corn Belt nord-américaines (3.87)(Ho et al.,2005) , alors qu’elle se trouve supérieure a celles des
accessions sud-américaines et plus précisément celles originaires du Paraguay (3.57) (Noldin et
al.,2016) et du Mexique (3.44) (Reif et al,2006a). La variabilit¢ de nos accessions se trouve
également plus élevée par rapport a celle rapportée pour les accessions suisses (Eschholz et al.,

2010) et indiennes ( Wasala et Prasanna, 2012) avec des valeurs respectives de 2.82 et 2.41.

La variabilité génétique moyenne au sein des accessions algériennes (He=0.512) est proche de celle
obtenue pour les 8 populations originaires du Nord-Ouest de I’Argentine (0.571) (Lia et al., 2009).
Cependant, elle se trouve inférieure a la moyenne reportée pour les 25 accessions mexicaines (0.61)
(Reif et al., 2006 a) et supérieure a la He des 20 accessions paraguayennes faisant partie d’une
collection nucléaire du Cymmit d’Amérique du Sud (0.48) (Noldin et al.,2016). Afin de nous
renseigner sur |'état panmictique des populations ainsi que I'impact des forces évolutives due a
|'autofécondation, une comparaison entre He et Ho a eu lieu. Il ressort des résultats une
concordance entre ces deux indices ou les valeurs les plus élevées sont enregistrées chez les
accessions AMR1, BNT et INS2 tandis que TLC et TTW ont montré les valeurs les plus faibles. Nous

avons constaté également que les moyennes de He et Ho (He=0.512 et Ho=0.510) sont tres proches,
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ce qui nous a conduit a déduire que les accessions algériennes présentent un léger déficit en
hétérozygotes. En effet, I'excés d’hétérozygotie, qui peut s’expliquer par I'origine multiparentale,
observée chez 26 des accessions étudiées a équilibré le déficit en hétérozygotes révélé chez le reste
des accessions. Les valeurs du coefficient de consanguinité (Fis) qui sont trop faibles avec une
moyenne de 0.0052 confirment davantage le faible déficit en hétérozygotie, estimé a 0.52% en

moyenne pour chaque accession, ainsi que le faible taux de consanguinité au sein des accessions.

Dans la population globale, I'hétérozygotie espérée totale (0.617), estimée pour I'ensemble des loci,
est proche de celle annoncée pour les populations portugaises (0.622)(Vas Patto et al.,2004) mais
inférieure a celle reportée pour les accessions chinoises (0.69)(Yao et al.,2007), indiennes (0.63)
(Sharma et al., 2010 ; Wasala et Prasanna, 2012) et suisses (0.78)(Eschholz et al.,2010). Cependant,
elle est supérieure a la diversité retrouvée pour les accessions algériennes (0.571) (Aci et al., 2013)
ainsi que celles originaires d’Argentine (0.571)(Lia et al.,2009). Nous avons constaté également que
I’hétérozygotie espérée (He) totale (0.617) est supérieure a I’hétérozygotie observée (Ho)(0.509),
laissant sous-entendre un déficit en individus hétérozygotes dans la population globale par rapport a
ce qui serait attendu si la population était en équilibre de Hardy-Weinberg. En tant qu’espéce
allogame, les populations de mais devraient étre en équilibre de Hadry-Weinberg (Bracco et al.,
2009), cependant plusieurs études, utilisant différents types de marqueurs (Debreuil et
Charcosset, 1998 ; Presoir et Berthaud, 2004 ; Reif et al., 2004), ont reporté I'écart de cet I'équilibre.
Les croisements non aléatoires ou homogamie, qui se définit comme un croisement entre individus
phénotypiquement semblables, est une source potentielle d’exces d’homozygotie (Reif et al., 2004 ;
Hinze et al.,2005); puisque les individus semblables phénotypiquement sont probablement
semblables sur le plan génétique, et sont ainsi amenés a produire une génération dotée de deux
copies du méme alléle et donc une augmentation de la proportion d’homozygotes (Raven et al.,
2017). La présence d’alléles nuls est un autre facteur qui peut causer un déficit en hétérozygotes (Lia
et al., 2009). Ces alléles sont en réalité présents mais ne peuvent pas étre amplifiés (Hedrick, 2000),
les individus hétérozygotes sont, par conséquent, considérés comme homozygotes (Hinze et al,
2005). Une autre explication de ce déficit est la fragmentation de la population étudiée en plusieurs

sous-populations (Reif et al., 2004) ce qui peut conduire a un effet de Wahlund.

11.2.3. Diversité inter-accessions

Pour décrire la diversité génétique des populations, Wright, (1951) a développé I'indice Fst qui est la
corrélation entre deux gametes tirés au hasard et provenant de deux sous populations différentes.

Selon Synder et al.,(1985) qui considéere que les valeurs Fst comprises entre 0.25 et 0.5 indiquent une
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forte différenciation génétique, nos résultats révelent que les accessions algériennes détiennent une
différenciation génétique importante (Fst=0.22) ; ce qui laisse supposer qu’elles ont été conservées
efficacement par les agriculteurs. Ce résultat est confirmé par le faible taux de consanguinité qui
révele un haut niveau d’identité génétique des accessions étudiées. La différenciation au sein de nos
accessions est supérieure a celle trouvée pour les variétés locales chinoises (0.07)(Yao et al.,2007) et
les accessions Sud-américaines (0.12)(Noldin et al.,2016), cependant elle se trouve inférieure a celle
annoncée pour les accessions algériennes (Aci et al.,2013) et espagnoles (Romay et al.,2012) ayant
enregistré une valeur de 0.3. Des valeurs Fst plus élevées, 0.36 et 0.43 respectivement, ont été

révélées pour les accessions indiennes (Wasala et Prasanna, 2012) et suisses (Eschholz et al., 2008).

La hiérarchisation de la diversité génétique globale de I'ensemble des populations de la présente
étude a été réalisée par I'analyse de la variance sur les données moléculaire (AMOVA). Les résultats
obtenus, en accord avec les informations fournies par le coefficient de différenciation génétique
(Fst), ont montré que la diversité génétique totale était davantage due a la diversité intra-accessions
(79,5%) plutot qu’a la diversité inter-accessions (20%). Ce résultat, qui va dans le méme sens des
conclusions de Warburton et al, (2002) et Reif et al., (2004), traduit davantage le mode de
reproduction du mais qui fait partie des especes allogames ; ces dernieres détiennent généralement
une variation génétique qui se trouve importante au sein des accessions, mais faible entre elles (da
Silva et al., 2015). De plus, le flux de génes via le pollen ainsi que les échanges de semences entre les
agriculteurs sont les principaux facteurs qui affectent la dispersion des genes au sein et entre les

populations (Loveloss et Hamrick, 1984).

Une répartition similaire de la variabilité a été observé chez les populations de mais tropical ou
I’AMOVA a révélé que 75% de la variation était retrouvée a I'intérieur des populations et seulement
25% entre eux (Lopes et al.,, 2015). D’autres résultats analogues ont été rapportés par Singode et
Prasanna (2010) et da Silva et al., (2015) en analysant respectivement 48 variétés locales du Nord-Est
de I'Himalaya avec 41 SSR et 31 accessions de popcorn américaines au niveau de 30 loci SSR. Par
ailleurs, une grande variabilité intra-accessions de 93% contre 7% de variabilité inter-accessions a été
également annoncée par Yao et al.,(2007) lors du génotypage de 54 landraces chinoises au moyen de

42 SSRs.

11.2.4. Structure génétique

Dans la présente étude, le regroupement bayésien a permis la répartition des accessions
sahariennes en deux grands groupes. On considére qu’une accession est assignée a un groupe quand

sa probabilité d’appartenance a ce groupe est supérieure a 0.8. Lorsque cette probabilité
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d’affectation est plus faible, les accessions sont considérées en * admixture ", le génotype provient
alors de la combinaison de plusieurs groupes. Au total, 29 accessions sur 56 sont clairement
assignées a un des deux groupes, tandis que les 27 accessions restantes sont en" admixture ”. Le
premier groupe rassemble 10 accessions originaires principalement de Reggane et Zaouit-Kounta,
chez lesquelles 6 alléles uniques ont été détectés. Le deuxiéme groupe, quant a lui, comprend 19
génotypes de divers origines et ayant présenté 4 alléles uniques. Le reste des accessions (27), y
compris toutes celles originaires de Fenoughil, non assignées a un groupe spécifique sont en
admixture et ont révélé la présence de 9 alléles uniques. La présence d’'une forte proportion
d’admixture entre les deux groupes chez les populations originaires de Fenoughil suggere qu’elles
ont une constitution génétique fortement mélangée, probablement due aux flux de genes provenant
d’autres populations. A l'inverse, celles originaires de Reggane, ayant présenté une constitution
génétique relativement uniforme, semblent ne pas étre affectées par le flux génétique vu leur

localisation isolée par rapport aux autres accessions.

Les résultats de I'analyse avec STRUCTURE n’ont pas permis le regroupement des accessions en
fonction de leur origine géographique, cependant une distinction entre les accessions originaires de
Fenoughil ainsi que celles de Raggane a été mis en évidence. Suite a une classification bayésienne,
des résultats similaires ont porté sur la séparation de 35 accessions originaires du Cote d’lvoire en
deux groupes distincts indépendamment de leur origine géographiques (N'DA et al, 2016). De
méme, 48 génotypes du nord-Ouest de I’'Himalaya ont été réparties en deux groupes en se basant sur
les données du génotypage par 29 SSRs. STRUCTURE est, en effet, un des logiciels les plus utilisés
pour I'étude de la structure des populations. Cependant, ce logiciel implique que les populations
soient a I’équilibre de Hardy-Weinberg et que les loci ne soient pas en équilibre de liaison. Si ces deux
conditions ne sont pas respectées, les résultats obtenus dans STRUCTURE pourraient étre biaisés

d’ol la nécessité de réaliser, en parallele, une autre analyse (Kalinowshi, 2011).

Une évaluation des relations génétiques entre les accessions a été réalisée par le biais de
I’estimation des distances génétiques de Nei et Li, (1979). Le dendrogramme obtenu par la méthode
UPGMA a montré 3 clusters comprenant respectivement 44, 7 et 2 accessions. Les génotypes RGN,
TTW et ZRG, ayant présenté des distances génétiques élevées avec la majorité des accessions, ont
été isolées (Out groupe ou cluster). De maniére générale, la classification conduite a partir des
distances génétiques est cohérente avec celle identifiée sous I'approche bayésienne. De plus, ces
deux méthodes de regroupement ont réparti les accessions sud algériennes indépendamment de
leurs origines géographiques. Cette répartition peut étre expliquée par I'existence d’une large base

génétique commune entre les différentes populations en dépit de la divergence géographique et
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phénotypique (N’'DA et al., 2016). En outre, I'absence de relation entre la structuration des
accessions et leur provenance est attribuée, d’une part, a la sélection d’alléles favorables qui
permettent I'adaptation au conditions locales (Comertpay et al.,, 2012) et d’autre part, au mélange
excessif des germplasmes des champs voisins due au flux génétique (Thakur et al.,2016). Une
structuration similaire a été annoncée par Comertpay et al.,(2012), Noldin et al., (2016) en analysant
98 landraces turques au moyen de 28 SSRs ainsi que 20 accessions paraguayennes par 30 SSRs. De
méme, Thakur et al., (2016) ont reporté la structuration des 48 génotypes de mais Himalayen
indépendamment des distances géographiques, contrairement ce qui a été mentionné par Beyene
et al,(2006b) et Aci et al,(2013) en analysant 62 accessions éthiopiennes et 15 accessions

algériennes, respectivement.
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Conclusion générale

La connaissance de la variation génétique dans les collections de cultures est d’'une grande
importance pour leur utilisation efficace dans les programmes d’amélioration génétique. En
d’autre terme, les ressources génétiques sont d’autant mieux utilisées qu’elles sont aussi mieux
caractérisées. Bien que la caractérisation morphologique et biochimique aient été largement
utilisées, les deux types de marqueurs sont fortement influencés par I'environnement ; par
ailleurs, la caractérisation moléculaire permet une mesure directe de la diversité génétique en
évitant I'interaction génotype X environnement. Les collections caractérisées conjointement sur le
plan phénotypique et moléculaire constituent toujours le meilleur matériel génétique pour tout

programme d’amélioration.

La présente étude, qui traite le polymorphisme phénotypique et moléculaire du mais originaire
des Oasis Sahariennes , nous a permis d’évaluer la variabilité et la structure des populations
locales permettant ainsi une meilleurs gestion, utilisation et conservation de ce patrimoine
génétique. Dans un premier temps, et suite a I’évaluation des descripteurs agro-morphologiques,
nous avons pu révéler une variabilité significative entre les accessions étudiées tout en identifiant
les descripteurs qui les discriminent le mieux. Selon I'importance agro-morphologique de certains
traits, nous avons également pu distinguer les accessions présentant des caractéres
agronomiques intéressants a savoir, le rendement et les criteres d’adaptations au climat conférés
par la précocité de la floraison ainsi que le court intervalle entre la floraison male et la floraison
femelle (ASI). Pour certains descripteurs relatifs a la plante, nous avons révélé une ressemblance
entre les accessions IGR2, AAS, TLC et FEZ avec les génotypes originaires des Etats-Unis et
d’Espagne, alors que pour certains composantes du rendement, les accessions algériennes se sont

révélées meilleurs.

Dans le deuxieme volet de cette étude, le génotypage a été procédé par la mise au point d’un
protocole d’extraction d’ADN en bulk et une amplification des marqugers SSR avec la méthode

M13 “Tailing". En utilisant 18 amorces fluorescentes qui se sont révélées toutes polymorphes,

191 alleles dont 19 alleles uniques ont été détectés. L'usage des résultats du génotypage par les
marqueurs SSR suivi d’'une analyse statistique UPGMA a montré une large diversité génétique et
une répartition des accessions en trois groupes distincts, indépendamment de leur origine

géographique. De méme, |'analyse moléculaire faite par STRUCTURE a révélé I'absence de relation
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entre la structuration des accessions et leur origine; cependant une distinction entre les

accessions provenant de Fenoughil et celle originaire de Reggane a eu lieu.

La relation entre les deux niveaux de variabilité, celui des descripteurs agro-morphologiques et
celui des marqueurs moléculaire a été révélée par le test de Mantel. Une correspondance
significative a été révélée entre les deux types d’analyses, néanmoins le faible niveau de
corrélation démontre la complémentarité entre les deux approches pour I'étude de la diversité
génétique du mais. Cette corrélation positive s’est élucidée dans la faculté des deux approches a

classer les accessions de mais algériennes indépendamment de leur origine géographique.

L’étude que nous avons menée a permis I'évaluation de la diversité phénotypique et moléculaire
des accessions de mais Sahariennes qui pourraient constituées une source de genes d’intérét
conférant la tolérance a différents types de stress abiotique. Ce germplasm se voit donc
prometteur avec le changement climatique et les besoins accrue en terre arables pour la
production alimentaire qui rend I'adaptation aux conditions défavorables et marginales I'un des
principaux enjeux de I'agriculture durable et de la sécurité alimentaire. A la suite des résultats de

ce travail, nous souhaitons fournir quelques recommandations :

e |’élargissement de cette collection de mais en y apportant de nouvelles
accessions provenant d’autres régions non prospectées de I’Algérie.
e L’étude des traits d’intérét, a savoir les composantes du rendement, sur plusieurs

années et dans différents sites afin de confirmer la stabilité des performances

révélées.

e Approfondir I'étude moléculaire (QTLs) sur les accessions de mais Sahariennes
présentant des capacités d’adaptation afin de faire face aux différents types de
stress , notamment la résistance a la secheresse et les températures élevées qui
caractérisent les régions du Sud Algérien; lieu de provenance des accessions
étudiées.

e L'utilisation d’un nombre élevé de marqueurs moléculaire dans I'objectif de

rechercher des génes candidats pour des traits agronomiques et d’adaptations

importants.
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Annexes

Annexes 1 : Protocole d’extraction de I’ADN génomique avec le kit DNeasy Plant Mini Kit

1. Broyer le matériel végétal frai (100mg) dans de I'azote liquide
2. Ajouter 400ul du tampon AP1 et 4 ul d’ARNase, vortexer puis incuber a 65°C
3. Ajouter 130 pl du tampon P3, mixer et incuber pendant 5min a la glace

4. centrifuger le lysat pendant 5min a 20.000g (14.000rpm)

5. Prélever le surnageant et le déposer sur la colonne QIA Shredder Spin (violette) qui est déja

placée dans un tube de 2ml. Centrifuger pendant 2min a 20.000g
6. Transférer I’éludt dans un nouveau tube sans faire bouger le culot, s’il est présent.
7. Ajouter 1.5 volume du tampon AW1 et mélanger par pipetage

8. Transférer 650 pl du mélange a la colonne DNeasy Mini Spin placée dans un tube de 2ml.

Centrifuger pendant 1 min a 6000g
9. Eliminer I’éluat et répéter I'opération avec la quantité du mélange restante

10. Placer la colonne dans un nouveau tube de 2ml, ajouter 500 pul du tampon AW?2 puis

centrifuger 1 min a 6000g

11. Eliminer le surnageant

12. Ajouter une autre quantité de tampon AW?2 (500 pl), centrifuger pendant 2min a 20.000g
13. Prélever la colonne du tube et |a transférer dans un nouveau tube de 2ml

14. Ajouter 50 pul de tampon d’élution AE puis incuber pendant 5min a température ambiante.

Centrifuger 1min a 6000g

14. Répéter I'étape de I'élution avec 50 pul d’AE
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Annexes 2 : Résultats de I'analyse en composante principale montrant la proportion de la

variation associée aux deux premiers axes ainsi que la contribution des variables a cette variation.

F1 F2
FF 0,9123 -0,1642
FM 0,9361 -0,1161
HP 0,9347 0,0660
DRC 0,1975 -0,0560
NLE 0,7199 -0,2053
NEP -0,0844 0,8011
PCG 0,1186 0,7437
RD 0,5756 0,5823
F1 F2 F3
Valeurs propres 3,4919 1,6240 1,1024

Variabilité (%) 43,6488 20,3002 13,7794
% Cumulé 43,6488 63,9490 77,7284
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