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Résumeé

La présente étude est un premier pas vers la valorisation du germplasme autochtone de mais
(Zea mays L.) agérien. L’ objectif éant d évaluer la diversité des populations traditionnelles
collectées sur tout le territoire national en vue de constituer une « core collection » représentant la
diversité génétique du mai's cultivé en Algérie, notamment dans les différentes régions du Sud. La
caractérisation a porté sur plusieurs accessions a savoir 24 accessions au hiveau morphologique
(utilisation de 3 descripteurs morphol ogiques qualitatifs : lacouleur du grain, letype degrain et la
formedel’ épi) et 15 accessionsau niveau moléculaire (utilisation de 18 marqueurs microsatel lites).

Dans un premier temps, I’ évaluation morphologique a permis de constater que 83 % des
accessions étudi ées possedent des grainsde typelisses, que 75 % d’ entre elles ont des épisdeforme
conique et qu’ elles présentent une tres grande diversité de couleur du grain (33,3 % jaune, 41,6 %
jaune/orange, 25 % en ségrégation et 4,1 % orange). Cependant, les résultats de I’ ACP ont montré
gue les trois descripteurs n’ ont été discriminants que pour 50 % des accessions. La classification
hi érarchique ascendante des accessi ons amontré une répartition des accessions sur trois principaux
clusters en fonction de leur couleur du grain ou de la forme de I’ épi mais aucune répartition en
fonction de I’ origine géographique na été enregistrée.

L’analyse par les marqueurs microsatellites a révélée une diversité génétique relativement
élevée pour les 15 accessions étudiées. Cela se traduit par un total de 91 alleles détectés avec
un nombre moyen d’ alléles par locus (A) s élevant a 5,687 et une hétérozygotie espérée (He) de
0,571. Par ailleurs, lamajorité des accessions présente un déficit en hétérozygotes, I’ hétérozygotie
observée (Ho) (0,402) étant inférieur a celle espérée. Letaux de polymorphisme s éléve a 93% car
touslesloci SSR sont polymorphesal’ exception d’ un seul, umc1403. Lesvaleursdes F-statistiques
(Fis = 0,0045, Fit = 0,312 et Fst =0,309) ont révélé la structure génétique des 15 accessions,
avec un éloignement de la popul ation totale de | équilibre de Hardy—Weinberg et ladifférentiation
génétique (Fst) élevée entre les accessions qui indique que seulement 30,9 % de ladiversité totale
est expliguée par la diversité inter-population et que 60,1 % de cette diversité est expliquée par la
diversité intra-population. Les accessions ayant présenté le plus de diversité génétique sont GOL
et LOM contrairement aMGH et KST. Le dendrogramme obtenu par la méthode UPGMA montre
trois principaux clusters dont laformation est, globalement en relation avec |’ origine géographique
des accessions.

Mots clé : Algérie, Zea mays L., populations traditionnelles, caractérisation, descripteurs
morphologique, ACP, marqueurs microsatellites (SSR), UPGMA, clusters.




Abstract

Abstract

Use of SSR markers for studying genetic diversity of some Algerian populations of maize (Zea
maysL.)

This study is afirst step towards the enhancement of maize (Zea mays L) germplasm native
to Algeria. The aim is to assess the diversity of traditional populations collected throughout the
country to constitute a"core collection” representing the genetic diversity of corn grownin Algeria,
especialy in different parts of the South. The characterization focused on many accessions namely
24 accessions at the morphological level (using 3 qualitative morphological descriptors: the color
of grain, grain type and shape of the ear) and 15 accessions at the molecular level (using 18
microsatellites markers).

At first, the morphological evaluation showed that 83% of the studied accessions have smooth
type grains, 75% of them have conic ears form and they show a wide diversity of color grain
(33.3% yellow, 41.6% yellow / orange, 25% in segregation and 4.1 orange). However, the results
of PCA showed that the three descriptors were discriminating only for 50% of the accessions.
The ascending hierarchical classification of the accessions showed a distribution of accessionsinto
three principal clusters based on their grain color or shape of their ears, but no distributions based
on the geographical origin was recorded.

Analysis by microsatellites markers has revealed a relatively high genetic diversity for the
15 accessions studied. This results in a total of 91 alleles detected with an average number of
aleles per locus amounted to 5,687 and expected heterozygosity (He) of 0, 571. However, the
majority of accessions present an heterozygote deficiency; the observed heterozygosity (Ho) O,
402 beeing lower than the expected one. The rate of polymorphism is 93% as always all SSR loci
are polymorphic with the exception of one, umc1403. The values of the F-Statistics (Fis = 0.0045,
Fit = 0.312 and Fst = 0.309) revealed the genetic structure of the 15 accessions with a deviation
from Hardy —Weinberg equilibrium of thetotal population and the high genetic differentiation (Fst)
between accessionsindicating that only 30.9% of thetotal diversity isexplained by inter-population
diversity, and 60.1% of the diversity is explained by the intra-population one. Accessions bearing
the greatest genetic diversity are GOL and LOM in contrast to MGH and KST. The dendrogram
obtained by UPGMA method shows three main clusters whose formation is generally related to
the geographical origin of accessions.

Keywords:  Algeria, Zea maysL., traditionnal populations, characterization, morphol ogical
descriptors, PCA, microsatellites markers (SSR), UPGMA, clusters.
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INTRODUCTION

INTRODUCTION

L’Algérie est réputée pour sa richesse en ressources phytogénétiques grace a sa situation
géographique et a sa diversité pédoclimatique. Ces ressources sont importantes aussi
bien pour I'économie du pays que pour le maintien de I'équilibre écologique au sein de
ses différentes régions. Le potentiel génétique important (réservoir de génes d’adaptation
exceptionnelle) est soumis de maniére permanente a un processus d’érosion qui risque
d’atteindre des niveaux irréversibles, si les autorités compétentes du pays tardent encore a
mettre en ceuvre les moyens de conservation adéquats pour la sauvegarde et la protection
de notre patrimoine génétique.

Sous prétexte que c’est une espéce exigeante en eau, le mais n’occupe qu’une place
marginale dans I'agriculture algérienne malgré les besoins sans cesse croissants en cette
céréale. Ces besoins sont comblés a quasi 100% par le recours a l'importation qui atteint
des proportions démesurées aussi bien en volume importés qu’en devises engagées pour
satisfaire nos besoins (Timesguida et Oulounis, 1998).

Contre toute attente, il existe un germplasme autochtone de mais adapté a des
zones sans doute déficitaires en eau. Ce germplasme est représenté par des populations
locales situées en grande partie dans le sud du pays en l'occurrence au niveau des
Oasis sahariennes (Rahel-Bouziane et Feliachi, 2006). Ces populations pourraient receler
une diversité génétique extraordinaire vu I'étendue géographique des zones ou elles
sont cultivées dans le Sud Algérien. Cette diversité serait le fruit d’'un long processus
d’adaptations et de diversification pendant plusieurs siécles conduisant a la sélection de
traits spécifiques répondant a la fois aux besoins des populations autochtones qu’aux
conditions drastiques du milieu.

Toutefois, cette ressource est menacée d’extinction (Djemel et al. , 2011) et la
principale cause de cette érosion génétique serait I'introduction de variétés destinées a
I'alimentation de ’'Homme et du bétail et qui peuvent se retrouver cultivées dans les oasis
ou sont cultivées de trés anciennes populations. Il est donc urgent de collecter, préserver,
caractériser et valoriser le germplasme local de mais, dans I'espoir de redonner a cette
spéculation la place qu’elle mérite dans 'agriculture algérienne. Un regain d’intérét vient,
heureusement, d’étre accordé a la culture du mais a travers le MADR pour développer dans
les années a venir cette culture stratégique pour le pays ((www.transactiond’algérie.com ).

L'évaluation de la diversité du mais cultivé au fil des siécles dans tous les pays, y
compris I'Algérie constitue une étape incontournable pour la conservation, la gestion et la
valorisation du germplasme existant (Liu et al. , 2009). A cet effet, le présent travalil
s’inscrit dans le cadre d’un projet en collaboration avec la Mision Bioldgica de Galicia (MBG,
Pontevedra, Espagne), affiliée au Conseil Supérieur de la Recherche Scientifique (CSIC).
L'objectif général immédiat assigné a ce projet est de construire une idée générale sur le
degré de diversité du mais cultivés dans les oasis du sud algérien. L'objectif & moyen et
plus long terme serait de constituer une « core collection » ou collection nucléaire puis le
lancement de programmes d’amélioration et/ou de création variétale.

La présente étude vise a :

Caractériser 24 accessions de mais traditionnelles a 'aide de :

11
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—  trois descripteurs morphologiques qualitatifs : couleurs du grain, type de
grain et forme de I'épi

— 18 marqueurs microsatellites (SSRs) choisis uniformément sur
'ensemble des 10 chromosomes du mais.

Analyser la diversité intra et inter-accession ainsi que la structure génétique des 15
accessions.

12
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

| Données générales sur le mais

1. Présentation générale de la plante

1.1. Centre d’origine et de domestication

Le mais est le symbole de la culture du continent américain. Ce lien entre agriculture et
culture motiva les scientifiques ainsi que les humanistes a se poser des questions quant
a l'origine de cette céréale et la maniére avec laquelle elle a évolué tout au long de sa
domestication (Serratos-Hernandez, 2009).

Le centre d’origine d’une plante cultivée donnée a été définie parVavilov (1887-1943)
comme étant la zone géographique ou la plus grande partie de la diversité de cette culture
se localise et ou ses ancétres coexistent ou ont coexisté. Ainsi, Vavilov a situé le centre
d’origine et de domestication du mais en Amérique centrale, plus exactement au sud du
Mexique (Serratos-Hernandez, 2009) dans une région appelée Balsas River Valley (Figure

1).
'\___J_

Tehuacan Valley

Central Balsas Vallay

Joa mays 8sp. parvigiomis .
s Guila Naquitz

Figure 1: Localisation de la région de Balsas Valley
(tache noire) sur la carte géographique du Mexique

(Piperno et Flannery, 2001).

A partir de son centre d’origine, la culture s’est étendue sur ’Amérique centrale (1500-
1400 av. J.-C.), puis gagna 'Amérique du Sud (1300-1100 av. J.-C.) et 'Amérique du

13
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Nord (450 av. J.-C.) constituant ainsi le fondement de I'alimentation et de I'économie des
civilisations précolombiennes (Inca, Aztéque et Maya) (Jourcin, 1964 in Fare, 2004).
Vers la fin du 15°™€ sigcle aprées la découverte des Amériques par Christophe Colomb,
le mai's fut introduit en Europe via 'Espagne (Weatherwax et Randolph, 1955).

Au début du 16éme siécle, le mais fut adopté en Espagne et au Portugal, puis il s’étendit
d’une part vers le sud-ouest de la France et d’autre part vers I'ltalie. Les Turcs contribuérent
a son expansion a I'Est et les marchands portugais I'introduisirent en Afrique au début du
16éme siécle. Vers la méme époque cette céréale pénétra I'Asie : Inde, Chine, Birmanie,
Corée, Japon (Razafimbelo, 1995 in Fare, 2004)

Certains spécialistes pensent que le mais est apparu dans le continent américain a
partird’'un mais sauvage aujourd’hui disparu (figure 2) et qui serait différent des voisins du
mais notamment Euchlaena ou Tripsacum (Mangelsdorf et Reeves, 1939 in OECD, 2003
et Galinat, 1965)

o |
O EEETEE | 7
fisas E% i i
..'=: D& B £ ',.;:_.:F': |
AL Ezf: gL
I 15 me f & |
! A0 (o
N 3S®EE|) 1/
\\IREE)] 1
| WA i -:'_lI 21
; 1 ;_t Il' f

= .

s

Elinat

e e T e ﬁ.ﬁ%?"i’ ey

AL _ (g
Z XL ZXZ) ZIZXZ)
Figure 2: Représentation de I'évolution du mais selon la théorie de Manguelsdorf ou

X : Manisuris ; Z : mais sauvage ; XZ : Tripsacum ; Z(XZ) : Téosinte ; Z(ZXZ) : mais actuel

(Galinat et al., 1964 in Galinat, 1965)

Cependant, les résultats de nombreuses études botaniques, cytologiques et génétiques
ont apporté I'évidence que tous les types de mais cultivés aujourd’hui ont une seule origine
commune : le téosinte. Cette hypothése est, jusqu’a présent, la plus largement acceptée
(litis et Doebley, 1980; Doebley , 1990 ; Matsuoka et al. , 2002 ; Doebley et Stec,
1991 in OECD, 2003 ; Beadle, 1939 in Doebley, 2004 ; Serratos-Hernandez, 2009 ).

14
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Chronologie des événements

Les événements suivents tracent I'histoire des découvertes en rapport avec I'étroite relation
entre le mais et le Téosinte :

1570 : premier signalement de I'existence de la Téosinte par le botaniste et physicien
espagnole Francisco Hernandez Boncalo (1515/1517-1578).

1748 : 'imminent botaniste Linnae classifia le mais au sein du genre Zea.

1833 : premiers travaux de taxonomie du téosinte entrepris par le botaniste Schrader,
qui la classifia au sein du genre Euchlaena sp. Euchlaena mexicana.

1875 : reconsidération de la taxonomie du téosinte par le botaniste Ascherson
considérant 'appartenance du genre Euchlaena au genre Zea et émergence de la Théorie
du Téosinte ayant attrait sur le fait que le mais fut domestiqué a partir du téosinte par
la sélection humaine, mais I'existence d’'une différence morphologique trés prononcée
entre les épis des deux plantes, a savoir le mais et le téosinte, aurait été difficile, pour
ces scientifiques a interpréter par un simple argument se basant sur le processus de
domestication ou d’évolution (Beadle, 1978 in Doebley, 2004).

1919 : Collins a démontré que des hybrides résultants de croisements entre le mais et
certaines formes (variétés) de téosinte étaient totalement fertiles (Collins, 1919, in Doebley
2004).

1932 :la preuve cytologique des résultats de Collins fut apportée par les résultats
de I'étude de Beadle confirmés ensuite par Longley (1941) et Kato (1976) in Doebley
(2004). Ces derniers, ont observé une similarité cytologique entre les chromosomes d’'une
forme de téosinte annuel Mexicain, appelé présentement Zea mays ssp. Mexicana, et
ceux du mais aprés de multiples analyses morphologiques des chromosomes des deux
plantes. D’autre part, les crossing-over entre les chromosomes du mais et de cette forme
de téosinte se déroulaient a des fréquences similaires a celles observées pour des hybrides
de deux variétés de mais (Emerson et Beadle, 1932). De plus, les hybrides émanants de
ce croisement, une fois croisés avec du mais, présentaient un appariement complet des
chromosomes ainsi qu’une totale fertilité.

1972 : Beadle conclua que le mais et le téosinte annuel Mexicain étaient des membres
de la méme espéce (Beadle 1939, in Doebley 2004).

1984 : Doebley et al. ontanalysé le polymorphisme isozymique du mais et du téosinte.
Les résultats ont permis, d’'une part, la confirmation des données cytologiques en comparant
les fréquences alléliques du mais et de plusieurs téosintes et ont apporté d’un autre coté,
des détails supplémentaires. En effet, les fréquences alléliques de Zea mays ssp. mexicana
étaient trés proches de celles du mais mais toutes fois différentes de celles de ce dernier.
Néanmoins, les fréquences alléliques d’un autre téosinte annuel Mexicain Zea mays ssp.
parviglumis ou téosinte de Balsas étaient essentiellement analogues a celles du mais, ce
qui plaga ce nouveau téosinte au rend du parent sauvage le plus proche du mais.

Dans les années 1990, la mise a la disposition des chercheurs d’outils plus
convaincants que des données morphologiques et cytologiques tels que les marqueurs
moléculaires, a révolutionné le monde de la recherche scientifique.

2002 : une étude phylogénétique entre mais et téosintes des Amériques a l'aide des
microsatellites, a confirmé les données apportées par les isozymes : la grande diversité de
mais que nous connaissons actuellement provient d’'une seule et unique domestication et
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qui est celle du téosinte de Balsas : Zea mays ssp. parviglumis ; cet évenement s’est produit
il y environ 9000 ans (Matsuoka et al. , 2002).

1.2. Considérations botaniques

Etymologiquement parlant, le nom mais dérive probablement du mot « Mahiz » ou « Marisi »
mots indiens utilisés en Amérique pour décrire une plante. En revanche, le nom Zea dérive
d’'un ancien nom Grec zea qui signifie céréale ou graine (Desjardins et McCarthy, 2004 ;
Australian Government, 2008). Linné donna le nom scientifique Zea mays en 1737.

Le mais, Zea mays L.ssp. mays (lltis), est une monocotylée annuelle appartenant a
la tribu des Andropogoneae de la sous-famille des Panicoideae de la famille des Poaceae
(OECD, 2003 et USDA, 2005).

Le mais appartient donc a :
Famille : Poaceae
Sous-famille : Panicoideae
Tribu : Adropogoneae
Genre : Zea

Actuellement, le genre Zea comprend cing espéeces réparties sur deux sections : Zea
et Luxuriantes. Zea mays ssp. mays est la seule espéce du genre a étre cultivée et qui, par
ailleurs, détient une place importante dans I'économie mondiale.

Le mais est une espéce diploide avec un nombre de chromosome de 2n = 2x = 20 ;
la taille de son génome est d’environ 2400 Mb (Cai, 2006).Les deux sections du genre Zea
englobent plusieurs espéces et sous espéces (tableau 1).

Section FEA
Zea mays L. (malze)
Zea mays subsp. maps (L) [hs (raize, 2n = 2x = 20)
Zea mays subsp. mexicana (schrader) Ilhs (téosinte, 2n = 207)
Zea mays subsp. parvighumis [ltis and Doebley (téosinte, 2n = 200, war. parviglomis [ltis
and Dioeblesr (=race Balsas)
Zea mays subsp. huehuefenangensis Doebley (= race Huehuetenango)

Secton LITXTTRIANTESY
Zea diploperermis Iltis, Doeblesy and Guzrnan (téosinte pérerme, 2n = 20)
£ai luxurians (Daren) Bird (téosinte, 2n = 20)
Zea nicaraguensis (dn = 207
Zea perennis (Hitche ) Beesves and MWangelsdorf (2n = 2y = 40)

Tableau1 : Sections du genre Zea, leurs différentes especes
et sous especes ainsi que leurs nombres chromosomiques

(Doebley et litis, 1980 ; litis et Doebley, 1980 ; lltis et Benz, 2000 in OECD, 2003].
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Appartiennent, également, a la tribu des Andropogoneae d’autres genres : le genre
Tripsacum, qui contient 16 espéces et qui, comme le genre Zea, se retrouve dans
I'hémisphére Ouest. En face, les genres Asiatiques s’étendent sur une surface partant de
I'Inde a I'Asie du Sud-est et des iles Polynésiennes jusqu’en Australie. lls comptent le genre
Coix (2n = 10, 20), Polytoca (2n = 20), Chionachne (2n = 20), Schlerachne (2n = 20) et
Trilobachne (2n = 20). (Watson et Dallwitz, 1992 in India Government, 2011).

1.3. Description morphologique

Le mais est une herbacée annuelle monoique dont la hauteur de la plante varie entre 1 et 4
m. Il posséde une tige souvent unique. Ses graines sont portées par une inflorescence (I'épi)
protégée par des spathes ce qui empéche leur dissémination. C’est une caractéristique qui
le distingue des autres céréales (figure 3) (Australian Government, 2008).

Le systéme racinaire est de type fasciculé et adventif. Les racines sont superficielles,
elles ne dépassent pas les 50 cm de profondeur. Les racines d’ancrage sont des racines
adventives qui prennent naissance au niveau des nceuds de la base de la tige et qui
soutiennent essentiellement la plante (Hubert, 1978 et Fare, 2004).

Contrairement aux autres Poaceae, le mais ne talle pas en générale, ceci dit, rien
n’empéche I'apparition, de temps a autres, de tiges secondaires de taille moyenne a la base
de la tige principale. La tige souvent unique est dressée, ronde (3 a 6 cm de diamétre) et
remplie d’'une moelle sucrée. Elle est composée de nceuds et d’entrenceuds. Ces derniers
sont courts a la base et tendent a s’allonger vers le sommet (Hubert, 1978 et Fare, 2004).

Les feuilles, typiques des Poaceae, sont réparties de fagon alterne et opposée. Au
nombre de 10 a 15 par plant, elles ont une gaine enserrant la tige au niveau des noeuds
et un limbe en forme de ruban plat, long de 50 a 80 cm et large de 5 a 10 cm portant des
nervures paralléles (Hubert, 1978 et Fare, 2004).

Les fleurs sont des épillets regroupés sur des inflorescences males (la panicule) et
femelle (I'épi), disposées séparément sur le méme pied. La panicule culmine au sommet du
plant et posséde de hombreuses ramifications le long desquelles les épillets se groupent
par deux. Chaque épillet contient deux fleurs males ayant chacune trois étamines et un
ovaire rudimentaire. La floraison male est acropéte et a lieu avant la floraison femelle :
I’émission de pollen a lieu 2 a 3 jours aprés I'épanouissement de la panicule et avant que les
stigmates (soies) de l'inflorescence femelle ne soient réceptifs (Fare, 2004 et Australian
Government, 2008).

Les épis apparaissent a l'aisselle des feuilles médianes. Sur un seul plant peuvent se
développer jusqu’a quatre épis mais, généralement, seul un atteindra un développement
total. L'épi mesure 10 a 30 cm de long et est contenu dans 5 a 20 spathes. Il est constitué
d’'un axe central (rachis ou rafle) ou se fixent les épillets suivant un alignement vertical.
L'épillet est composé de deux fleurs parmi lesquelles seule la supérieure est fertile, et d’'un
ovaire a un ovule. L’'ovaire est surmonté par un style filiforme qui peut atteindre 20 cm de
long qui se termine par un stigmate bifide appelé soie. La soie émerge au sommet de I'épi
et recoit le pollen sur toute sa longueur. Sur un épi, on peut compter 8 a 20 rangées de 16
a 40 graines (Fare, 2004).

Le fruit est un caryopse de couleur, de forme, de dimension et de texture variables d’'un
cultivar a un autre (Hubert, 1978). Il est formé, principalement, de trois parties : le tégument
(enveloppe d’épaisseurs et de couleurs diverses), 'albumen (composé, essentiellement
d’amidon) et 'embryon. Ce dernier est constitué d’'une tigelle, d’'un coléoptile, qui protégera
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le développement de la tigelle en percant la crolte du sol, et d’'une radicule protégée par
le coléorhize (Fare, 2004).

Panicale * . é

Sodes

Spathes

Feille

Facines d7erurage

Tige

Figure 1: Morphologie d'un plant de mais
( _http://lepotager-demesreves.fr/Boutique/ )

1.4. Cycle végétatif du mais

Selon les variétés et les conditions du milieu, Hubert (1978) et Touchard (2006), rapportent
que le cycle complet du mais se déroule sur une période allant de 100 a 180 jours et divisée
en cinq phases :

La phase de germination et de levée

Elle dure cing a dix jours aux cours desquels la plantule se développe : la radicule apparait
en premier, suivie de la tigelle. Des racines séminales (systéme racinaire provisoire) se
développent a partir de la radicule. Le premier entrenceud se forme (mésocotile), s’allonge
et pousse le coléoptile hors du sol. Le coléoptile se déchire faisant apparaitre deux feuilles
embryonnaires.

Phase de croissance

Elle s’étant de la levée jusqu’a I'apparition de la panicule. Les principaux événements de
cette phase se résument en I'apparition des vraies feuilles et des racines permanentes. Ces
derniéres proviennent des premiers entrenceuds. Vers la fin de cette phase, apparaissent
sur les entrenceuds de la base de la tige les racines adventives.

Phase de floraison

La panicule s’ébauche avant la fin de la croissance, vers 4 a 5 semaines apres le semis
et met 2 a 3 semaines pour terminer son développement. Linitiation de I'épi a lieu une
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semaine environ apres celle de la panicule. Les soies, quant a elles, sont réceptives dés
leur émergence des spathes.

Phase de fécondation

Le mais est une plante allogame. La fécondation est croisée a 95%. Apreés, la fécondation,
les soies brunissent et se desséchent et la panicule également.

Phase de maturation

Aprés la fécondation, le grain se remplit d’'une substance riche en sucre, parallélement
a la transformation de ces sucres en amidon et amylopectine. Le grain perd de
'humidité et a maturité physiologique il contient 8 a 35% d’humidité selon les conditions
environnementales.

1.5. Répartition géographique du mais dans le monde

Le mais est une culture versatile qui pousse sur des zones agro-climatiques contrastées. De
plus, sa capacité a s’adapter aussi convenablement a des environnements aussi différents
les uns que les autres n’a été observée chez aucune autre espéce. Cette faculté se refléte
sur la grande diversité morphologique et physiologique que présente le mais. En effet, il
est cultivé entre 58° Nord (Canada et Russie) et 40° Sud (Chili). Le mais tropical pousse
entre 30° Nord et 30° Sud, le subtropical entre 30° et 34° Nord ou Sud et le tempéré au-
dela de 34° de latitude Nord et Sud. Par ailleurs, cette céréale est cultivée sur une altitude
partant du niveau de la mer jusqu’a plus de 3800 m (Australian Government, 2008). Par
conséquent, le mais peut étre cultivé sur une ére dont la pluviométrie varie de 250 mm a
plus de 5000 mm par an (Dowswell et al. , 1996 in India Government, 2011).

1.6. Utilisations

Aujourd’hui, si le mais reste la base de l'alimentation humaine dans certains pays
d’Amérique Latine, d’Afrique et d’Asie, I'alimentation animale, dans les pays industrialisés
tels que les Etats-Unis d’Amérique, le Canada et I'Union Européenne, constitue la principale
utilisation du mais (Galinat, 1988 in Doebley, 2004 et Morris, 1998 in India Government).
Il est utilisé sous différentes formes : en grains pour la volaille et les porcs, sous forme de
fourrage pour les bovins et enfin comme matiére premiére dans les chaines des industries
de 'amidonnerie, de la fermentation et de I'huilerie (Bassaler, 2000).

2. Etat de la culture du mais dans le monde

Le mais est, apres le blé et le riz, 'une des céréales les plus cultivée et les plus productives
aux monde avec un rendement moyen de plus de 4 tonnes par hectare (Paliwal, 2000 et
Farnham et al ., 2003 in Australian Government, 2008).

En 2009, la culture du mais occupait la deuxiéme place aprés la canne a sucre sur
I’échelle mondial de la production avec plus de 818 millions de tonnes (MT) (FAOstat, 2011).
En téte des producteurs, avec presque 41% de la production mondiale, soit plus de 330 MT,
arrivent les Etats-Unis d’Amérique, suivies d’autres producteurs majeurs comme : la Chine
avec 164 MT, le Brésil avec un total de 51 MT et le Mexique avec ses 20 MT.

La superficie occupée par cette culture dans le monde a atteint 160 millions d’hectares,
en 2009, localisés en grande partie dans ’hémisphére Nord (FAOstat, 2011).
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Il Le mais en Algérie

De nos jours, rien de précis sur l'origine de la culture du mais en Algérie n’est connu.
Cependant, il semblerait que cette culture y aurait été introduite d’Espagne (par les pelerins
Arabes qui traversaient I'Afrique du Nord pour se rendre a la Mecque et les Maures : nom
donné a certains guerriers, d’origine Perse et Arménienne, venus d’Espagne qui se sont
mélés aux populations autochtones berbéres du Maghreb actuel. lls se sont installés dans
les montagnes au Maroc, dans les Aurés en Algérie et en Lybie ( _http://fr.wikipedia.org/wiki/
Maures) etLaumont (1950). En effet, la culture du mais serait ancienne en Afrique du Nord,
eme

au Sahara et au Soudan et remonterait au 16 siécle (Chevalier, 1932 in Laumont,
1950). Par ailleurs, selon Laumont (1950), Duval (1856) signala que le mais était cultivé
en Kabylie, dans le tell et les Oasis Sahariennes.

1. Distribution du mais en Algérie

La grande diversité climatique qui divise le pays en plusieurs zones agro-climatiques fait
que la culture du mais se retrouve cantonnée dans les périmétres irrigués ainsi que dans
certaines plaines du littoral 8 bonne pluviométrie. D’aprés Benzeghou (1976), la culture du
mais, en 1975, était répartie, d’Est en Ouest, sur les régions suivantes : Annaba, Guelma
Skikda, Jijel Alger, Blida (la Mitidja), Médéa, El Asnam (périmétre du Chélif) et Tlemcen.
Le reste était réparti entre les autres wilayas du pays et ne représentait, souvent, que les
surfaces utilisées pour la réalisation de brise vent dans les parcelles de maraichage.

2. Statistiques de production et surfacces emblavées

La culture du mais en Algérie est quasi inexistante et marginalisée car considérée comme
trop exigeante et demandant une trés grande attention (Saidani, 1977) ; alors que I'élevage
avicole en est extrémement dépendant. Par conséquent, les besoins croissants en mais
sont essentiellement comblés par de massives importations, chose qui classe I'Algérie parmi
les plus grands importateurs de mais en Afrique (CMA/AOC, 2005).

La période coloniale allant de 1854 a 1878 fut marquée, d’une part, par I'introduction de
variétés de mais frangaises et espagnoles et d’autre part, par un élargissement considérable
et rapide des plantations de mais partant de 5076 ha a 33075 ha respectivement. Par la
suite, une nette régression fut enregistrée et la culture fut progressivement abandonnée
(Laumont, 1950). Aprés 'indépendance, de 1961 a 1989, la surface occupée par la culture
du mais a chuté de 6000 ha a 1000 ha et a partir des années 90, cette culture a fait I'objet
d’'un désintéressement total et les surfaces emblavées en mais ont alors chuté a 450 ha.
En 2009, une surface minuscule de 168 ha lui fut consacrée pour un rendement total de
34,226 quintaux par hectare (g/ha) (tableau 2) (FAOstat, 2011).
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Anmees surface (Ha) Rendement Produciion Semnences
{gHa) totale (fommes)  (tonnes)

1261 5837 = 5855 200

1271 G210 2,135 5052 221

1281 2270 10,0z 227 73

1989 1000 24000 2400 5

1990 140 1&.500 231 10

19291 260 13230 00 11

19494 410 4513 185 10

1997 120 2l14la 257 7

2000 450 36,1868 1556 la

2003 340 28852 | a

009 168 342 575 &

Tableau 2: Evolution des superficies, du
rendement et de la production du mais en Algérie

(FAOstat, 2011)

lll Diversité génétique chez le mais

La diversité génétique est le résultat d’'un double brassage des génes lors de la reproduction
sexuée, au moment de la formation des gamétes, et au moment de la fécondation. Cette
double loterie au sein de I'espéce fait que chaque individu soit unique (AFSSA, 2005).

1. Diversité phytogénétique, intéréts et utilisations

I est commun de considérer les végétaux comme étant des ressources naturelles
« phytoressources », spécialement pour leur composante inter-spécifique : abondante
diversité des espéces sauvages ou cultivées. Cela se justifie du fait de l'importance
économique et/ou médicale dérivants de ces organismes vivants, d’'une part, et de la valeur
esthétique, culturelle et patrimoniale attribuée a certaines espéces ou variétés d’autre part.
Cependant, l'influence de cette diversité spécifique au sein du monde végétal n’est pas
claire. Tandis que la composante intraspécifique, ou « diversité génétique », serait a l'origine
de la différentiation des populations d’'une méme espéce, permettant a chaque population
de s’adapter a son environnement (Godelle et al ., 1998).

Le polymorphisme génétique, est a l'origine de la diversité génétique. C’est un terme qui
fait référence a la variabilité qu’elle soit de forme, de taille, de structure ou de composition
et dont I'utilisation touche pratiquement tout les domaines de la science. Ce terme exprime
aussi les variations fréquentes se déroulant au niveau d'un locus spécifique du génome
(Hopkinson et Withehouse, 2000).

Les ressources phytogénétiques, avec I'eau et le sol, sont, partout dans le monde,
le fondement de l'agriculture et de la sécurité alimentaires : c’est la matiere premiére
qu'emploient les sélectionneurs de plantes et les spécialistes de la biotechnologie pour
produire de nouvelles variétés adaptées a différents environnements et conditions de
croissance. Sans cette diversité, nous ne pourrions plus adapter les cultures a I'évolution
constante des besoins et des conditions (Lazrek-Ben Friha, 2008).

21



Utilisation des marqueurs SSRs pour I’étude de la diversité génétique de quelques populations
algériennes de mais (Zea mays L.)

Pour chaque espéce cultivée, il existe un ou plusieurs centres primaires de diversité
in-situ ; le flux génétique ininterrompu entre ces cultures et leurs parents sauvages dans
ces régions est une source inépuisable de nouvelles variabilités (Bautista-Salas, 2009).
Toutefois, les centres secondaires ne sont pas négligeables, notamment pour certaines
espéces comme le mais qui, en plus d’étre originaire d’Amérique centrale, a une source
secondaire importante de diversité en Afrique ou un bon nombre de types distincts ont été
sélectionnés (FAO, 1996).

La FAO (1996), dans son rapport sur I'état des ressources phytogénétiques dans le
monde a déclaré que l'alimentation et I'agriculture de chaque pays dans le monde sont et
seront interdépendantes en matiére de ressources phytogénétiques et cela quelques soit la
grandeur de cette diversité dans les banques de génes ou dans les exploitations agricoles.

2. Erosion des ressources phytogénétiques

Depuis un bon nombre d’années déja, le monde est témoin de I'enclenchement
du processus d’érosion des ressources phytogénétiques et un appauvrissement non
négligeable et préoccupant a été remarqué. Bautista-Salas (2009) précise que : « le
processus d’érosion se poursuit et la perte irréversible d’alléles est catastrophique car il
s’agit de 'unité fondamentale de I'hérédité et la premiere source de variation de I'aspect,
des caractéristique et du comportement des plantes».

La diversité génétique est « involontairement » victime de I'extension de I'agriculture
commerciale moderne dans ce sens ou l'introduction de nouvelles variétés de plantes
cultivées a provoqué la perte des variétés traditionnelles ancestrales (Bautista-Salas,
2009).

Il devient alors nécessaire de rechercher un model de production mettant a profit
le potentiel des cultures végétales génétiquement hétérogénes et les savoirs locaux.
Les agro-écosystémes traditionnels sont génétiquement trés diversifiés contenant des
populations de variétés créoles (landraces) adaptées, lesquelles évoluent face aux maladies
et aux ravageurs. Quant aux savoirs locaux, ils font partie de la biodiversité agricole
et représentent I'ensemble des connaissances que les personnes d’une communauté
donnée ont développé dans le temps et continuent a développer. lls sont fondés sur
I'expérience, souvent testés au cours de nombreux siécles d’utilisation, adaptés a la culture
et a I'environnement local, gravés dans les pratiques de la communauté, dynamiques et
en évolution permanente et représentent des siécles de travail acharné (Bautista-Salas,
2009).

Selon le méme auteur, nous savons a présent que de plus en plus de pratiques agricoles
de paysans traditionnels, considérées dans le temps comme mauvaises ou primitives se
sont révélées étre des techniques sophistiquées et adéquates. En cherchant a contourner
les difficultés du milieu ces paysans ont mis en place des systémes originaux qui, malgré
eux freinent le processus d’érosion : pour avoir un bon rendement ces paysans favorisent
les cultures génétiquement hétérogénes.

3. Conservation des ressources phytogénétiques : les collections

Les banques de géne conservent a long terme les ressources génétiques des plantes
cultivées et leurs formes sauvages sous forme de collections. Au cours des 25 derniéres
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années, certaines collections ont atteint des proportions excessives, ce qui constitue un
obstacle a la bonne gestion de ces collections (Van Hintum et al. , 2000)

Ayant prévue ces problemes, Frankel (1984), proposa le concept de «core collection »
ou collection nucléaire ; celle-ci pourrait étre créée a partir des collections existantes mais
serait de plus petite taille et représentative de la diversité génétique de ces derniéres.

Par définition, une « core collection » est un échantillon limité d’accessions (populations,
variétés, lignées...etc) représentant, avec un minimum de répétition, la diversité génétique
d’'une espéce cultivée et de ses parents sauvages (Frankel, 1984 in Hamonl et al. ,1995).
D’aprés Brown (1989), une « core collection » de 10% d’accessions contient théoriquement
70% des alléles de la collection entiére.

En plus de constituer un outil de conservation facilitant le management des banques
de génes, une « core collection » représente une véritable carte d’identité génétique pour
une espéce donné appartenant a une région bien précise, un moyen de caractériser et de
connaitre le potentiel génétique de ses ressources et d’en faciliter I'utilisation (Studnicki
et al. ,2010).

4. Diversité génétique du mais dans le monde

Les données sur la répartition géographique du mais dans le monde montrent qu'il s’est
adapté a un large spectre d’environnements, chose qui se refléte dans la grande diversité
des caractéres agro-morphologiques, génétiques, cytologiques et physiologiques de cette
plante. De plus, la diversité génétique ne dépend pas que de la variation des conditions du
milieu environnant, elle est étroitement corrélée aux cultures et traditions des populations
indigénes, des systémes de productions et du type de consommation du mais (Aguirre et
al. ,1998).

Pendant la domestication du mais, au cours des siécles passés, chaque région ou il
a été introduit et cultivé a donnée naissance a ses propre cultivars ou populations locales
(Australian Governement, 2008).

De ce fait le mais est cultivé partout dans le monde. Par conséquent ses ressources
génétiques sont conservées ex situ dans plusieurs endroits dans le monde. Toutefois, la
conservation in situ persiste toujours dans la région Méso-américaines ou existe encore la
souche originelle du mais qui a donné naissance a toutes les variétés ameéliorées cultivées
actuellement a travers le monde. C’est dans cette région que se trouve la plus grande partie
de la diversité génétique du mais (India Government, 2011).

Dans les pays développés la tendance est a 'adoption de variétés améliorées de mais
a des fins purement commerciales. Certains organismes ont pris conscience de I'importance
que représente cette diversité intra-spécifique et de 'ampleur des facteurs mis en jeu si celle
ci venait a s’épuiser ; ils la conservent précieusement pour les améliorations génétiques
futures.

Le CIMMYT est le leader en question de conservation de germplasme du mais, il
détient la plus large collection d’accessions de mais au monde avec plus de 17000 lignées
(CIMMYT, 2000 in India Governement, 2011).

5. Populations locales de mais et leur diversité

23



Utilisation des marqueurs SSRs pour I’étude de la diversité génétique de quelques populations
algériennes de mais (Zea mays L.)

Il N’y a pas lieu de négliger le fait qu'’il existe en Algérie un germplasme locale de mais.
Il s’agit de populations locales désignées sous des appellations génériques telles que :
Kbal, Mastoura ou encore Draa...etc. Celles-ci sont situées en majorité dans les oasis
Sahariennes du pays, et qui par conséquent, sont adaptées aux conditions culturales les
plus drastiques (Timesguida et Oulounis, 1998).

A priori, il existerait une grande diversité morphologique au sein des populations de
mais cultivées dans le sud algérien. Cela pourrait s’expliquer par une large base génétique
et part le fait que ces populations ont fait I'objet de sélection artificielle par les paysans: ces
derniers favorisent les cultures génétiquement hétérogénes pour limiter les pertes dues aux
facteurs biotiques et/ou abiotiques. Effectivement, la plus part d’entre elles, sont cultivées
d’années en années de maniére isolée et, trés souvent sans échange de semences entre les
fermiers. Ces populations présentent, généralement, un cycle de développement trés court
(45 jours) et se caractérisent, pour la majorité, par de petits épis contenant un nombre trés
restreint de grains. Le plant quant a lui, il ne dépasse pas les 60 cm de hauteur. Cependant,
dans ces régions, la consommation du grain de mais cultivé de maniére traditionnelle, est
destinée principalement a ’lhomme (Rahel-Bouziane et Feliachi, 2006).

Récemment, un soudain intérét est accordé a ces populations. Un revirement de
situation di probablement, & une prise de conscience du gouvernement ainsi que des
scientifiques face a I'ampleur de la catastrophe engendrée par la perte massive des
ressources phytogénétiques du pays. Ces populations constituent un germplasme qui a
subit un grand processus d’adaptation et de diversification pendant plusieurs siécles et sont,
par conséquent, un puis de richesse biologique mais qui, ne répondant souvent pas aux
besoins agronomique et économiques d’une agriculture moderne, risque de disparaitre au
détriment de nouvelles variétés introduites.

C'est pourquoi, il est nécessaire de créer des variétés nouvelles ayant les propriétés des
formes locales avec, en plus, des possibilités de rendement et de qualités technologiques
élevés (Lazarova et al. , 1988). Il est admis que tout manque d’informations sur une
ressource génétique donnée et/ou sa non valorisation ne peut que conduire a sa disparition
(Raharinirina, 2005)

De plus, nous savons a présent que le ministére de I'agriculture et du développement
rural, dans le cadre de la nouvelle politique destinée a réduire les importations, ambitionne
de produire localement une grande part du mais consommé et que les premiers périmétres
agricoles convenant a la production de mais viennent d’étre identifiés dans la région de
I'Oranie ( _www.transactiondalgérie.com ).

IV Caractérisation de la variabilité du mais

Méme si dans certains cas ou il n’existe pas de variation pour certains caractéres essentiels,
il existe toujours de nombreux caractéres pour lesquels des variations entre individus sont
observées. Certaines de ces variations s'expriment au niveau phénotypique (morphologie,
physiologie, etc.) alors que d’autres restent cachées et leur mise en évidence nécessite
l'utilisation de techniques adaptées (modification biochimiques ou génétiques : variabilité
des protéines ou des séquences d'ADN).

Les variations phénotypiques sont dues en partie a des facteurs environnementaux
(fertilisation, climat, etc.) et d’autre part a des facteurs héréditaires, transmissibles a
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la descendance. De plus, dans la plupart des cas, ces deux sources de variation
interagissent fortement (interactions génotype x environnement), et il est difficile de mesurer
leur part relative dans la variation phénotypique totale. Les méthodes classiques pour
estimer la diversité génétique des populations utilisent les caractéres morphologiques et
agronomiques, en sachant que ces caractéres peuvent étre influencés par des facteurs
environnementaux. Du point de vue de la valeur agronomique, la variation phénotypique
est la plus utile, tandis qu’elle n'est pas trés informative concernant la relation entre
génotypes. D’un autre cbté, les caractérisations biochimiques ou moléculaires ne donnent
pas d’informations agronomiques, mais elles éclaircissent les relations entre les génotypes
ainsi que leurs relations phylogénétiques sans interactions avec I'environnement.

Pour caractériser efficacement une collection les deux approches peuvent cependant,
étre envisagées : 'approche phénotypique et I'approche génotypique.

1. Caractérisation phénotypique

L'expression de la variabilité peut ou non se manifester en caractéres visibles, c’est une
variabilité phénotypique. Le but ultime de la caractérisation d’une collection est de mesurer
la variabilité du groupe étudié en se référant a des caractéristiques ou descripteurs qui soient
le plus discriminants possible.

Un descripteur végétal est une caractéristique identifiable et quantifiable d’'une espéce.
Les descripteurs sont utilisés dans la caractérisation et dans I'évaluation des populations
pour faciliter leur différenciation et rendre facile la classification, le stockage, la récupération
et l'utilisation des données (Painting et al. , 1993 in Bautista-Salas, 2009).

Les descripteurs morpho-agronomiques peuvent étre qualitatifs ou quantitatifs et
incluent des caractéres botaniques et taxonomiques mais aussi d’autres qui n’identifient
pas nécessairement 'espéce mais qui sont importants du point de vue agronomique, de
I'amélioration génétique, du marché ou du point de vue culinaire. Souvent ces descripteurs
sont influencés par les changements environnementaux, mais les descripteurs homologués
a niveau international sont normalement des caractéres stables avec une haute héritabilité.

De nombreux descripteurs de caractérisation ont été publiés et pour un grand nombre
d’especes végétales comme le blé (IBPGR et CEC, 1985), le sorgho et le millet IBPGR et

ICRISAT, 1993 1 , 1993 2 ), l'orge (IPGRI, 1994), lepoids chiche (IBPGR, ICRISAT et
ICARDA, 1999), le riz (Biodiversity International et al. , 2007)...etc., ce qui témoigne de
importance accordée aux marqueurs morphologiques qui résultent d’'une interaction entre
le génotype et I'environnement.

1.1. Descripteurs du mais

Les descripteurs publiés par I'international Board for Plant Genetic Resources — IBPGR (a
présent International Plant Genetic Resources Institute — IPGRI) et le Centre International
d’Amélioration du Mais et du Blé (CIMMYT) en 1991, sont utilisés dans les caractérisations
morphologiques quantitatives et qualitatives du mais. Ces descripteurs, mondialement
utilisés, sont complétés avec des caractéres établis par les sélectionneurs locaux. L'intérét
est d’'uniformiser la caractérisation des collectes pour la conservation et la rationalisation de
I'utilisation du germplasme (Bautista-Salas, 2009).
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Le codage des états des descripteurs est fait selon des normes acceptées
internationalement et qui devraient étre suivies comme indiqué, entre autres, ci-
dessous (CIMMYT et IBPGR, 1991):

Les mesures sont faites selon le systéme Sl. Les unités a utiliser sont données entre
crochets, a la suite du descripteur;

Plusieurs caractéres quantitatifs qui ont une variation continue sont notés sur la base
d’'une échellede 149, ou:

1 = Tres faible ; 2 = Trés faible a faible ; 3 = Faible ; 4 = Faible a moyenne ; 5 =
Moyenne ; 6 = Moyenne a forte ; 7 = Forte ; 8 = Forte a trés forte ; 9 = Trés forte.

La présence/absence de caractéres est notée ainsi:
+ Présent ; 0 Absent
Des blancs sont laissés pour les informations non encore disponibles.

Les chartes de couleurs standards, comme «Royal Horticultural Society Colour
Char» «Methuen Handbook of Colour», «Munsell Color Chart for Plant Tissue», sont
fortement recommandées pour tous les caractéres de couleur a variation continue (la
charte utilisée devrait étre indiquée dans la section ou elle est utilisée).

Les dates devraient étre exprimées numériquement dans le format JIMMAAAA
(DDMMYYYY) ou: JJ 2 chiffres pour représenter le jour ; MM 2 chiffres pour
représenter le mois ; AAAA 4 chiffres pour représenter 'année.

Une caractérisation et une évaluation préliminaire sont nécessaires pour la conservation
des collections. Ainsi, une caractérisation dans le jargon de I'lBPGR, consiste a noter les
caractéres qui sont hautement héritables, qui peuvent étre vus a I'ceil nu, et qui s’expriment
dans tous les environnements, alors qu’une évaluation préliminaire, quant a elle, consiste
a noter un nombre limité de caractéres additionnels (considérés comme désirables par un
ensemble d'utilisateurs de la plante en question). Une évaluation avancée serait du ressort
des sélectionneurs dans le cadre de programme d’amélioration de la plante (CIMMYT et
IBPGR, 1991).

Pour une caractérisation et une évaluation préliminaire les données sur les descripteurs
ne concernent pas uniquement la plante en question mais elles concernent également le
milieu ou le site ou elle sera caractérisée et évaluée ( CIMMYT et IBPGR, 1991).

Parmi les données relatives au site de la caractérisation on compte : le pays de
I’évaluation et de la caractérisation ; la latitude, la longitude et l'altitude du site en question ;
la date de semis, la date de récolte, la pluviométrie annuelle, le pH du sol, le type de sol. A
titre d’exemple la caractérisation du sol se fait selon I'échelle suivante :

1=Hautement organique ; 2=Argileux ; 3=Argilo-limoneux ; 4=Limoneux ; 5=Limono-
sableux ; 6=Sableux ; 7=Sable-limoneux ; 8=Limoneux ; 9=Graveleux.

Pour le mais, les données relatives a la plante concernent généralement des
descripteurs de la phase végétative, de I'épi et du grain.

1.2. Données végétatives

Nombre de jours pour la floraison méle : c’est le nombre de jours entre le semis et le
jour ou plus de 50% des plantes produisent du pollen.

Nombre de jours pour la floraison femelle : il s’agit du nombre de jours entre le semis
et le jour ou les soies sont visibles chez plus de 50% des plantes.
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Nombre de jours pour la sénescence de la feuille de I'épi : cela fait référence au
nombre de jours entre le semis et le jour ou la feuille de I'épi est séche chez plus de
50% des plantes.

Hauteur de la plante [cm] : du niveau du sol a la base de sa panicule male et aprés le
stade grain-laiteux

Hauteur de I'épi [cm] : du niveau du sol au nceud d’insertion de I'épi le plus haut
(principal) et cela aprés le stade grain-laiteux.

Remarque : Pour les deux derniers descripteurs, la moyenne d’au moins 20 plantes
représentatives doit étre notée.

Feuillage : la surface foliaire totale, aprés le stade grain-laiteux est observée sur au
moins 20 plantes représentatives : 3=Faible ; 5=Moyenne ; 7=Grande

Nombre de feuilles au dessus de I'épi, la feuille de I'épi incluse, aprés le stade grain-
laiteux et compté sur au moins 20 plantes représentatives.

Indice de tallage : Nombre de talles par plante mesuré sur plus de 20 plantes au
stade floraison

Couleur de la tige : doit étre indiquée sur au moins 20 plantes représentatives au
stade floraison, et au plus trois couleurs de tige peuvent étre indiquées dans 'ordre
de leur fréquence : 1=Vert ; 2=0Orange ; 3=Rouge ; 4=Pourpre ; 5=Brun.

Verse racinaire : il s’agit du pourcentage de plantes versées au niveau racinaire a
deux semaines avant la récolte.

Casse : c’est le pourcentage de plantes cassées au niveau de la tige (sous I'épi) a
deux semaines avant la récolte.

Pubescence de la gaine a la floraison : 3=Faible ; 5=Moyenne ; 7=Forte.

Type de panicule : au stade grain-laiteux : 1=Primaire ; 2=Primaire-secondaire ;
3=Primaire-secondaire-tertiaire.

1.3. Données sur I’épi

Les deux premiers descripteurs sont mesurés apres la récolte, en employant tous les épis
sur au moins 20 plantes représentatives par introduction.

Couverture de I'épi : 3=Faible ; 5=Moyenne ; 7=Bonne

Dégats sur épi : c’est le niveau des dégats sur épis causés par la pourriture et/ou les
insectes...etc. 0=Aucun ; 3=Faibles ; 7=Importants.

Disposition des rangées de grains sur I'épi en utilisant I'épi le plus haut :

1=Reéguliére ; 2=Irréguliére ; 3=Droite ; 4=Spiralée.

Nombre de rangées : par le comptage du nombre de rangées de grains dans la partie
médiane de I'épi le plus haut.

1.4. Données sur le grain

Type de grain : Indiquer les types de grains (trois au maximum) dans 'ordre de leur
fréquence : 1=Farineux ; 2=Semi farineux, avec une couche externe d’endosperme
dur ; 3=Denté ; 4=Semi-denté, intermédiaire entre denté et corné, mais plus

proche de denté ; 5=Semi-corné, corné avec extrémité molle ; 6=Corné ; 7=Doux ;
8=0Opaque; 9=Tuniqué ; 10=Cireux.

Couleur du grain : Indiquer les couleurs de grains (trois au maximum) dans I'ordre de
leur fréquence : 1 : Blanc ; 2 : Jaune ; 3 : Pourpre ; 4 : Bigarré ; 5 : Brun ; 6 : Orange ;
7 : Tacheté ; 8 : Extrémité blanche ; 9 : Rouge

Poids de 1000 grains [g] : doit étre ajusté a 10% d’humidité aprés la récolte.
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2. Caractérisation moléculaire

2.1. Les marqueurs moléculaires

La gestion et I'exploitation de la variabilité génétique ont longtemps reposé sur I'utilisation
unique des caractéres morphologiques et/ou d’intérét agronomiques. Ces derniers ont été
les seuls outils disponibles pour retracer I'histoire des populations. Toutefois, la fiabilité de
ces marqueurs s’est révélée, au fil du temps, insuffisante. En effet, il arrive fréquemment
que les variations phénotypiques ne soient pas seulement liées a I'histoire évolutive des
populations mais soient également déterminées par des facteurs du milieu (Lazrek-Ben
Friha, 2008)

L'accés a d’autres niveaux d’étude de la diversité génétique comme ceux des protéines
(isoenzyme) et de 'ADN remonte aux trois derniéres décennies. Ces deux derniers types se
sont révélés comme étant une source quasiillimité de marqueurs (De Vienne et al., 1994).

Les marqueurs moléculaires présentent de nombreux avantages comparés aux
marqueurs morphologiques et biochimiques notamment leur indépendance par rapport a
'organe analysé et au stade de développement de la plante, en outre ils ne sont pas
influencés par les fluctuations environnementales (Lanteri et Barcaccia, 2005 ; Moullet et
al. , 2005 ; Konate, 2007 et Bautista-Salas, 2009). lls permettent ainsi 'accés a I'histoire
des populations.

Un marqueur moléculaire est un locus polymorphe qui renseigne sur le génotype de
lindividu qui le porte. Idéalement, il doit étre a hérédité simple (caractéres mendéliens),
multi-allélique (polymorphe), co-dominant et neutre vis-a-vis du milieu. Un marqueur
est neutre lorsqu’il ne produit aucun changement aux caractéres métaboliques ou
phénotypiques (Bautista-Salas, 2009). En d’autres termes, un marqueur moléculaire doit
étre neutre vis-a-vis de la sélection, car I'analyse de la diversité génétique neutre permet de
comprendre la structuration spatiale de la diversité et de construire des hypothéses sur les
différents événements liés a la domestication et a la diffusion de la plante (Nordborg et al.
2005). En outre, les marqueurs neutres et co-dominants sont nécessaires pour analyser la
structuration des populations.

Les marqueurs moléculaires peuvent se révéler étre extrémement variés pour des
plantes ayant la méme morphologie et physiologie (Ellis et al. , 2005). lls permettent
d’identifier le polymorphisme entre familles, genres, espéces, variétés, populations et méme
entre les individus, ce qui fait d’eux des indicateurs de la variabilité génétique trés efficaces
dans la phylogénie moléculaire.

Les applications des marqueurs moléculaires concernent I'étude de la diversité
et la caractérisation des ressources génétiques, la sélection assistée par marqueurs
moléculaires, et l'identification génétique: matériel de sélection et variétés (Roldan-Ruiz et
al. , 2005). En effet, ils permettent de détecter, sur le génome de la plante, le polymorphisme
de séquences d’ADN (codantes ou pas) d’'un certain nombre de loci. Les données obtenues
peuvent alors étre utilisées, entre autres, comme empreintes génétiques permettant la
caractérisation du génotype de l'individu et au passage d’identifier la structure génétique
de populations entiéres.

De plus, selon Moullet et al. (2005) et Roldan-Ruiz et al. (2005), 'utilité des
marqueurs moléculaires dans 'amélioration génétique et dans les programmes de sélection
assistée par marqueur résident dans la possibilité de détection précoce d’alleles d’intérét
avant méme I'expression du phénotype. Cependant, il est important de réaliser que, dans
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la plupart des cas, l'utilisation des marqueurs ADN n’élimine pas complétement le besoin
de faire des tests phénotypiques sur les plantes.

Les marqueurs moléculaires ont beaucoup été utilisés pour identifier, maintenir,
caractériser et évaluer les ressources génétiques avec plusieurs espéeces de plantes ;
et la majorité des méthodes basées sur le marquage moléculaire détecte des mutations
ponctuelles de la séquence d'ADN (comme par exemple les techniques : AFLP (Amplified
fragment length polymorphism), RFLP (Restriction fragment length polymorphism) ou SNP
(Single nucleotide polymorphism)), ou bien des modifications du nombre de copies de motifs
répétés tres courts de type microsatellites SSRs (Simple Sequence Repeats). Ces derniers
seraient les plus polymorphes et les plus informatifs.

2.1.1. Marqueur microsatellites ou Séquence Simple répétée (SSR)

Les microsatellites ou SSRs sont des séquences d’ADN constituées de répétitions en
tandem de motifs mono, di, tri ou tétranucléotides. lls sont révélés par réaction de
polymérisation en chaine (Polymerase Chain Reaction, PCR) de 'ADN (Tautz et Renz,
1984).

Les motifs les plus courants sont (A)n, (AT)n, (GA)n, (TAT), et (GATA), ...etc, la valeur

de n pouvant aller de quelques unités a plusieurs dizaines. Selon Morgante et Olivieri
(1993), de tels motifs sont trés répandus dans le génome des végétaux supérieurs et selon
les premiéres estimations il y aurait en moyenne un microsatellite dinucléotidique tous les
30 & 100 kb.

Du fait de leur présence dans les séquences codantes et non codantes du génome,
deux types de microsatellites ont été décrits: dans le type |, les marqueurs sont localisées au
sein de génes de fonctions connus et sont utiles pour étudier I'évolution du génome (Vignal
et al., 2002). Letype Il est sans fonction connue, trés répandu et bien plus polymorphe
que le type .

Outre leur distribution sur 'ensemble du génome, l'intérét des microsatellites réside
dans leur polymorphisme extrémement élevé. Ce dernier est d0 a des variations dans la
longueur de la répétition. Le polymorphisme de longueur sur un locus montre souvent des
dizaines d’alléles différents les uns des autres dans le nombre de répétitions (Figure
4). Ce polymorphisme est causé principalement par des erreurs de glissement de la
polymérase lors de la réplication des chromosomes en plus des mécanismes évolutifs
auxquels sont soumises les séquences d’ADN tels que les crossing-over asymeétriques
(Santoniet al. ,2000). Les microsatellites sont, par conséquent trop instables et fortement
contre-sélectionnés. Effectivement, une estimation des taux de mutation des microsatellites
chez ’lhomme et chez certains animaux (Primmer et al. , 1996) a été réalisée et montre
que ces taux sont trés élevés comparés aux taux de mutations des autres séquences d’ADN
génomique, ce qui explique le fait que les microsatellites marquent essentiellement les
régions non codantes du génome (Jarne et al. , 1996).

Selon Santoni et al. (2000), un motif microsatellite donné n’est pas spécifique
a un locus, tandis que les séquences le bordant le sont. Ainsi, une paire d’amorces
oligonucléotidiques spécifiques de ces régions bordantes peut permettre via la PCR
d’amplifier ce seul locus microsatellite. Autrement dit, le développement de marqueurs
microsatellites se résumerait en la définition des amorces bordantes spécifiques.
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= | 5
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Figure 4: le polymorphisme de longueur pour un méme locus
(Bautista-Salas, 2009)

Aprés la PCR, la tailledes produits amplifiés est estimée parélectrophorése sur gel
(d’agarose oud’acrylamide) ou avec un séquenceur.

Les microsatellites sont des marqueurs co-dominants, c'est-a-dire que nous pouvons
distinguer les individus homozygotes de I'hétérozygote (Figure 5 et 6). Notez bien qu’il ne
s’agit pas de séquences complémentaires d’un locus, mais de séquences de deux alléles
d’'un méme locus, c’est a dire situées sur les deux chromosomes homologues.

LOTAGCCTTGCATCCTICTCTCTCTCTOTCTATOGOTACTACGTGG. . .(46 bp)
COGTAGCCTTGCATCCTTICICTICTICICTCTICTATCGGTACTACGTGG. . (46 bp)

5" flanking region mucrosatellite locus 3" flanking region

Figure 5: un microsatellite homozygote
(Mburu et Hanotte, 2005)

WEGTAGCCTTGCATCCTTICTCTCTCTCTCTCT  ATCGGTACTACGTGG. .. (46 bp)
COTAGCCTITOCATOCTICTCTCTOTCTOTCTCTCTATOGG TACTACG GG, (30 bp)

5" lanking region mucrosatellite locus 3" flanlong region

Figure 6: un microsatellite hétérozygote
(Mburu et Hanotte, 2005)

2.1.2. Avantages et les inconvénients des marqueurs microsatellites

Les microsatellites font partie des marqueurs moléculaires les plus puissants pour révéler le
polymorphisme et sont, de ce fait, de plus en plus utilisés dans de nombreuses études, telles
que la l'identification d’individus, les analyses phylogénétiques, la cartographie de QTL's,
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I'étude des flux de génes...etc. Ce sont des marqueurs de choix par leur répartition sur
I'ensemble du génome, leur spécificité de locus, leur codominance et leur polymorphisme
tres élevé. De plus, ils sont faciles a utiliser une fois leur mise au point effectuée (les
protocoles sont en partie automatisés et sont basés sur la PCR). Ainsi, seules de petites
quantités d’ADN sont nécessaires (Mburu et Hanotte, 2005).

Cependant, Vigouroux et al. (2002, 2005) ont démontré que certains SSR’s
notamment ceux appartenant aux régions codante, pouvaient ne pas étre neutre, car ils
peuvent étre affectés par la sélection artificielle lorsqu’ils sont liées aux géne d’intérét. Cela
pourrait biaiser I'interprétation des études phylogénétiques. Cependant, ces marqueurs sont
relativement bon marche et simples a mettre en ceuvre comparativement aux autres.

2.2. Caractérisation moléculaire de la diversité génétique chez le mais

Les premiers travaux de caractérisation du mais par les isozymes ont été menés par Brown
et Allard (1969). Ces auteurs ont pu identifier 12 lignées de mais avec 5 loci pour 5 systémes
enzymatiques. Suivirent les travaux de Hunter et Kannenberg (1971) qui ont caractérisés
15 lignées de mais avec 11 loci pour 5 systemes enzymatiques. Gothardo et Heidrich
— Sobrino (1982) ont identifié deux populations américaines de mais avec 20 loci pour 4
systéemes enzymatiques. Par ailleurs, dans les travaux qui ont conduit a élucider I'origine de
la domestication du mais, Doebley et al. (1984) ont analysé les variations isozymiques
entre des populations de mais et de téosinte. En outre, Mudry et Kraic (2007) ont évalué la
diversité génétique de 62 populations de mais et 48 alléles ont été dénombrés pour 22 loci
isoenzymatiques et Revilla et al. (2003)ont caractérisé 404 populations de mais européen
avec 19 loci isozymatiques. Cependant, la limitation principale de ces techniques réside
dans le faible polymorphisme détecté au sein des cultivars étroitement liés (apparentés).

Les marqueurs RFLP ont été les premiers marqueurs moléculaires a ADN (marqueurs
a priori neutres) a étre utilisés dans les programmes d’amélioration du mais (Lee et al
., 1989; Bernardo, 1994 in Carvalho et al. , 2004) ; ils ont servie intensivement par
la suite dans I'évaluation de la diversité génétique de cette céréale (De Vienne et al. ,
1994 ; Dubreil et Charchosset, 1998; Rebourg et al ., 2001 et Rebourg et al .,
2003). Cependant, la technique est difficilement automatisable, elle demande beaucoup de
travail et de temps, les grandes quantités d’ADN nécessaires a sa réalisation sans oublier
les risques auxquels s’exposent les chercheurs du fait de I'utilisation de sondes chaudes
(marquées par des radio-isotopes).

Apreés les isozymes et les RFLP, suivirent les marqueurs RAPD qui ont constitué la
premiére catégorie de marqueurs neutres basés sur la PCR (Réaction de Polymérisation
en chaine). Ces marqueurs ont, non seulement, été plus faciles a utiliser et a obtenir que
les marqueurs RFLP, mais aussi trés utiles pour le mais et dans plusieurs autres domaines,
entre autre les travaux de caractérisation de la diversité génétique de population naturelles,
de populations incluses dans des programmes de sélection et méme pour la constitution de
« core collections », ou ils ont nettement fais leur preuve (Moeller et Schall, 1999 ; Carvalho
et al. , 2004 ; Bruel et al. , 2007 ; Okumus, 2007). Il s’agit, ici, de marqueurs assez
performants et faciles a obtenir. Toutefois, méme s'ils ont put pallier a certaines difficultés
liees aux marqueurs RFLPs comme I'automatisation, certains problémes de reproductibilité
de 'amplification restent fréquemment observés ce qui entraine des erreurs d’interprétations
(Demeke et al ., 1997; Karp et al ., 1997 in Ignjatovic-Micic et al. 2007).

Les marqueurs AFLP ont démontré une plus grande efficacité dans la détection de
polymorphisme dans I'étude de la diversité génétique du mais comparé aux marqueurs
RAPD et RFLP et ont été parfois méme égale ou plus efficace que les SSRs (Garcia et
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al. , 2004 ; Beyene et al. , 2005 et Ignjatovic-Micic et al. 2007). Cependant, les
marqueurs AFLP sont des marqueurs dominants et seulement bialléliques. En général, les
marqueurs dominants ne sont utilisables que dans des populations a fort taux de fixation,
ou les individus hétérozygotes sont presque inexistants. Le fait qu’ils soient trés proches
des SSRs sur I'échelle de I'efficacité s’explique par le grand nombre de loci polymorphiques
qu’ils peuvent révéler, chose qui compense la perte de donnés due a la dominance (Gerber
et al., 2000 in Garciaet al. ,2004).

2.3. Marqueurs microsatellites et caractérisation moléculaire chez le mais

Les marqueurs microsatellites ont été développés chez le mais pour palier aux différents
inconvénients liés aux autres marqueurs neutres.

D’anciennes études sur les microsatellites au niveau du génome du mais rapportent
gu’ils y sont abondants et extrémement variables. Afin d’en déterminer I'abondance et la
variabilité, Chin et al. (1996), ont scanné 576 séquences de mais se trouvant dans
les banques de données GenBank et EMBL ; 200 microsatellites ont été identifiés et
isolés pour tester leur variabilité sur neuf lignées fixées de mais. Seuls 69 d’entre eux
étaient polymorphiques. Par ailleurs, Taramino et Tingey (1996), par criblage de banques
génomiques de mais, ont identifié 150 autres microsatellites mais n’en ont isolé que 34 pour
analyser la diversité génétique de 12 lignées autofécondées de mais déja caractérisées a
I'aide de marqueurs RFLP. La comparaison entre les résultats des deux types de marqueurs
a permis de démontrer la grande utilité des microsatellites dans les travaux de cartographie
et d’étude du germplasme chez le mais.

Tous les microsatellites et les primers développés chez le mais sont répertoriés dans
la Maize Genomic and Genome Data Base « MaizeGDB » www.maizegdb.org .

Les microsatellites ont permis de tracer I'histoire évolutive du mais et de préciser
I'origine de ses populations dans plusieurs pays. Il s’agit d’études phylogénétiques. Par
exemple, la grande diversité du mais dans le monde a poussé Matsuoka et al . (2002) a
poser I'hypothése selon laquelle il existe plusieurs centres de domestication du mais. Pour
vérifier cette hypothése, les chercheursont collecté un totale de 264 populations de mais et
de téosinte sur un territoire allant du Sud de I'’Amérique latine au Nord du Canada. L’étude
Phylogénétique a été réalisée avec 99 microsatellites. Les distances génétiques obtenues
grace a cette étude ont montré que le centre de domestication du mais est unique étant
donné que le mais actuel est un descendant direct de la téosinte de Balsas River ou Zea
mays ssp. parviglumis.

Les récentes derniéres années ont vu un grand nombre de pays utiliser les marqueurs
microsatellites dans le but d’évaluer la diversité génétique de leurs populations locales ou
« landraces », de leurs variétés ou de leurs lignées de mais.

L'une des études les plus importantes sur I'évaluation de la diversité génétique des
populations de mais et I'analyse de leur structure est celle de Vigouroux et al. (2008).
Cette équipe a collecté un totale d’environ 350 populations propres aux Amériques (Nord,
Centrale et Latine) et 964 individus ont été génotypés avec 96 microsatellites. L’'analyse des
résultats a révélé, entre autres, que les populations locales du Mexique détenaient la plus
grande diversité génétique.

En Amérique latine, plus précisément au sud du Brésil la caractérisation de la diversité
génétique de populations locales de mais a été menée par Wietholter et al. (2008). Ces
derniers ont utilisé 21 SSRs pour génotyper 37 populations de mais Sud-Brésiliennes. Un
travail similaire a été fait en Argentine sur 26 populations traditionnelles de mais, a grains
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lisses et de couleur orange, avec 21 SSRs (Morales et al. , 2010). Toujours en Argentine,
Liaet al. (2009)ont déterminé la diversité génétique, la structure et les affiliations raciales
de 6 populations autochtones de mais provenant du Nord-Ouest Argentin en étudiant la
variation de 18 microsatellites au sein de ces populations.

En Europe, Eschholz et al. (2010), ont caractérisé, a I'aide de 10 marqueurs
microsatellites, 186 accessions de mais Suisse. lls ont, ainsi, pu tirer des conclusions quant
a l'origine du mais en Suisse et ont détecté une frontiére culturelle séparant le Nord et le
Sud du pays. En Croatie, 13 lignées pures de mais constituant le germplasme de base ont
été caractérisées en utilisant 98 marqueurs SSRs répartis uniformément sur le génome du
mais (Jambrovic et al. , 2008). Pour évaluer la diversité génétique au sein de 54 lignées
pures de mais aux grains lisses et denté au Portugal, Vaz Patto et al. (2004) ont utilisé
15 microsatellites. 50 accessions ameéricaines et d’autres européennes ont été génotypées
simultanément et ont servi a la comparaison. Une trés grande diversité fut observée au
sein des accessions portugaises. L’analyse des clusters a montré que toutes les lignées
se distinguaient les unes des autres et que, plus particuliérement, les lignées Portugaises
étaient présentes dans tous les clusters formés. Cela signifie que le mais portugais a
plusieurs origines d’ou la grande variabilité détectée.

En Asie, la caractérisation de populations indiennes de mais et plus précisément
des régions Nord-Est de I'Himalaya, a été réalisée par Sharma et al. (2010). Leur
analyse a porté sur un lot de 48 accessions qui ont été génotypées par 42 marqueurs
SSRs. Ces derniers leur ont permis de découvrir une diversité génétique extrémement riche
au sein des 48 populations. En Chine, deux groupes de populations de mais portant le
méme nom ont été caractérisés en utilisant 52 microsatellites. Au totale 44 populations ont
été génotypées. Cependant une faible variation génétique entre les deux groupes a été
observée. Néanmoins, une trés grande diversité génétique subsistait au sein de chaque
groupe ce qui préconise deux systemes d’amélioration différents pour chacun des groupes
(Liu et al. , 2009). De plus, la révélation de la diversité génétique de 124 populations de
mais a été réalisée grace a 45 marqueurs microsatellites par Yao et al . (2008). Cette
étude a permis d’identifier 180 génotypes qui pourraient étre a la base de la construction
d’'une « core collection » propre a la région d’origine des populations. En Iran, le niveau
de la diversité génétique au sein de 56 lignées iraniennes de mais a été évalué par 46
microsatellites. un total de 225 alléles ont été détectés et les 56 lignées ont été divisées en
4 clusters différents (Choukan et al ., 2005).

En Afrique, I'Ethiopie est un pays ou la culture du mais se pratique depuis plus de trois
centans. Récemment Beyene et al. (2006) ont analysé 62 populations locales en utilisant
20 marqueurs microsatellites et une grande diversité génétique fut observée. Cette étude
leur a permis, entre autre, d’envisager le développement de programmes d’amélioration
et de création de variétés nouvelles adaptées a leur environnement et a la demande du
consommateur local. Aussi, au Kenya, la diversité génétique au sein de 10 lignées de mais
a été évaluée al'aide de 14 marqueurs SSRs. Le groupe d’accession fut divisé en 4 groupes
majeurs et au total seuls 2 alléles ont été détectés (Karanja et al. , 2009).

En générale, la majorité des travaux d’identification génétique de lignées pures de mais
vise le développement d’hybrides hautement hétérozygotes. De plus, les microsatellites
sont des outils de choix dans les programmes de sélection assistée par marqueurs
(SAM), car celle ci est basée sur la possibilité de détecter la présence d’un géne ou
d’'une caractéristique agronomique intéressante par la recherche du marqueur qui lui est
étroitement lié.
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En Algérie, aucun travail visant a caractériser génétiquement des populations locales
de mais a I'aide de marqueurs microsatellites n’a encore vu le jour.

3. Mesure de la diversité génétique

La diversité et la structure génétique des espéces végétales varient en fonction de leur
systéme de reproduction, cycle de vie, distribution géographique ainsi que leur statut
taxonomique (Hamrick et Godt, 1997).

La transmission des différents alléles et leurs fréquences dans une population est trés
difficile a prévoir, et de trés nombreux facteurs peuvent modifier la fréquence de ces alléles
(mutation, migration, différence de survie ou fécondité entre individus). En outre, il faut
prendre en compte la transmission simultanée d’'un grand nombre de génes polymorphes
qui peuvent interagir entre eux et qui ne sont donc pas indépendants (Bautista-Salas,
2009).

Pour contourner ces difficultés il estimportant d’aborder la transmission des caractéres
dans un cas simple appelé population théorique et qui se définit par les caractéristiques
suivantes :

Population d'organismes diploides a reproduction sexuée et a générations non
chevauchantes (aucun croisement entre individus de générations différentes).

Populations d'effectifs infinis ou les croisements sont entierement aléatoires.
Populations closes génétiquement (absence de flux migratoires).

Tous les individus, quels que soient leurs génotypes, ont la méme capacité a se
reproduire et a engendrer une descendance viable = absence de sélection.

Absence de mutation et de distorsion de ségrégation méiotique (un individu Aa
produira toujours 50% de gamétes A et 50% de gamétes a).

Parmi ces caractéristiques, I'’hypothése la plus importante est le croisement au hasard
des individus, appelé systéme de reproduction panmictique. Cette hypothése suppose que
chaque individu ne choisit pas son partenaire sexuel ni en fonction de son génotype, ni en
fonction de son phénotype (panmixie) et que la rencontre des gamétes se fait par hasard
(pangamie), c’est la loi de Hardy — Weinberg (Bautista Salas, 2009).

3.1. Equilibre de Hardy — Weinberg

En génétique des populations, le principe de Hardy — Weinberg (EHW), établit que la
composition génétique d’'une population reste en eéquilibre sous certaines conditions : que
'organisme en considération soit diploide, qu'’il existe un croisement aléatoire dans la
population, que la taille de la population soit assez grande pour diminuer I'effet de la
dérive génétique et qu'’il ne subisse pas de sélection, mutation, migration (flux de génes).
En d’autres termes, aprés une génération de croisement au hasard, les fréquences des
génotypes d’un locus individuel atteignent une valeur d’équilibre particulier (les fréquences
génotypiques observées seront trés proches des celles attendues théoriquement). Cette
théorie spécifie aussi que ces fréquences d’équilibre peuvent étre représentées comme une
fonction simple des fréquences alléliques a ce locus (Bautista Salas, 2009 et Ould Ahmed,
2009).

Le principe de Hardy-Weinberg est une théorie qui stipule qu'il y a un _équilibre de
la fréquence des _alléles etdes génotypes au cours des générations (figure 7). Dans le
cas le plus simple, avec un locus avec deux alleles (A) et (a) de fréquences alléliques (p) et
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(q) respectivement, la loi EHW prédit que la fréquence génotypique pour ’homozygote AA

2

estp ©, celle de I'hétérozygote (Aa) est de (2pq) et celle de ’'homozygote (aa) est (q 2 ).

Quand les hypothéses de Hardy-Weinberg ne sont pas réunies, ceci peut causer
une déviation significative, c'est a dire que les fréquences génotypiques observées seront
différentes des attendus ou théoriques.
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Figure 7 : Représentation schématique de I'équilibre de la
fréquence des alleles et des génotypes proposé par Hardy — Weinberg

(http://fr.wikipedia.org/wiki/Principe de Hardy — Weinberg).
3.2. Parameétres de la diversité génétique intra population

3.2.1 Fréquences alléliques (pi)

La fréquence allélique est 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.

3.2.2. Hétérozygotie (He et Ho)

Les indices d’hétérozygotie représentent la proportion d’hétérozygotes au sein des sous
populations ou de la population totale.

L'indice He représente I'’hétérozygotie attendue pour une population en panmixie, c’est
la probabilité que 2 individus choisis (4 alleles, 2 copies des génes de deux individus)
aléatoirement dans une population aient des alléles différents d’'un locus donné. Il est estimé
a partir des fréquences alléliques (2pq) (Nei, 1973).
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L'indice Ho représente I'hétérozygotie observée, il est mesuré a partir des analyses
génotypiques. En comparant ces deux indices il est possible de déduire I'impact des forces
évolutives dans les populations, dues a 'autofécondation ou a I'autogamie.

3.2.3. Pourcentage de loci polymorphes (P)

Il s’agit du nombre de loci polymorphes par rapport au nombre total de loci étudiés. Une
population est dite polymorphe a un locus si la fréquence de l'alléle le plus commun a ce
locus est inférieure a un seuil arbitrairement choisi, généralement 0,99 ou 0,95, ce seuil est
le plus souvent en relation avec la taille de I'échantillon. Ainsi pour une population dont la
taille est supérieure ou égale a 100, le seuil de 0,99 peut étre utilisé. L utilité de ce paramétre
dépend du nombre de loci analysés. P n’est pas informatif lorsque peu de loci sont analysés
(Berg et Hamrick, 1997). En outre, P est en fonction de la taille de I'’échantillon analysé, les
alleles aux faibles fréquences pouvant étre facilement observées dans des échantillons de
grande taille. De ce fait, ce paramétre n’est pas un bon indicateur de la variabilité allélique
(Nei, 1978).

3.2.4. Nombre d’alléles par locus (A) et par locus polymorphique (Ap)

D’autres parameétres de mesure de la variabilité comme la moyenne du nombre d'alléles
par locus (A) et la moyenne du nombre d’alléles par locus polymorphe (Ap) peuvent étre
utilisés. Le nombre d’alléles présent a un locus donné représente la richesse allélique d’'une
population qui est connue pour dépendre de la taille de I'échantillon, puisque les chances
de découvrir un nouvel allele augmentent chaque fois qu’un nouvel individu est observé)
(Foulley et Ollivier, 2006).

3.3. Paramétres de la diversité génétique inter populations

3.3.1. F-Statistiques

Dans une population subdivisée, il existe trois niveaux de complexité : les individus
(), les sous-populations (S) et la population totale (T). Dans ce travail, les accessions
relatives aux régions représentent les sous-accessions et 'ensemble des sous-accessions
représente I'accession globale. Pour mesurer I'organisation de la diversité génétique dans
une population, Wright (1978) a défini I'hétérozygotie de chacun de ces trois niveaux
respectivement par les paramétres suivants : HI, HS et HT.

Le premier paramétre HI correspond a I'hétérozygotie moyenne des individus sur
'ensemble des sous-populations. |l représente également I’hétérozygotie moyenne
observée pour 'ensemble des génes (ou loci) d’un individu. C’est aussi la probabilité
de I'hétérozygotie en un locus pris au hasard.

Le second paramétre HS indique I'hétérozygotie attendue par individu pour chaque
sous-population en supposant qu’elle est sous I'équilibre de Hardy-Weinberg. HS
représente aussi I’hétérozygotie attendue dans une sous-population supposée en
équilibre de Hardy Weinberg.

Enfin, le dernier paramétre HT représente I'hétérozygotie attendue par individu, en
supposant que la population globale est sous I'équilibre de Hardy Weinberg. En
d’autres termes, c’est I'hétérozygotie attendue si toutes les sous-populations étaient
regroupées en une seule unité panmictique (Ould Ahmed, 2009).
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Trois indices sont générés a partir de ces niveaux d’hétérozygoties : FIS, FST et FIT. Ces
derniers mesurent I'écart de I’hétérozygotie par rapport a I’ I'équilibre de Hardy — Weinberg
a différents niveaux.

Wright (1978) a proposé les F-statistiques pour caractériser la structure génétique
d’'une population a travers ses sous populations.

L'indice FIS, appelé coefficient de consanguinité, mesure la réduction éventuelle de
I'hétérozygotie des individus a I'intérieur de leur sous-population. En cas de consanguinité,
cet indice est positif et indique un déficit en hétérozygotie. Evidemment, il prend la valeur
zéro si les sous-populations sont en équilibre de Hardy — Weinberg. En revanche, s’il est
négatif, les populations présentent un excés d’hétérozygotie (Bautista-Salas, 2009 et Ould
Ahmed, 2009)

L'indice FIT mesure la déviation génotypique par rapport a I'Equilibre de HWsur
I'ensemble de toutes les populations. Il mesure, donc, la réduction de I'’hétérozygotie globale
entre I'individu et la population globale théorique (Bautista-Salas, 2009 et Ould Ahmed,
2009)

Cependant, I'indice de fixation FST, mesure le niveau de différenciation génétique entre
les sous-populations. C’est un indice de la variation génétique entre les sous-populations.
Cet indice mesure la réduction relative des hétérozygotes liée aux différences alléliques
entre sous populations. Il varie de 0 a 1. Si les populations sont identiques, FST =
0 ; 0<FST<0.05signifie une différentiation faible, 0.05<FST<0.15signifie une différentiation
modérée et 0.15<FST<0.25signifie une différentiation importante, et au dela, FST sera trés
important (Bautista-Salas, 2009).

3.3.2. Distance génétique entre populations

Une autre approche de I'étude de la différenciation génétique entre des individus ou
des populations est I'analyse du degré de similitude entre eux ou entre elles. La
distance génétique quantifie le degré de divergence génétique entre unités taxonomiques
(populations, espéces, ...) prises deux a deux. La distance génétique augmente entre
les sous populations en fonction du temps de leur divergence a partir de la population
d’'origine (Gonzales-Candelas et Palacios, 1995). En effet, la distance génétique entre
deux échantillons est définie comme la proportion d’éléments génétiques qu’ils n'ont pas
en commun. D = 1 si et seulement si les deux échantillons n’ont pas d’éléments génétiques
en commun (Ould Ahmed, 2009)

Dans le cas ou plus de deux populations sont analysées et que toutes les paires
possibles de distance sont estimées, une matrice de distances peut étre construite. A
partir de cette matrice de distances, des analyses multi variées peuvent étre effectuées :
Soit pour faire une classification, dans ce cas, les groupements sont représentés par un
dendrogramme ; soit pour faire de la phylogénie qui est alors représentée graphiquement
par un arbre phylétique (Bautista-Salas, 2009) ; les populations sont agrégées de telle sorte
que les plus proches génétiquement soient aussi les plus proches sur le dendrogramme
(Lamara, 2010).

Plusieurs mesures de distance génétique ont été proposées. La plus utilisée est
actuellement celle de Nei (Nei, 1978). Cette distance s'établie sur un ensemble de locus
(>10) afin d'obtenir une meilleure estimation. Si la distance génétique D est par exemple
égale a 0,57, cela signifie que 0,57 substitutions alléliques par locus (ou 57 substitutions
pour 100 locus) sont survenues au cours de I'évolution séparées des deux populations
(Lazrek-Ben Friha, 2008).
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Diverses méthodes d'analyse de la structure sont disponibles mais la plus simple est
celle qui utilise I'algorithme UPGMA («Unweighted Pair Group Method using Arithmetic
Averages») ou Méthode de Groupes paires Hiérarchiques non pondérés avec le cluster de
I'analyse de la moyenne arithmétique.
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MATERIEL ET METHODES

| Rappel de I'objectif du travail

Vingt quatre accessions locales de mais provenant de diverses regions d’Algérie ont fait
I'objet de notre étude. Cette derniére s’inscrit dans le cadre d’un projet en collaboration avec
la Mision Biologica de Galicia (MBG, Pontevedra, Espagne.), affiliée au Conseil Supérieur
de la Recherche Scientifique (CSIC).

L'objectif général du travail est de caractériser la diversité du mais Algérien et de
construire une « collection nucléaire » pour son étude et son utilisation dans les futurs
programmes d’amélioration.

La présente étude vise a :

1. Caractériser 24 accessions traditionnelles a I'aide de 18 marqueurs microsatellites
sélectionnés par la MBG en se basant sur son expérience dans les domaines de
I'étude de la diversité génétique du mais et son amélioration et de trois descripteurs
morphologiques : type de grain, couleur du grain et forme de I'épi.

2. Analyser la diversité, inter et intra-accession, ainsi que la structure génétique des 24
accessions.

Ainsi, notre étude représente un premier pas vers la valorisation de cette culture, délaissée
depuis bien longtemps dans notre pays. A long terme, un impact des recherches intégrant
les informations génétiques et fonctionnelles est attendu pour appliquer les connaissances
acquises dans le domaine agronomique. En effet, la collecte, la caractérisation et la
conservation des ressources génétiques du mais s’impose, car il s’agit la d’'un patrimoine
qu'il est nécessaire de préserver et de mieux connaitre afin de mieux I'utiliser.

Il Matériel végétal

Au terme d’une prospection dans le sud Algérien, 50 accessions locales de mais de
provenances différentes, ont été collectées. Vingt quatre accessions ont été sélectionnées
dans un premier temps pour évaluer leur variabilité génétique. Parmiles 24 accessions, plus
de 50% d’entre elles sont originaires de la wilaya d’Adrar. Les autres accessions proviennent
d’autres régions d’Algérie, notamment des wilayates de Bechar, Tamanrasset, Ghardaia,
El oued et Saida.

Les différentes accessions ont été, dans un premier temps, codifiées. Chaque code
est constitué de trois lettres (selon le nom d’origine de I'accession) et commence par deux
lettres communes a tous les codes : DZ pour désigner I'origine algérienne du matériel
végétal. Le tableau 3 représente les différentes régions prospectées d’ou proviennent les
24 accessions de mais faisant I'objet de ce travail.
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Code de 'accession  Régione d’origine Daie de
collecie

DZI-AAS Chiled Arroussa, Sud d°Adrar 11-2m09

DZ-BAB Bem Abbes, Bechar 224032010

DZI-B5A Chiakonh, Bechar 244032010

DZ-BTM Taghit, Bechar 24032010

DZ-FEZ Fogzaret E'Zpara, Ain Salah, Tamanrasset !

DZE- GCHM Am Loussia, Mansoura, Ghardaia I

DZ-COL ElZoléa, Advar !

DI ICE Inghar AimSalah, Tamantasset !

DEIGS Ain Salah, Tamarwasset !

DEILT Lebouared, Igh, Bechar !

DZI-KAL Eali, Chiled 5aid, Tonismeoure, Sdvar 224032010

DZE-EKHL Eser E]l Hady, Acugzrout, Timmnoune Adrar 112009

DZI-KST K'sar Tmana, Timsnoune &drar 11-2m9

DELOM Chled Mahmonde Lantarfa sud 4" Adrar !

DEI-LAH T anest, sud 4" Adrar I

DZE-MGCH El Mzhater, Chied Sonaf 15404010

DZ-MST E’sar M’sehel, Tonimonne 11-2m9

DZI-OBC Chmakda, Bechar 244032010

DZ-O5T Chiled 5aid, Timimoune, Sdrar 224032010

DZI-SHH Z1d1 Maamar, Am El1Hadjar, Saida I

DZI-TAO Tannt, Sdvar 224032010

DZ-TBN Aongront Trmimoune, Adrar I

DEI-TCGN Aonlef Sud 4°Adrar I

DZI-TEKR E'seur Tela, Timmnoune, &drar 224032010

Tableau 3: Origine géographique des 24 accessions étudiées.

Parmi les 24 accessions, 15 ont été caractérisées génétiquement. Pour les 9 autres
accessions, seules I'extraction de I'ADN et sa quantification ont été réalisées.

Par ailleurs toutes les accessions ont fait 'objet d’'une caractérisation morphologique
préliminaire. Cette derniére sera d’'une grande utilité pour l'interprétation des résultats de la
caractérisation génétique par voie moléculaire (SSR). Pour cela, nous nous somme basés
sur les descripteurs morphologiques suivants : la couleur du grain, le type de grain et la
forme de I'épi.

La figure 8 représente la carte géographique indiquant les points de collecte des 24
populations. Les populations ayant fait 'objet d’'une analyse SSR sont au nombre de 15 et il
s’agit de : DZ-AAS, DZ-BAB, DZ-BSA, DZ-BTM, DZ-SHH, DZ-LOM, DZ-OBC, DZ-MST, DZ-
TAO, DZ-GOL, DZ-IGS, DZ-OST, DZ-KST, DZ-KAL et DZ-MGH. Les 9 autres populations
sont: DZ-FEZ, DZ-GHM, DZ-IGR, DZ-ILT, DZ-KHL, DZ-LAH, DZ-TBN, DZ-TGN et DZ-TKR.

Fautes de moyens au départ du présent travail, toute la partie SSR a été réalisée au
niveau du laboratoire de biologie moléculaire du groupe Mais de la MBG, ou I'extraction,
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la quantification, I'amplification par PCR ainsi que la révélation par électrophorése des
amplifia de 'ADN des 15 accessions, ont été réalisées. Quant aux neuf autres accessions,
I'extraction et la quantification de leur ADN respectifs ont été réalisées au niveau du
Laboratoire des Ressources Génétiques et Biotechnologies, ENSA, El Harrach, Alger.

Figure 8: Point de collecte des 15 accessions de mais ayant fait I'objet
d’une caractérisation morphologique ou génétique par marqueurs SSR.

lll Méthodologies mises en ceuvre

Les protocoles d’extraction d’ADN utilisés dans les deux laboratoires sont différents :

1. Obtention des ’ADN génomiques

1.1. Germination des graines

Au niveau de la MBG un total de 300 graines a constitué le matériel végétal de base de
notre étude, et ce, a raison de 20 graines par accession.

Les 300 graines de mais sont mises a germer dans des boites de pétries tapissées de
papier buvard imbibé avec de I'eau distillée. Les boites ainsi ensemencées (20 graines par
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boite) et sur lesquelles est inscrit le code de I'accession sont ensuite placées a I'étuve a une
température de 26 °C. Un maximum de 16 graines ont germé par population (figure 9).

Au laboratoire LRGB de 'ENSA, la germination a porté sur 10 nouvelles accessions
(30 graines par population) dont une a été perdue. Seules 15 graines parmi celles qui ont
germées ont été retenues pour chaque accession.

Figure 9: Boites de Pétrie d’une accession préte pour I'incubation.

1.2. Préparation des coléoptiles

Les graines qui ont germé, ont été débarrassées de leurs coléoptiles. 235 coléoptiles a la
MBG et 135 au LRGB ont été sectionnés a I'aide d’'une paire de ciseaux désinfectée avec
de I'éthanol a 96°, et ce pour chaque graine germée. Cette précaution a été prise dans le
but d’éviter toute contamination par I’ADN entre coléoptiles de graines différentes. Chaque
coléoptile est directement et individuellement introduit, a I'aide d’'une pince (désinfectée
également), a l'intérieur d’'un microtube (1,2 ml) puis fermé hermétiquement. Les microtubes
ainsi pourvus en coléoptiles sont numérotés et codifiés comme pour les boites de Pétrie. lls
sont ensuite conservés au congélateur a -20 °C jusqu’a I'étape d’extraction de 'ADN.

1.3. Extraction des ADN génomiques

Protocole suivi a la MBG

L'extraction de I'ADN des 235 graines de mais a été réalisée selon le protocole de Liu et
Whittier (1994 ) avec quelques petites modifications. L'extraction a été faite selon les étapes
suivantes :

Submerger le coléoptile, dans un microtube, dans 400 ul d’'un tampon d’extraction
(tableau 4).
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Stock Concertration fmale Ponar 100ml
Tris HC1pH =595 10 mbd l ml
EDTA (0.5 mhd) 10 mhd 2ml
ECL(2,5M) 100 mhi 4 ml
Saccharose (2 BI) 0,5 25ml
Mercaptoethannl 0,1%: 0,1 ml
Sarcosyl (détergant) (20%%) 2% 10ml

Q5P Ean distillée Ponr 100 ml

Tableau 4 : Composition du tampon utilisé pour I'extraction de 'ADN

Remarque : On ajuste a 100 ml avec de I'eau distillée et la bouteille contenant le tampon
doit étre préalablement autoclavée (sans le tampon).

Déposer a I'intérieur de chaque microtube, une petite bille de tungsténe puis fermer le
tube.

Déposer les microtubes dans des plaques pouvant réceptionner chacune des 96
microtubes, elles sont également munies de couvercles pour bien fixer ceux-ci.

Placer les plaques dans un broyeur a billes (30 vibrations/seconde pendant 3 min.), le
coléoptile est alors complétement broyé.

Centrifuger a 4000 rmp (rotations par minute) pendant 10 min pour éliminer la
mousse formée lors du I'opération de broyage du coléoptile

Ajouter 250 pl de phénol/chloroforme (v/v : 1/1), et centrifuger a 4000 rmp pendant 15
min.

Transférer la phase aqueuse dans un nouveau microtube, y ajouter 500 ul de phénol/
chloroforme (v/v : 1/1) et centrifuger a 14.000 rpm pendant 4 min.

Transférer la nouvelle phase aqueuse dans un nouveau microtube (souvent 300 a
350 pl).

Ajouter du NaAc (acétate de sodium) : le volume a ajouter correspond au dixiéme du
volume de la phase aqueuse, ce dernier étant déterminé lors du prélevement avec
une micropipette. Bien mélanger, rajouter 1 ml d’éthanol absolue (v/v : 1/1) et mettre
le tube eppendorf au congélateur a -20 °C pendant 30min.

Centrifuger pendant 4 min. a 14.000 rpm.

Verser dans un bécher la phase liquide et renverser le tube sur du papier absorbant
jusqu’a son desseéchement.

Ajouter 1 ml d’éthanol & 70% (solution mére : 70 ml d’éthanol + 30 ml d’eau distillée)
Centrifuger au maximum pendant 2 min. (14.000 rpm = 18.000 x g).

Verser la phase liquide dans un bécher et renverser le tube une deuxiéme fois sur du
papier absorbant et laisser sécher pendant 30 min.
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Observer, a ce stade, au fond du tube, la présence d’un peloton blanchatre. Il s’agit
de 'ADN extrait.

Récupérer avec 100ul d’eau ultra pure ou de TE et maintenir a 4 °C (au minimum
une nuit pour permettre la dilution de 'ADN dans I'eau de récupération jusqu’aux
prochaines étapes). Il s’agit du volume stock.

Prélever 25 pl du volume Stock (aprés passage au vortex) puis les déposer dans un
nouveau tube eppendorf numéroté et codifié toujours.

quantifier et diluer pour obtenir le volume de travail qui se préserve a 4 °C également.
Protocole suivi au LRGB/ENSA

L'extraction de 'ADN génomique au LRGB a été réalisée a l'aide d’'un kit d’extraction :
NucleoSpin® Plant Il, contenant :

Un tampon de lyse PL1.

Un deuxiéme tampon de lyse PL2 (contenant du SDS).

Un tampon de précipitation PL3.

Un tampon ligan des molécules d’ADN (binding buffer) PC.

Un tampon de lavage PW1.

Un deuxiéme tampon de lavage (concentré) PW2.

Un tampon d’élution PE.

Une RNAase A lyophilisée permettant de dégrader les ARNs (la quantification
photométrique se fera pour de 'ADN pur).

Des filtres NucleoSpin® a anneaux violet.
Des colonnes NucleoSpin® Plant Il a anneaux verts.

Une collection de tubes de 2ml dont le nombre est égale au nhombre de colonnes et
de filtres.

Un manuel d’utilisation du Kit.

Ce Kit propose deux méthodes d’extraction différentes selon I'utilisation des tampons PL1 ou
PL2 et PL3 ensemble. La méthode utilisant le PL1 est basée sur le CTAB dont la charge est
positive alors que la méthode utilisant le PL2 + PL3 est basée sur le SDS dont la charge est
négative. Ces deux méthodes permettent d’optimiser le rendement en ADN selon le matériel
végétal utilisé. Chez certaines espéces de plantes, comme le mais, les deux méthodes
donnent des rendements similaires en ADN, mais dans la plupart des cas l'efficacité de la
lyse des tissus differe d’'une méthode a 'autre a cause des charges négative et positive du
SDS et du CTAB respectivement.

Avant d’entamer I'extraction de 'ADN génomique on doit préparer :

Le PW2 concentré : ajouter, comme indiqué sur le flacon, 200 ml d’éthanol a 96 ou
100% en indiquant sur le flacon que I'’éthanol fut ajouté et en inscrivant la date de
dilution du tampon, car celui-ci sera stable a une température de 18-25 °C pour une
durée d’au moins un an.

La RNAase A lyophilisée : ajouter, comme indiqué sur le flacon, 750 ul d’eau distillée
et conserver la solution a une température de 4 °C pour une durée de 3 mois et plus.
Cependant, une conservation plus longue (supérieur a un an), le contenu du flacon
est divisé en de petits aliquots et conservé a -20 °C.

Le PL2 : réchauffer a une température de 30 a 40 °C et bien mélanger dans le but de
dissoudre le SDS ayant précipité apres une longue période de conservation.
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Le PE : celui-ci doit étre préchauffé au bain-marie a 70 °C.

Pour I'extraction de 'ADN le protocole suivant a été adopté selon les instructions du manuel
d’utilisation:

Le matériel ayant servit pour ’lhomogénéisation et le transfert dans les tubes eppendorf
de la poudre obtenu d’un coléoptile doit étre désinfecté par de I'éthanol a 96 ou 100% s’il doit
étre utilisé pour un autre coléoptile. La méthode basée sur le SDS a savoir celle combinant
les deux tampons PL2 et PL3 a été adoptée. Les étapes d’extraction sont les suivantes :

Broyage et homogénéisation des échantillons
—  Le coléoptile de chaque graine (d’environ 2 a 3 cm de long) est déposé
individuellement dans un mortier et submergé d’azote liquide. Une fois
congelé, il est réduit en une fine poudre puis transférée a I'aide d’'une
spatule, préalablement désinfectée, dans un tube eppendorf (1,5 ml).
Lyse cellulaire par le tampon PL2
—  Ajouter 300 pl de PL2 et passer la mixture au vortex.
— Additionner 10ul de solution de RNAase A et bien mélanger.

—  Mettre la suspension a incuber dans un bain-marie a 65 °C pendant 30 a
60 min.

— Ajouter, ensuite, 75 pl de tampon PL3 et agiter bien le tout.
—  Mettre a incuber pendant 5 min. dans de la glace pour permettre la
précipitation totale du SDS.
Filtration et clarification du lysat brut

—  Placer un filtre NucleoSpin® a anneau violet sur un tube de 2 ml et
renverser le lysat dans la colonne.

—  Centrifuger a 11000 x g pendant 5 min.
—  Récupérer le filtrat dans un nouveau tube eppendorf de 1,5 ml et le filtre
NucleoSpin® est jeté.
Ajustement des conditions de liaison de 'ADN a la membrane de silice
— Ajouter au filtrat 450 pl de tampon PC et bien mélanger en vortexant.

Liaison de 'ADN a la membrane de silice
—  Placer une colonne NucleoSpin® a anneau vert dans un tube de 2 ml et
y verser un maximum de 700 ul de I'échantillon.

—  Centrifuger pendant 1 min. a 11000 x g et jeter le filtrat. LADN se trouve
fixer a la membrane.

Lavage de la membrane de silice

—  Premier lavage : Ajouter a la colonne NucleoSpin® 400 pl de tampon
PW1, puis centrifuger 1 min. a 11000 X g et jeter le filtrat.

—  Deuxiéme lavage : Ajouter 700 pl de tampon PW2 a la colonne
NucleoSpin®, puis centrifuger 1 min. a 11000 X g et jeter le filtrat.

—  Troisieme lavage : Ajouter 200 pl de tampon PW?2 a la colonne, puis
centrifuger le tout 2 min. a 11000 x g et jeter le filtrat. Le but de ce
dernier lavage est de se débarrasser de tout le tampon de lavage pour
permettre le séchage de la membrane.
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Elution de 'ADN :

—  Placer la colonne NucleoSpin® a anneau vert contenant la membrane
liee a I’ADN extrait dans un nouveau tube eppendorf de 1,5 ml,
numéroté en portant le code de I'accession en question.

—  Ajouter sur la membrane de silice 50 ul de tampon d’élution PE (a 70 °C)
et laisser incuber la colonne au bain-marie a 70 °C pendant 5 min.

—  Centrifuger pendant 1 min. a 11000 X g pour éluer 'ADN.

—  Répéter cette étape une deuxiéme fois avec 50 autres pl de PE a 70 °C
et éluer dans le méme tube.

—  Suspendre 'ADN dans 100 pul de PE.
—  Stocker au congélateur a 4 °C.

2. Quantification de ’ADN

Ala MBG, la quantification a été faite a 'aide d’'un spectrophotomeétre pouvant réceptionner
une plaque en plastique transparent formée de 96 puits ou mini-cuves. En d’autres termes,
96 échantillons sont passés a la fois pour la quantification de '’ADN.

L'’ADN est récupéré dans de I'eau ultra pure, le blanc est représenté par 200ul d’eau
ultra pure déposée a 'aide d’'une micropipette multicanale, dans chacun des 96 puis de la
plague de quantification. Cette derniére, est placée dans le spectrophotométre puis exposée
a un rayon UV d’une longueur d’'onde de 260 nm (longueur d’onde a laquelle 'ADN pure
a un maximum d’absorbance). Les absorbances (DO) respectives de chaque puis ont été
enregistrées sous forme de tableaux sur EXCEL.

L'eau ultra pure, dans les mini-cuves de la plaque, est ensuite remplacée par 5 ul d’ADN
prélevés des 25 ul du volume de travail, déja dilués dans 195 ul d’eau distillée. C’est une
dilution de 5/200 autrement dit 1/40 (une dilution de 40 x). Les échantillons sont placés dans
le spectrophotométre puis exposés a la méme longueur d’onde que I'eau ultra pure et les
résultats (I'absorbance ou DO) sont enregistrés de la méme maniére que pour le blanc.

Si ’ADN est trop concentre, il faut diluer d’avantage.

Pour calculer les absorbances de 'ADN des 235 coléoptiles, une nouvelle colonne (sur
le tableau EXCEL), est affectée au calcul de la différence entre les valeurs obtenues avec
les blancs et celles obtenues avec les échantillons

La quantité d’ADN en ng/ul est alors calculée pour chacun des 235 coléoptiles par la
formule suivante :

|Qﬂﬂf\£‘[ﬂgﬁ Ll = Dy & Factenrde dilution x 50

Ou
DO : Densité Optique ou absorbance caractéristique de chaque échantillon.

Dilution : 40x
50 : coefficient d’extinction de 'ADN (ng/ul)
Connaitre le volume restant est trés important car nous devons y ajuster la quantité d’ADN

dans le but d’avoir une concentration de 50 ng/pl ou de 100 ng /pl pour évaluer les volumes
d’ADN a prendre pour la PCR et qui sont, selon les concentrations citées si dessus,
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respectivement 2 ul ou 1 pl, car la concentration finale en ADN pour une réaction de PCR
est de 100 ng/pul, d’ou I'utilité de la quantification.

Lors de la quantification, la plupart des quantités d’ADN n’atteignaient pas les 100 ng/
Ml, nous avons donc décidé d’ajuster toutes les concentrations a 50 ng/pl en ajoutant un
volume d’eau calculé préalablement (Annexe 1).

La formule a appliquer pour connaitre le volume d’eau a ajouter pour obtenir la
concentration désirée est obtenue a partir de :

C1 : quantité d’ADN en ng/ul

V4 : Volume d’ADN restant dans le volume de travail (varie selon le volume prélevé
lors de la quantification)

Co : concentration désirée (50 ng/pl)

V2 : Volume d’eau ultra pure a ajouter.

_ CiiQADN) x V) .
1'-1':{ l C, *.r:'rlf'.l'_n 1.}_&:

Pour la quantification et Il'ajustement au niveau du LRGB (annexe 1), un
spectrophotométre ne pouvant réceptionner que 8 cuves a la fois dont une réservée pour
le blanc a été utilisé (Annexe 4). LUenchainement des étapes reste le méme que pour la
quantification et I'ajustement effectué a la MBG.

3. Réaction de polymérisation en chaine (PCR)

La PCR permet, a l'aide d’'un thermocycleur (Annexe 4), d’amplifier des séquences
d’ADN bien précises (marqueurs moléculaires ou autres séquences du génome). Pour les
marqueurs SSR des couples de primer (Forward et Reverse) sont utilisées.

Dix huit paires de primers (F = forward et R = reverse) (tableau 5), ont été utilisées a la
MBG. Ces derniers ont été choisis premiérement, de maniére a ce qu'’ils soient distribués sur
les 10 chromosomes et deuxiémement parce qu’ils ont déja servi pour des études similaires
a la notre mais sur des accessions de mais espagnoles et américaines. Le choix des 18
primers n’est pas fortuit puisqu’il nous permettra de comparer les résultats de cette étude
avec ceux obtenus avec d’autres travaux en vue d’'une étude phylogénétique.

Les primers sont fournis sous une forme lyophilisée et doivent étre dilués avec du
TE (Tris 10 mM a pH = 8 et EDTA 0,1 mM pH = 8). Le volume de TE a ajouter différe
d’'une amorce a une autre comme nous pouvons le remarquer sur le document descriptif
accompagnant les primers. Tous les primers doivent étre & une concentration de 100 pM.
Pour cela nous sommes passés par les étapes suivantes :

Préparation du TE (Tris 10 mM pH =8/ EDTA 0,1 mM pH = 8) pour 50 ml :
—  préparation du Tris 1M a pH = 8 pour 100 ml :

— Peser 12,1 g de Tris et le diluer dans 50 ml d'H2O distillee. Ajuster le

pH a 8 avec de I'HCI (4,9 ml d’HCI pour obtenir un pH = 8). Ajuster le
volume a 100 ml avec de I'eau distillée.
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—  Préparation de 'TEDTA a 0,5 M a pH = 8 pour 100 ml :

— Peser 18,612 g dEDTA et le diluer dans 80 ml d’eau distillée. Ajuster
le pH a 8 avec du NaOH et compléter le volume avec de 'eau distillée
jusqu’a 100 ml.

—  Pour obtenir un TE (Tris 10 mM pH=8 et EDTA 0,1 mM a pH=8) pour un
volume total de 50 ml nous prélevons 0,5 ml (500 pl) de tris 1M a pH =8
que I'on ajoute a 0,1 ml (100 pyl) ’EDTA 0,5 M puis on ajuste a 50 ml.

Chaque amorce, dans son tube d’origine, recevra la quantité requise en TE pour atteindre
la concentration stock de 100 uM. Cependant, la concentration de travail n’est pas la méme,
donc nous devons constituer un autre lot de tubes, sur lesquels il faut noter le nom ou le
numéro de chaque primer, et qui réceptionneront les concentrations de travail, qui sont de
10 uM, pour chaque amorce, individuellement. Pour cela il faut, aprés un passage au vortex,
prélever 10 pl de chaque solution stock et ajouter 90 yl d’eau distillée.

Bin* Nom Séquence Motif Taille des
fragments
attendus

209 bnlgl520F  TCCTCTTGCTCTCCATGTCC U515 173-200

bzl 520E ACAGCTGCOTAGCTTCTTCC

607  bnlglFA0F TTTTCTCCTTGAGTTCGTTCG (AT 125-200

brlplTAR ACAGGCAGAGCTCTCACACA

002  phill7F GCGTACCGTACGACGAAGACAC (GCGCT), 135-145

philETR CACAGCACGTTGOGGATTTCTCT

3 phil36F CCOTOGACGAGACTTTTGACGT (&3, =100

philZER TCCATCACCACTCAGAATOTCAGTGA

1002 phil59F AAGCTAATTAAGGCCGETCATCCC (A0, =150

fhil 55 TCCGTGTACTCGGC GGACTC

208 thildTF ATATGCATTGCCT GGAACTGRAAGTA AGAC 100-125
thild¥R AATTCALSLCACGCOCTCCOCGAGT GT

2m umcllésF TATCTTCAGACCCAAACATOGTCC (T4 150-175
umelléiE GTCOATTGATTICOCGATETTAAS

1.m umel223F CTCAGAACAGAAGOCATCAAMMGE (AT 125200
umel22IR CGTCTTCGT GAGAGACATCCTGT

s5.08 umel225F  CTAGCTCCGT GTCGAGT GAGT GAGT (&0, T5-125
umel223E TTCCTTCTTTCTTTCCTOTGCAAC

20 umcl265F GOCTAGTCGOCTACCCOTACCAAT (TCACY,  100-125
umel265FE TGTGTTCTTGATTGGOT GAGACAT

801 umel327F AGGGTTTTGCTCTTGGAATCTCTC (2, 50-100
unel32TE GAGGA AGGAGCA GGTCGTATCGT

4 .06 umel329F  CCTCTCACATCTCCTCTCCCCT (GCC, 75-100
uncl329R GTOTCOGTETAGGTCTCCOTCTT

1.06 wnel335F ATGOCATOCATGTOTTTGTTTTAC (AT 100-150
umel335E ACAGACGTCGCTAATTCCTGAAAG

1.03 umcld03F GTACAACGGAGGCATTCTCAAGTT (3247, 125-150
umeld03E TGTACATGGTGGTCTT GTTGAGGT

6.06 umeldddF CCGOCT GCAGGGETAGTAGTAG (T, 100-150

umcldddR ATGOTCAGOGGCTACGA GEAG
7.00 uncl545F GAAAACTGCATCAACASCASGOTG (&AGAY  73-100
umel545E ATTGOTTGOTTCTTGCTTOCATTA

4. umel263F CTCGTTCCAGGGGATGTACAAG e 125
umcl 23R CTTGCACTGOCACAGAGACT
8.03 umcl?84F CTCTGGCCTCTOATACCAGTTGAT (PR 75-100

umcl984R  CATCCTCCTOCAGCTOTTAACTC
Tableau 5 : Liste des 18 paires de primers utilisés pour notre caractérisation génétique
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(_www.Maizegdb.org ).

Bin* : position des microsatellites sur les chromosomes (Annexe 3).

La réaction de PCR a été réalisée en préparant le mix (tableau 6). Cette composition
n’est pas fixe pour tous les protocoles, car elle dépend du type de produits (kits), de leur
concentration initiale et finale, de la quantité d’ADN et enfin du volume de PCR choisi (de
20 a 50 pl). Dans notre cas le volume du mix est de 20 pl par réaction.

conposition [ ] initiale Pour Apl
Tampon réactionnel* avec Mg Cl, 10x 2,0 pl
dHTF stahilicés 10 I 0,4 p
Forward Primer 10 phI 0,5 pl
Reverse Primers 10 phI 0,5 pl
AND génomigue 100 nugfpl 20 p
Tay DNA Polymérase 5 unitéspl 0,2 pd
Q5P: H,O ulira pure ¥ 13,5 pl
Volume total 20.0 pl

Tableau 6: composition d'un mix de 20ul pour une seule réaction PCR.

(*) Le tampon réactionnel est composé de : KCl a 500 mM, Tris HCl a 100 mM (pH 9,0
a 25° C), MgCl a 15 mM, Triton X-100 a 1% et des stabilisants.

Le mix doit étre bien mélangé a l'aide de micropipettes ayant servi pour les
prélevements. De plus, le tout doit étre préparé dans un bac a glace, car les primers doivent
rester a basses températures, de méme pour la Taq. Cette derniére est de couleur verte, du
coup la mixture gardera cette couleur méme aprés la PCR, chose qui facilitera I'étape de
I'électrophorése, dans ce sans ou lors de la migration des amplifias il sera facile de suivre
le front de migration.

Les plaques ou tubes de PCR (V = 0,2 ml) contenant le mix sont introduits dans le
thermocycleur pour subir le programme de PCR (tableau 7).

Au niveau du LRGB, l'étape de la PCR n’a pas été réalisée pour les neuf autres
accessions de mais, et ce, faute de moyens adéquats pour la gestion des déchets générés
par ce type de manipulation.
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Etape Mombre de cycle Température Tenps
Dénaturation initiale 1 B 3 mitn,
Dénaturalisation RL e 30 s.
Hyhridation 35 56T 20 s.
Extension 0T 20 s.
Extension finale 1 0T 10 mir,
Conservation 1 4=z Ttafit.

Tableau 7: Programme PCR spécifique aux microsatellites

4. Electrophoreése verticale sur gel d’acrylamide

4.1. Description de I'unité électrophorétique

L'unité électrophorétique utilisée (cuve verticale DASG-400-50, C.B.S. Scientific Co),
maintient deux gels verticalement et posséde une base rotative pour faciliter 'accés aux
deux gels. Les deux gels peuvent étre utilisés simultanément ou indépendamment 'un de
I'autre. Ces derniers sont coulés entre deux plaques de verres de 50 cm de longueur et 22
cm de largeur. Les plaques sont dotées de coins supérieurs arrondis et sont transparentes
aux UV permettant ainsi la visualisation des gels sans désassembler le systéme en
sandwich (les 2 plaques + le gel). Ceci permet de réutiliser le méme gel 4 a 5 fois, aprées
élimination compléte des traces d’ADN de I'essai précédent en rebranchant I'appareil au
générateur de courant jusqu’'a la sortie de toutes les bandes. Cette procédure permet
d’économiser I'acrylamide et le temps. Chaque gel, peut recevoir un maximum de 100
échantillons, et les puits sont espacés entre eux d’'une distance de 4,5 mm (Wang et al.
, 2003) (Annexe 4).

4.2. Préparation du gel

Préparer une solution mére de TBE (5 x) : Tris base, Acide Borique et EDTA dans le
but d’avoir une concentration de TBE (1x). Pour cela il faut :

—  Peser 54g de Trizma base, 27,5g d’acide borique et 20 ml ’EDTA a
0,5M (pH=8) et ajuster le volume a un litre.

Prélever 200 ml de TBE (5x) aux quels on ajoute 800 ml d’eau distillée pour avoir du
1 litre de TBE (1x).

Prélever 160 ml de TBE (1x) puis verser dans un bécher au quel on ajoute 28,5 ml
d’acrylamide : bisacrylamide 19 : 1 @ 40%. Introduire un barreau et soumettre a une
faible agitation.

Peser 0,1500 g de PSA (ou APS en anglais), le déposer dans un tube eppendorf et
compléter avec de I'eau distillée a 1500 pl. Prendre, en suite, 1350 ul de dilution APS
et 'ajouter au TBE et acrylamide tout en continuant I'agitation.

Ajouter a la mixture 150 ml de TEMED. Bien mélanger le tout.
Le gel ainsi prét, est coulé entre les deux plaques a l'aide d’une grosse seringue, tout

en prévenant la formation de bulles d’aire qui pourraient entraver le passage du courant
électrique empéchant ainsi la migration des amplifias. Un peigne fin, a 100 dents est introduit
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entre les deux plaques, juste aprés avoir coulé le gel pour former, lors de sa polymérisation,
100 puits.

Aprés polymérisation totale, le peigne sera retiré délicatement et le gel pris en sandwich
entre les deux plaques de verre et placé dans la cuve électrophorétique est prét a étre
employé. La cuve est remplie a la base d’'un tampon d’électrophorése : TBE (1x), dans lequel
sont ajoutés 50ul de Bromure d’Ethidium pour révéler les amplifias d’ADN ayant migré, par
fluorescence lorsque les plaques avec le gel seront exposés aux UV produits par le trans-
illuminateur.

4.3. Dépot des échantillons et révélation des amplifias

Le dépbt est réalisé a I'aide d’une micropipette multicanale, 10 yl de 8 amplifias peuvent étre
prélevés en une seule fois et déposés délicatement, de gauche a droite, dans les puits. Les
235 amplifias par couple d’amorces ont été déposés sur 3 gels différents chacun pouvant
réceptionner 96 amplifias. A I'extrémité droite de chaque gel, dans I'un des derniers puits,
on dépose un marqueur de PM (Annexe 4).

Le gel, une fois placé dans le tampon TBE (1x), la cuve sera branchée a un générateur
de courant électrique réglé a 250 voltes pendant 150 minutes.

Aprés la migration, les gels sont exposés a une lampe UV placée dans une chambre
noire (Annexe 4). Cette derniére est munie d’'un appareil photo de type Polaroid placé au
dessus de la lampe UV, il permet de prendre instantanément un cliché du gel illuminé par
les UV (2 clichés pour chaque gel). Au totale 5 profils électrophorétiques sont obtenus pour
chaque couple d’amorce.

4.4. Lecture des gels

Pour chaque couple d'amorce (ou locus), la lecture est faite sur les profiles
électrophorétiques qui lui sont associés. Les SSR étant des marqueurs co-dominants, il
est indispensable de différentier entre individus homozygotes ne présentant qu’une seule
bande (1 alléle) et individus hétérozygotes présentant deux bandes (2 alléles) étant donné
que le mais est diploide. Ainsi, un systéme a deux chiffres est mis en place pour génotyper
les 235 individus par chacun des 18 loci (ou couple d’amorce).

Par exemple, si le premier individu du profile est hétérozygote on marque sur un tableau
préalablement dessiné, 1 2, car il s’agit des deux premiers alléles pour ce premier locus, si
le deuxieme individu est homozygote et que ses alléles se trouvent au méme niveau (donc
de méme poids moléculaire) que 'allele 1 ou I'alléle 2 on marque 1 1 ou 2 2 et si on trouve un
autre allele a un niveau différent de 'alléle 1 ou de l'alléle 2 on marque 3 tout en respectant
le génotype (homozygote ou hétérozygote). En continuant a suivre le niveau des alléles
en se référant aux marqueurs de poids moléculaire nous pouvons établir le génotype de
chacun des individus des 15 accessions étudiées et pour tous les loci.

5. Analyse des données

5.1. Caractérisation morphologique

5.1.1.L’analyse en composantes principales (ACP)

Les résultats de la description morphologique des 24 accessions a l'aide des trois
descripteurs qualitatifs (type d’épi, couleur et type de grain), ont permis de faire une Analyse
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en Composantes Principales (ACP). LACP va permettre de connaitre la relation existante
entre les descripteurs morphologiques considérés et les similitudes entre les accessions
(Bautista-Salas, 2009). C'est une méthode fondamentale en statistique descriptives
multidimensionnelle, elle permet de traiter simultanément un nombre quelconque de
variables toutes quantitatives (ou qualitatives avec recodage selon une échelle numérique).

L'objectif de 'ACP est de revenir a un espace de dimension réduite en déformant le
moins possible la réalité. Il s’agit donc d’obtenir le résumé le plus pertinent possible des
données initiales (Baccini, 2010). Le programme calcule la matrice des covariances, la
diagonalise, en extrait les valeurs et vecteurs propres. Les vecteurs propres de la matrice
définissent les axes factoriels. Les données du tableau réduit sont ensuite projetées sur ces
axes. Les coefficients de corrélation étant toujours compris entre -1 et +1, le programme
affiche le cercle de corrélation (Lazrek-Ben friha, 2008).

5.1.2. Classification ascendante hiérarchique des accessions

L'objectif de cette analyse est de classer 'ensemble de 25 accessions en un nombre réduit
de groupes ou clusters, ou la formation de ces groupes peut obéir a des caractéristiques
communes aux accessions (Bautista-Salas, 2009).

C’est deux analyses ont été réalisées grace au logiciel Xlstat, version 2010.

5.2. Caractérisation génétique

Pour analyser la variabilité génétique des 15 accessions locales de mais nous avons utilisé
les fréquences alléliques p j, les fréquences génotypiques, le nombre d’alléles par locus

(A)et le nombre de loci polymorphiques (Ap), I'hétérozygotie espérée H o et celle observee
H o , le coefficient de consanguinité f, les indices de fixation de Wright : Fst, Fis, et Fit
ainsi que les distances génétiques.

A partir du tableau de lecture des gels, les fréquences alléliques et génotypiques sont
calculées a l'aide du logiciel GENEPOP version 4.1 élaborée par Rousset (2008) et qui

est disponible a I'adresse électronique suivante : _http://genepop.curtin.edu.au/ . Les
fréquences alléliques ont été calculées selon la formule suivante :

Si 'on dénombre n j copies du iéme alléle dans un échantillon, la fréquence estimée
~p j de cet allele est:

mni

Ou n est le nombre d’individus de I'’échantillon pour un locus dialéllique en équilibre de
Hardy — Weinberg (EHW).

A l'aide du logiciel GDA : Genetic Data Analysis version 1.1 (Lewis et Zaykin, 2002),
disponible a I'adresse : _http://lewis.eeb.uconn.edu/lewishome/software.html nous avons
calculé d’autres paramétres :

- Taux d’hétérozygotie espérée (H ¢ ) se basant sur la formule suivante :

He=1-Z o
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p j estlafréquence au iéme alléle pour un locus donné.

Hétérozygotie observée H o a été calculée a partir des fréquences génotypiques.

Pourcentage de locus polymorphes : il correspond au nombre de loci polymorphes
par rapport au nombre totale de loci analysés.

Nombre d’alléles par locus (A), selon la formule suivante :

nombre total d'alleles

nombre de loci

Nombre d’alleéles par locus polymorphique (Ap) selon la formule suivante :

nombre total d alléles

P= nombre de loci polymorphes

Indices de fixation de Wright :

Les indices de fixation de Wright : Fis, Fit et Fst, rendent compte des différences entre
populations.

L'indice Fis est défini par la relation suivante:

Hs — Hi

Fis =
15 He

L'indice Fst est calculé a partir de la formule suivante :

L'indice Fit est obtenu par la relation ci dessous :

Ht — Hi

Fit =
: Ht

Les trois indices sont reliés par la formule ci aprés :

(1 -Fif)=(1 - Fis) (1 — Fst)

Si toutes les sous-populations sont bien a I' I'équilibre de Hardy — Weinberg, on aura
Fis=0 et par conséquent Fst = Fit. Par ailleurs, si elles sont toutes a I’ 'équilibre de Hardy —
Weinberg et ont les mémes fréquences alléliques, alors les trois indices seraient nuls. Dans
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ce cas, le classement en sous-populations ne sera pas possible et la population globale est
alors en équilibre de Hardy — Weinberg. (Nei, 1973).

Pour la distance génétique (GD) nous avons utilisé celle de Nei (1978).

GDyr=1 —[2M1 /(201 +Mo+Na )]

N11 est le nombre d'alléles présents chez les deux individus.
N10 est le nombre d’alléles présents seulement chez l'individu i.
Np1 c'est le nombre d’alléles présents seulement chez l'individu j.

Le dendrogramme a été dessiné a partir de la matrice des distances génétiques par
le méme logicielle (GDA) suivant I'algorithme UPGMA.
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RESULTATS ET DISCUSSION

| Résultats

1. Caractérisation morphologique des accessions de mais

1.1. Description morphologique

Parmi les 24 accessions collectées et ayant fait 'objet de la présente étude, 21 ont
été multipliées en Avril 2011 au niveau de la station expérimentale de 'ENSA. Les
photographies (sur fond bleu) de la figure 10 permettent d’apprécier la grande diversité
morphologique des épis et des grains des 21 accessions. Les épis et grains des 3 autres
accessions qui n‘ont pas été multipliées sont représentés sur un fond blanc (Figure 10).
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Figure 10: planche représentant la forme et
la couleur du grain des 24 accessions de mais.

Les caractéres ou descripteurs morphologiques pris en considération dans cette étude
sont au nombre de trois : forme de I'épi, type de grain et couleur du grain (tableau 8). Les
résultats consignés dans ce tableau permettent de souligner la prédominance de la forme
conique pour les épis. Effectivement, 18 accessions sur 24 présentent des épis de forme
conique soit 75%, 5 ayant des épis cylindriques (BSA, IGR, KST, LOM et MGH) soit 20.8%
et 1 présentant les deux types de forme conique et cylindrique (KHL) soit 4.2% (tableau 9).
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TAccerdors  Tome del'gi Typede Coulem du Accessiors Formedel'gd  Typede Coulem du
AAS Comiqe Liscedderte  Tonme EST Cylindrige Lisge Tnme-oraryge
BAB Coiqe Lisce Turme forange LAH Corviqae Lisce a1 ségrégntion
BSA Cylindrigae Lisce en shgrégation | LM Cylidrigae Lisge TanIme
BIM Comiqae Lisse T oA ze MGH Cylindrige Lisge s grigion
IET Comique Lisse Tonme MET Cotiqe Lisge &t ségrégntion
GHM Comique Lisse Ormge oBC Corigue Lisge T
GOL Comique Lisse ancégrigation | 05T Corique Lisge Tnme-oraryge
IR Cylindrige Lise TanTe-omange SHH Cotdque Lisze ot shgréaation
IS Coruique Lisce T T -omrge TAD Coruqae Lisge TapTre-oraryze
ILT Coruique Lissedaté Tomwioragze TEN Cotuiqas Lisgge JE TR )
EAL Comique Lisse Tonme TGH Cotiqe Lisge Tanmre
EHL Corvique'cylivdrique Lisce Tame-ommEe TER Copvique Liszeslerté Tome

Tableau 8: caractérisation morphologique des 24 accessions étudiées.

Par ailleurs, les graines des 24 accessions sont en majorité de type lisse (83,3%) sauf
pour les accessions AAS, ILT et TKR pour lesquelles les graines appartiennent aux deux
formes lisses et dentées (16,7%). Quant a la couleur des grains, 41.6% ont une couleur
jaune-orange, 33,3 % des accessions ont des grains de couleur jaune, 25% ont une couleur
en ségrégation (grains de différentes couleurs) et 4,1% ont une couleur orange (tableau 9).

“Couleur du grain Jaune Orange Jauneforange En ségrégation
% 333 41 416 25
forme du grain Lisse Lisse et denté
i B33 16,7
Forme de 1'epi Conigue Cylindrigue Conigque/Cylindrique
i 5% 20,2 42

Tableau 9 : synthése des caractéres morphologiques (%)

1.2. Analyse en composante principale (ACP)

L’ensemble des données morphologiques a permis de ressortir 3 facteurs. Les deux facteurs
principaux F1 et F2 expliquent 74,32 % de la variabilité totale (F1 avec 46,52 % et F2 avec
27,80 %) (figure 11).

1.2.1 Contributions des variables

Les vecteurs propres obtenus dans le cercle de corrélation permettent de connaitre les
variables liées a chaque facteur. Les 3 variables contribuent de maniéres différentes dans
le cercle de corrélation (tableau 10 et figure 11).

Le facteur 1 (F1), le plus important, est affecté par le type de grain lisse/denté qui
contribue a 36,38 % a cet axe (tableau 10) et la variable couleur du grain y contribue avec
un taux de 33,394 %. Le facteur 2 (F2) est déterminé majoritairement par la forme de I'épi
cylindrique avec 63,99 % alors que le caractére type de grain n’y contribue presque pas
(3,271 %). Cependant la couleur du grain contribue a cet axe avec 32,737 % (tableau 10).
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La variable type de grain s’oppose aux variables couleur du grain et forme de I'épi selon
I'axe F1. Effectivement 'axe F1 est corrélé positivement avec le type de grain (lisse/denté)
(0,713) et négativement avec la forme de I'épi (cylindrique) (- 0,649) et la couleur du grain
(en ségrégation) (- 0,683) (Tableau 10). Cela veut dire que les accessions ayant un type
de grain différent de la majorité des autres accessions (type lisse/denté) ou en d’autres
termes, les accessions étant la source de variabilité pour ce caractére seront regroupées
ensemble, et que les accessions ayant des épis cylindriques avec des grains de couleurs
en ségrégation leur seront opposées

Tahleau 10 : Corr dations endre variahles o facbeurs et

‘Wartabk s camer FietF2Z (Td 32 %) oonarihaicon des variahles
1
Wecteurs propres :
0rs Fomespl F1 F2 F3
_ F orme &pi -0.580 0200 02K
os ] Type grain 0503 .18 a7
028 i Tope aral couleur grain 0578 0572 0,532
a®
2 a . ) . ___ﬂ——ﬂ"f_’. Corrélations entre les variables et les facteurs :
5 o o F1 Fz2 F2
a 025 F orme &pi -0 5498 0,731 0,211
Type grain o713 0165 0682
05 couleur grain -0 583 052 0,511
o BT grale
015 T Confributions des variables (%
Fi Fz Fz2
-1 F orme &pi 30218 3992 8,70
A 4015 4H5F 025 0 025 05 015 1 T e 26 300 2271 80,34
F1 @6,52 %) couleur grain 33,384 F2 AT 33,863

Figure 11 : Cercle de corrélation entre les variables caractérisant la
forme de I'épi, le type et la couleur du grain des 24 accessions : Plan F1-F2

Le caractére forme de I'épi s’oppose a la couleur du grain selon I'axe F2, car ce
dernier est corrélé positivement avec la forme de I'épi (cylindrique) (0,731) alors qu'il I'est
négativement avec la couleur du grain (en ségrégation) (-0,522). Il faut noter que cet axe
n’est que peu corrélé avec la variable type de grain (0,165) (tableau 10). Cela signifie que
les accessions responsables de la variabilité pour le caractére forme de I'épi (accessions a
épis cylindriques), qui ont le méme type de grains mais qui ne présente pas de couleur de
grain en ségrégation seront, normalement, trés proches. De plus, ces accessions devraient
étre opposées, selon I'axe F2 aux accessions ayant des grains en ségrégation de couleurs
mais n’ayant pas d’épis cylindrique.

1.2.2. Contributions des accessions

Le tableau 11 et la figure 12 confirment que les résultats obtenus pour la répartition des
accessions selon les deux axes correspondent aux résultats attendu si dessus. lls montrent
une répartition des accessions en 5 groupes dont 4 qui se distinguent clairement les unes
des autres.

Nous pouvons observer que le regroupement des accessions s’est fait au tour d’'un
centre d’inertie qui regroupe les populations : FEZ, KAL, OBC, TGN, BTM, IGS, OST, TAO,
TBN, BAB, GHM et KHL. Ces populations sont les plus proches de l'origine et des deux
axes et cela veut dire qu’elles ont les caractéres les plus communs avec I'ensemble des
accessions (tableau 11).

L'axe 1 caractérise et oppose deux groupes, 1et 2, totalisant 5 accessions:
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Le premier groupe est constitué des accessions AAS, TKR et ILT elles se
caractérisent toutes par des grains de type lisse/denté, des épis de formes conique et
des grains de couleur jaune et jaune-orange.

Le deuxiéme groupe est constitué des accessions BSA et MGH qui s’oppose

au premier groupe par I'axe F1 signifiant que les accessions a grain lisse/denté
s’opposent aux accessions ayant des épis cylindriques et des graines en ségrégation
comme cela fut prédit dans l'interprétation des résultats de corrélation des variables
avec les facteurs.

L'axe 2 caractérise et oppose deux autres groupes, 3 et 4, totalisant 7 accessions :

Le troisiéme groupe, constitué par I'agrégation des accessions IGR, KST et LOM se
caractérisant toutes par une forme cylindrique des épis et des grains de type lisse et
de couleur jaune ou jaune orange.

Le groupe GOL, LAH, MST et SHH constitue le quatriéeme groupe. Ce groupe
s’oppose au troisieme groupe par I'axe F2. Par conséquent les accessions se
caracterisent toutes par des grains en ségrégation de couleur et ayant des épis de
forme conique et des grains de type lisse.

Le Plan F1-F2 ne permet cependant pas de discriminer les 12 autres populations FEZ, KAL,
OBC, TGN, BTM, IGS, OST, TAO, TBN, BAB, GHM, KHL qui constituent le centre d’inertie.
D’autres variables seraient peut étre nécessaires pour les discriminer.

Tableau 11 : tableau de Contribution des observations (%) au niveau des axes F1, F2 et F3

Populations | F1 F2 F3 populations |F1 F2 F3

BSA 15,771 1,246 7,557 FEZ 0,496 0,103 3,203
MGH 15,771 1,246 7,557 KAL 0,496 0,103 3,203
AAS 14,866 0,812 13,489 OBC 0,496 0,103 3,203
TKR 14,866 0,812 13,489 TGN 0,496 0,103 3,203
ILT 14,707 0,764 13,697 BTM 0,467 0,121 3,103
IGR 2,770 16,577 10,143 IGS 0,467 0,121 3,103
KST 2,770 16,577 10,143 OST 0,467 0,121 3,103
LOM 2,701 16,795 10,165 TAO 0,467 0,121 3,103
GOL 2,636 10,912 1,865 TBN 0,467 0,121 3,103
LAH 2,636 10,912 11,865 BAB 0,467 0,121 3,103
MST 2,636 10,912 1,865 GHM 0,226 0,378 2,190
SHH 2,636 10,912 11,865 KHL 0,221 0,003 2,676
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Figure 12 : Représentation graphique des 24 accessions sur le plan 1-2

de I'’ACP des 3 variables caractérisant I’épi la couleur et le type de grain.

1.3. Classification ascendante hiérarchique des accessions

La figure 13 représentant la classification hiérarchique selon les distances euclidiennes
de dissimilarité basée sur la méthode d’agrégation des liens complets confirme dans une
certaine mesure les résultats de I'ACP. En effet, seulement 3 agrégats distincts sont mis

en évidence.

Le premier agrégat est constitué de BSA, MGH, SHH, LAH, MST et GOL, dont les

accessions sont toutes caractérisées par des grains lisses et en ségrégation de

couleur. Cependant, la forme de leurs épis est conique ou cylindrique. Ce premier
agrégat semble donc étre plus caractérisé par la morphologie du grain que par la

forme de I'épi.

Le deuxiéme agrégat est constitué de LOM, IGR et KST dont les accessions sont

toutes caractérisées par des épis de types cylindriques, des grains lisses et de

couleur jaune ou jaune orange.

Le troisiéme agrégat, est constitué du reste des accessions. Ce méme agrégat est lui-

méme constitué de 3 sous agrégats.

—  Le premier agrégat constitué de l'unique accession GHM a épis
coniques, grains lisses et la seule a présenter une couleur orange,

—  Le deuxiéme agrégat est constitué des accessions TKR, AAS, KAL,

FEZ, OBC et TGN, qui sont toutes a épis coniques a grains jaunes et de

type lisses (KAL, FEZ, OBC) ou denté/lisse (AAS et TKR).

— Le troisiétme agrégat est constitué des accessions BTM, BAB, IGS, OST,
TAO et TBN qui sont toutes a épis coniques, et grains lisses et jaune-
oranges, I'accession ILT (a épi conique, grains jaunes-orange de forme
lisse dentée) et 'accession KHL (grains lisses et jaunes-orange mais a

épi conique/cylindrique).
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Figure 13: Classification hiérarchique ascendante des 24
accessions basées sur les caracteres de I'épi et du grain .

2. Obtention de ’ADN génomique

2.1. Germination des graines et préparation des coléoptiles

Les coléoptiles sont prélevés sur les jeunes semis (figure 14). Aprés 3 jours d’incubation,
la majorité des graines germent, les autres peuvent mettre 5 a 6 jours pour germer. Le taux
de germinations varie en fonction des accessions. Un minimum de 15 jeunes semis bien
constitués est retenu pour chaque accession pour servir a I'extraction de 'ADN sauf pour
les accessions MGH et KAL avec 14 et 13 graines germées respectivement.

Figure 14: graines d'une accession ayant germé.

2.2. Résultats de I’extraction de ’ADN génomique

61



Utilisation des marqueurs SSRs pour I’étude de la diversité génétique de quelques populations
algériennes de mais (Zea mays L.)

Les deux méthodes d’extractions de 'ADN adoptées a la MBG et au LRGB sont différentes.
Les concentrations en ADN ont été calculées en ng/ul a partir des DO pour les individus des
15 accessions. La concentration la plus élevée est observée pour 'individu 10 de I'accession
BTM avec une concentration s’élevant a 4970 ng/ul et la plus basse est remarquée chez
l'individu 9 de I'accession OST.

Globalement, les meilleurs rendements en ADN génomique purs sont obtenus avec
les accessions prélevées dans la partie Nord de la zone de collecte (figure 15)avec
des rendements moyens supérieurs a 750 ng/ul. Il s’agit des accessions : BTM, SHH,
LOM, OBC, MGH et GOL. Les différences en concentrations d’ADN génomique pur sont
essentiellement dues a la quantité de la matiére fraiche utilisée qui correspond a la taille des
coléoptiles qui varient d’'un individu a I'autre, mais aussi d’'une accession a une autre. Les
accessions du Nord de l'aire de collecte fournissent de jeunes semis avec des coléoptiles
bien plus développés que ceux du Sud de l'aire de récolte.

La quantification faite sur les ADNs extraits au LRGB sur 9 populations dont seulement
2 sont originaires de la partie Nord de I'aire de collecte, confirme les résultats précédents. En
effet, méme s’il ne s’agit pas du méme protocole d’extraction, les quantités d’ADN extraites
a partir des coléoptiles de ces accessions restent faibles. Globalement, les accessions du
Sud de l'aire de collecte ne fournissent pas de jeunes semis de qualité, d’ou les faibles
quantités d’ADN observées (figure 16).
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Figure 15: Quantités moyennes d’ADN
extraits par accession selon la méthode du CTAB.
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Figure 16: Quantités moyennes d’ADN extraits par accession par le kit Nucleospin ®

3. Réaction de polymérisation en chaine PCR

Un total de 4230 réactions de PCR (15 accessions x 18 marqueurs SSR x 16 répétitions
(16 individus par accession sauf pour 2 d’entre elles : MGH et KAL avec 14 et 13 graines
respectivement)) a été réalisé dans des plaques de PCR en silicones constituées de 96
puits. Ainsi, 96 échantillons (96 réactions) sont amplifiés a la fois.

4. Electrophoreése

Tous les gels obtenus sont numérisés. Au total 90 clichés, a raison de 5 profiles
électrophorétiques pour chaque couple d’amorce (marqueur microsatellite) ont été pris.
Sur ces profiles sont représentés les différents fragments (2 alléles au maximum) pour
I'ensemble des 18 microsatellites et pour chaque individu de chacune des 15 accessions. La
figure 17 illustre un exemple de profiles obtenu, cas du locus umc1329. Apres la lecture de
tous les profiles, un tableau de données est constitué, il regroupe I'ensemble des génotypes
obtenus pour les 235 individus (de 15 accessions) et les 18 marqueurs SSR. Les profiles
électrophorétiques des marqueurs correspondant aux microsatellites bnilg1740 et umc1984,
étaient illisibles, donc ils n’ont pas été pris en considération par conséquent I'étude s’est
basée sur les résultats de 16 marqueurs.
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Figure 17: Exemple de profiles électrophorétiques obtenus : cas
du locus umc1329 correspondant aux 16 individus des 15 populations.

5. Analyse de la diversité génétique

5.1. Diversité génétique intra-accession
Les paramétres de la diversité génétique intra-accession touches deux niveaux:

la diversité génétique dans les sous populations (Statistiques descriptives pour les
accessions)

la diversité génétique dans la population globale (les statistiques descriptives des loci)
5.1.1. Diversité génétique par accession

5.1.1.1. Loci actifs
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La diversité génétique a été évaluée en utilisant 18 marqueurs microsatellites sur une
collection de 14 accessions de mais provenant du Sud Algérien et une population du
Nord. Parmi les 18 marqueurs étudiés, seulement 16 sont actifs. Il s’agit de : phi127,
phi036, phi027, phi059, umc1222, umc1165, umc1265, bnlg1520, umc1329, umc1225,
umc1403, umc1424, umc1545, umc1327, umc1335, umc1963. Les autres loci n'ont pas
été pris en considération parce qu’ils comportaient beaucoup de données manquantes ou
tout simplement leurs gels correspondants étaient de mauvaise qualité, rendant la lecture
illisible.

5.1.1.2. Richesse allélique des accessions

Le nombre moyen d’individus génotypés par accession (logiciel GDA) est de 15,207
individus (figure 19). Le nombre total d’alléles détectés est 91 alléles, avec une moyenne de
2.819 alléles par accession (A). La richesse allélique est donc de 2.819. L’accession GOL
est celle qui a la plus grande richesse allélique (4.14), elle est suivie par les accessions
BSA, LOM, MST, BTM et AAS avec une richesse allélique variable entre 3.00 et 3.25. Les
deux populations les moins riches en alléles sont SHH et MGH avec seulement 2.13 et 1.87
alléles en moyenne, respectivement. Les autres accessions (TAO, KST, OST, IGS, KAL,
BAB et OBC) sont intermédiaires avec des valeurs allant de 2.38 & 2.93 (figure 18).
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Figure 18 : Variation du nombre moyen d’individus
génotypés (n) et du nombre moyen d’alléles par accessions (A).

5.1.1.3. Proportion de loci polymorphiques et nombre d’alléles par locus
polymorphe

La proportion de loci polymorphes rend compte de la proportion des SSR variables par
rapport a I'ensemble des SSR étudiées. La proportion moyenne de loci polymorphes (P)
au niveau des 15 accessions est de 83.0 %. Les accessions BSA, GOL, IGS et MST sont
celles qui présentent les plus fortes valeurs de loci polymorphes avec des valeurs variant
entre 0.92 et 0.94. Les accessions BTM, AAS et LOM présentent la méme valeur (0.88).
Les accessions MGH et KST sont caractérisées par les plus faibles valeurs (0.60 et 0.67).
Les autres accessions (TAO, OBC, SHH, KAL, OST et BAB) restent intermédiaires (0.75
a 0.86) (figure 19).

Le nombre moyen d’alléles par locus polymorphique est de 3.168 pour I'ensemble
des accessions. La population GOL est celle qui présente le nombre d’alléles par locus

65



Utilisation des marqueurs SSRs pour I’étude de la diversité génétique de quelques populations
algériennes de mais (Zea mays L.)

polymorphe le plus élevé avec 4.38. Les accessions SHH, MGH, OBC et IGS présentent
les nombres les plus faibles (2.38 a 2.85). Toutes les autres accessions (LOM, BAB, KST,
MST, OST, BSA, BTM, TAO, AAS et KAL) présentent des nombres intermédiaires d’alleles
par locus polymorphe (3.00 a 3.60) (figure 19).
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Figure 19 : Variation de la proportion de loci polymorphes (P) et du
nombre d’alléles par locus polymorphe (Ap) en fonction des accessions.

5.1.1.4. Hétérozygotie attendue et hétérozygotie observée

Les taux d’hétérozygotie observée (Ho) et attendue (He) sont calculés pour chaque
accession sous I'hypothése d’équilibre de Hardy—\Weinberg. La moyenne de I'He pour tous
les loci est un estimateur de I'étendue de la variabilité génétique de la population globale.
Dans le but d’estimer I'importance du polymorphisme génétique les 2 taux d’hétérozygotie
sont comparés. Dans notre cas les moyennes de He et Ho pour les sous populations (les
15 accessions) sont, respectivement, de 0.397 et 0.391 (figure 20).

Le taux d’hétérozygotie espérée varie de 0,621 pour GOL a 0,265 pour MGH marquant
une distribution inégale de la diversité génétique et I'Hétérozygotie observé varie de 0,222
(MGH) a 0,586 (LOM).

De plus, sil'on prend les accessions une a une, on s’apercgoit que seules 3 accessions
sur 15 présentent un important déficit en hétérozygotes c'est-a-dire que He > Ho (KST, MGH
et GOL). En contre partie, 6 accessions ne présentent pas beaucoup de différences entre
He et Ho, néanmoins, I'écart reste positif (BSA, BAB, BTM, SHH, OBC et IGS) et les 6 autres
accessions (AAS, LOM, MST, TAO, OST et KAL) présente une hétérozygotie excédentaire
He < Ho qui est importante pour LOM et TAO.
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Figure 20 : Variation de I'hétérozygotie attendue (He) et
de I'hétérozygotie observée (Ho) en fonction des accessions

5.1.1.5. Coefficient de consanguinité

Le coefficient de consanguinité f ou Fis refléte la différenciation des individus a l'intérieur
des sous-populations. [si f = 0L population en équilibre de Hardy-Weinberg, si f > 0 [
déficit en hétérozygote (consanguinité), f = 107 fixation compléte (cas d’autofécondation),
si f< 00 hétérozygotie excédentaire, (Wright, 1978)]. La valeur moyenne du coefficient de
consanguinité f pour 'ensemble des sous-populationsest de 0,014. Cette valeur confirme
les résultats obtenus pour les deux taux d’hétérozygotie (He et Ho). Effectivement, si I'on
s’intéresse aux accessions séparément, on s’apercoit qu'aucune d’elles n’est fixée, c'est-
a-dire avec une valeur de f = 1. Nos accessions appartiennent, cependant, a trois groupes
distincts. Le premier (BTM, BAB, BAS, OBC, IGS et SHH) est constitué des accessions
proches de I'équilibre de Hardy—Weinberg (peu ou pas de consanguinité), avec une valeur
de 0.028 << 0.108, le deuxieme est représenté par les accessions présentant un déficit en
hétérozygote moyen a important (MGH et GOL, avec f = 0,108 et f = 0,165, respectivement
et KST avec f = 0,332). Effectivement, KST est I'accession qui présente la plus haute valeur
positive de f. Le troisieme groupe (MST, AAS, KAL, OST, LOM et TAO) est constitué des
accessions présentant un excés d’hétérozygotie avec des valeurs allant de — 0,025 a -0,361
(Equilibre de Hardy — Weinberg)(figure 21 et annexe 2).
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Figure 21 : Variation de la valeur du coefficient
de consanguinité en fonction des accessions

5.1.2. Diversité génétique totale

Cette partie regroupe les données obtenues pour chaque locus permettant ainsi de
connaitre les différences pouvant exister entre les 17 loci et rendant compte de la diversité
génétique existante au sein de la population globale. Le nombre d’individus (n) génotypés,
le nombre d’alléles par locus (A), le nombre dalleles par locus polymorphique (Ap), la

proportion de loci polymorphiques (P), I'hétérozygotie esperée et observée (Hg) et (Hp)
respectivement, et le coefficient globale de la consanguinité F (déficit en hétérozygotes pour

un locus donné dans I'accession totale (I'ensemble des 15 accessions)) ont été calculé pour
chaque locus.

Les 16 marqueurs microsatellites ont permis de réaliser le génotypage d’un nombre
moyen de 211,937 individus par locus (figure 22). Le nombre total d’alléles par locus (A)
varie de 1 pour le locus umc1403 a 9 pour les loci phi036 et umc1225 et la moyenne totale
pour la population globale est de 5,687 (figure 22).
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Figure 22: Variation de la moyenne du nombre total d’individus
génotypés (n) et de la moyenne du nombre total d’alléles (A) par locus.

Le taux de polymorphisme (P) total (pour la population globale) est de 93%. Nous
pouvons observer que tous les loci sont polymorphiques a I'exception de 'umc1403 (ce
locus ne présente aucune diversité allélique (pas de polymorphisme) aussi bien intra
gu’inter-accessions, c’est la raison pour laquelle la moyenne du nombre total d’alléles par
locus est différente de la moyenne du nombre total d’alléles par locus polymorphique (Ap)
qui s’éléve a 6,000 (figure 23).
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Figure 23: variations de la proportion totale de loci polymorphes
(P) et du nombre total d'alleles par locus polymorphique (Ap)

Parmi les loci polymorphes, le locus umc1327 présente le taux d’hétérozygotie espérée
(He) le plus élevé 0,795 et le locus umc1963 présente le taux d’hétérozygotie observée (Ho)
la plus élevé 0,585. En revanche les loci umc1329 et phi127 présentent les taux He et Ho
les plus bas avec 0,294 et 0,209, respectivement. L’hétérozygotie espérée globale pour les
17 loci est de 0,571 et I'Ho globale est de 0,402 (figure 24).
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Figure 24 : Variation des taux d'hétérozygoties
espérée (He) et observée (Ho) en fonction des loci.

Le coefficient global de consanguinité F mesure le déficit en hétérozygote de
I'accession totale pour chaque locus. La valeur la plus élevée de F est observée chez le
locus umc1222 (0,401), la plus basse est pour le locus umc1963 avec une valeur de 0,067
cela signifie que c’est pour le locus umc1963 que la totalité des accessions ont montré le
plus d’hétérozygotes contrairement au locus umc1222. La moyenne totale étant de 0,297,
elle confirme les résultats obtenus pour I'He et Ho signalant un déficit en Hétérozygote de

la population globale (Figure 25 et annexes 2).
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Figure 25: Variation du coefficient de consanguinité global (F) en fonction des loci
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5.1.3. Fréquences alléliques

Les fréquences alléliques obtenues pour les alleles de chaque locus (marqueur SSR) sont
présentées dans les tableaux 15 a 21. Le nombre d’alléles par locus varie de 1 (umc1403)
a 9 (phi036, umc1225) et leur distribution est assez réguliére dans I'ensemble des 15
accessions ou les alléles les plus fréquents sont généralement les mémes. Tel est le cas
pour l'alléle 1 qui est souvent le plus abondant dans les différents loci et pour toutes les
accessions.

Les fréquences alléliques calculées pour chaque locus et chaque accession varient
de 0,031 pour les alléles les plus rares (les alléles rares sont ceux ayant des fréquences
alléliques inférieur a 0,05) a 1 pour les alléles fixés. Les accessions MGH et KST ont
le plus grand nombre d’alleles fixés avec 6 et 5 alleles, respectivement. Pour le locus
umc1403, la présence exclusive de 'alléle 1 dont la fréquence et maximale (1) est nettement
remarquable, I'alléle est présent et fixé (état homozygote) dans la totalité des accessions.

Une analyse plus détaillée des 6 tableaux (15 a 21) nous permet d’observer qu’une
plus grande proportion de loci a des fréquences alléliques importante (0,500) dans les
accessions SHH et MGH que dans les autres accessions, mais c’est dans les accessions
KAL, MGH et KST que I'on retrouve le plus grand nombre d’alléles ayant des fréquences
alléliques supérieur a 0,800. Pour le locus umc1403, la présence exclusive de I'alléle 1 dont
la fréquence est maximale (frq = 1) est nettement remarquable, I'alléle est présent et fixé
dans la totalité des accessions.

L'examen des fréquences alléliques dans les 6 tableaux, permet également de détecter
les alléles spécifiques (uniques) d’'une accession pour un locus donné. En tout, 8 alléles
spécifiques on été trouvés. Tel estle cas pour la accession AAS qui en posséde deux, il s’agit
de lalléle 3 du locus umc1225 (tableau 12) et I'alléle 6 du locus umc1545 (tableau 17).
Les alléles 7 des locus umc1424 (tableau 17) et umc1327 (tableau 18) sont spécifiques de
'accession KST. L’'accession GOL aussi posséde un alléle spécifique, c’estI'alléle 3 du locus
umc1329 (tableau 14). L'alléle 8 du locus umc1222 (tableau 16) est un alléle spécifiques
pour OBC. Pour le locus phi059 (tableau 12) l'allele 1 est spécifique a I'accession BSA
et enfin 'accession BAB posséde l'alléle 1 du locus umc1335 (tableau 18) comme alléle
spécifique.

La moyenne d’alléles rares par accession est 5,5, et leur distribution entre les
accessions n’est pas uniforme ; au contraire, I'accession BAB a 12 alleles rares, suivi par
IGS avec 9 et MST et KAL avec 8 alléles rares. D’un autre c6té, BTM n’a que 2 alléles rares
et SHH, OST et MGH en ont 3.

Dans le tableau 12, ci dessous, sont présentées les fréquences alléliques des loci
umc1225 et phi059. D’aprés ce tableau, 9 alléles ont été détectés pour le locus umc1225
et 6 pour le locus phi059 au sein des 15 accessions étudiées, et I'alléle le plus fréquent
est l'alléle 1 concernant le locus umc1225 alors que l'alléle le plus fréquent pour le locus
phi059 est 'alléle 3.
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ESA 0500 0,167 0o 0000 0000 0FEE 0033 0067 0,000 0087 0200 073 000 0am 0000
SHH 0964 0000 0aon 000D 0000 0036 0000 0000 0000 0aon 0438 0562 0000 oaon 0000
LOM 031 000 opon 0286 0107 0036 0000 0000 0250 oaon 038 053 007l oaon 0000
OEC 0472 000 Q00 0000 0000 0000 0036 0230 0036 0Q00 0000 0000 000 0531 0469
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Tableau 12: Fréquences alléliques des loci umc1225 et Phi059

Le tableau 13 regroupe les résultats des fréquences alléliques pour les loci phi127,
phi027 et umc1165. Ce tableau permet de compter 3 alléles pour le locus phi127, 4 alléles
pour le locus phi027 et un total de 5 alléles pour le locus umc1165 au sein de notre collection
de 15 accessions. Les alléles les plus fréquents sont I'alléle 1 pour les loci phi127, phi027

umc1165. Aucun alléle spécifique, n’a été détecté pour ces trois loci.

Alldes
Arcessions pHLIT HazT w165
1 7 3 1 7 3 1 1 7 3 i 5

AAS 0575 0094 0031 0,544 opsz 000 opes | 062 0,000 0838 0000 000
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BTM o i 0600 o 00 1,000 apan 0,00 apon | 043 0,125 0438 0000 o a0
BSA 1,000 0000 0,000 0929 opon 0000 0071 | 046m 0281 0250 0000 000
SHH 0,562 0062 0375 0312 opon 000 ogas | 0431 0,000 opon 037s 0194
LOM 067 0000 0333 0,594 0F75 000 opE1 | 000 023% opon 0367 000
OBC 1,000 0,000 0,000 0,781 0pEl 0000 0lee | 0212 0,000 opo0 08 0,000
MST 0960 0021 0,000 0,938 opo0 0000 opsa | 0750 0,125 0pE1 0004 0,000
TAD 1,000 0000 0,000 0,575 oped 0051 opon | 056 0218 opE2 0062 000
GOL 0,531 0468 o 00 0,562 0125 051 nze1 | 0281 o062 0156 0438 o6z
(3 0,906 0,004 0,000 0,525 0FTs 0000 opo0 | 0084 0,031 044 0000 0031
0ST 1,000 0000 0,000 0,714 opon 0000 naze6 | 0433 0,067 0267 0,133 000
MEH 0773 0000 0227 1,000 opon 0000 opon | 0gan 0,178 opoo o000 000
KAL 1,000 0000 0000 0,500 opon 0077 0423 |09 0,000 0pFF o0 000
KST 0967 0,023 0,000 1,000 opo0 0000 opoo | 0625 0312 op00 0062 0,000
Hhre pop. Catenan 1'dlde 15 8 5 15 7 4 ] 15 11 1 8 3

Tableau 13: Fréquences alléliques pour les loci phi127, phi027 et umc1165.

Les fréquences alléliques pour les locus phi036, umc1403 et umc1329 sont présentées
dans le tableau 14. Un maximum de 9 alleles est observé pour le locus phi036, le locus
umc1329 en compte 3 et 1 alléle pour le locus umc1403. L'alléle le plus fréquent pour le
locus phi036 est I'alléle 1 et I'alléle 2 pour le locus umc1329. Ce dernier locus (umc1329)
présente aussi un alléle (3) spécifique a I'accession GOL. Par ailleurs, les populations OBC,
MST, TAO, GOL, IGS et OST, présentent des alléles nuls pour le locus phi036.
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e
Avcessions P T ¥ [T E3L
1 7 3 1 5 © T % ] 1 1 z 3

AAS 093 0000 0000 0000 0062 0000 0000 0000 o000 | 1,000 0,158 031z 0,000
BAB 043 003 00 0375 0P 1 0pod 0000 0Pl 0094 | 1000 0,158 031z 000
BTM 0469 0000 009 0po0 0375 0000 0000 0000 0062 | 1000 0,500 0,500 0,200
BSA opo0  0p00 043 0p@d 043%  0p31 0062 0088 0156 | 1000 0375 0525 0,200
SHH 093 0062 0000 0000 0000 0000 0000 0000 o000 | 1,000 0,000 1,000 0,000
LOM 0344 000 0J35 002 0281 0082 0000 000 025 | 1000 0,031 0,969 0,000
0BC - - - - - - - - - 1,000 0,031 0,969 0,200
MST 1,000 0,156 0344 0,200
TAD 1,000 0,062 0938 0,200
GOL 1,000 0250 0556 0094
1Es 1,100 0312 0588 000
05T - - - - - - - - - 1,000 0,367 0533 0,200
MGH 1000 0g00 0000 0@g00 0000 0@00 0000 0000 0go0 | 1,00 0,000 1,000 0,200
KAL 0p3 000 04077 0pod 0000 0po0 003 068 0lsr | 1000 0,077 0933 0,300
KST 0261 0031 000 0pO0 0000 0344 0000 0094 0250|1000 0,000 1,000 000
f:;""" Combenant 3 4 3 5 3 2 4 6 15 in 15 1;10!1;1;

Tableau 14: Fréquences alléliques pour les loci phi036, umc1403 et umc1329.

Le tableau 15, montre les fréquences alléliques obtenues pour les loci umc1265 et
bnlg1520 avec respectivement 5 et 6 alleles. Les alléles les plus fréquents sont l'allele 2 le
locus umc1265 et I'alléle 3 pour bnlg1520.

Alldes

Accessions 1265 Tz IE N

1 7 3 T 5 1 7 3 1 5 3
AAS 0,000 0656 0219 0094 0031 0375 0250 0375 0,000 0,000 0,000
BAE 0,000 0506 0031 0,031 0,031 0,000 0,000 0544 0,156 0,000 0,000
BIM 0,000 0312 0556 0,031 0,000 0,000 0,000 0938 0,062 0,000 0,000
BSA 0,000 0219 0250 0,000 0,531 0344 0,125 0438 0,094 0,000 0,000
SHH 0,000 0,531 0406 0,000 0,062 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000
LOM 0,000 0344 0250 0,000 0406 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000
OBC 0,000 0,188 0,000 0,000 0212 0,133 0233 0633 0,000 0,000 0,000
MST 0,000 0233 0633 0,000 0,133 0,000 0,156 0844 0,000 0,000 0,000
TAD 000 0 67 0 peT 0200 0 67 0,100 0033 0,133 000 0,500 053
GOL 0250 0406 0344 0,000 0,000 0,062 0219 0219 0219 0219 0,062
1G5 0,000 0,300 0033 0,667 0,000 0,100 0,000 0833 0,000 0,067 0,000
0sT 0036 0,179 0286 0250 0250 0,000 0393 0507 0,000 0,000 0,000
MGH 0,000 0,000 0,179 0,000 0a21 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000
KaL 0,000 0269 0577 0,000 0,154 0208 0,000 0792 0,000 0,000 0,000
KST 0,000 0,179 0321 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000
Mhre pop.  Comtenmi 1+ 1+ 6 1 7 7 15 4 2 2
1'ade

Tableau 15: Fréquences alléliques pour les loci umc1265 et bnlg1520.

Le tableau 16 exprime les fréquences des loci umc1222 et umc1963. Parmi les
résultats nous pouvons voir que les loci umc1222 et umc1963 ont dévoilé pour les 15
accessions 8 et 4 alléles respectivement. Les fréquences alléliques les plus élevées pour
les loci umc1222 et umc1963 sont observées, respectivement, pour les alléles 2 des deux
loci. Le locus umc1222 présente en outre un alléle rare (8) spécifique de I'accession OBC.
Par ailleurs, le locus umc1963 présente des alléles nuls pour les populations OBC, MST,
TAO, GOL, IGS, OST, MGH, KAL et KST.
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e

Arcessions Y FFE) w963

1 ] ] 1 5 3 H T 1 ] 3 1
AAS 0,036 0,000 0214 0071 0,179 0,500 0,000 0,000 0938 0,000 0,062 0,000
EAB 031 0344 0281 0,136 031 0,125 031 0 00 0,551 0375 004 000
BTM 0,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,556 0303 0,000 0071
BSA 0,000 0375 0,000 0,000 0,000 0,125 0,000 0,000 0,500 0438 0,064 0,000
SHH 0375 0525 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0031 0,584 0373
LOM 0,000 0,594 0084 0031 0031 0230 0000 0,000 0719 0281 0,000 0,000
0BC 0,000 0469 0,000 0,000 0000 0,000 0,500 0031
MST 0 6z 0312 000 0 iz 06z 0031 0469 0 00
TAD 0,094 0250 0,000 0,000 0,000 0,000 0556 0,000
GOL 0,167 0,200 0,100 067 0267 0,200 0000 0,000
(1 0544 0,031 0,000 0,000 0,000 0,000 0,123 0,000
05T 0219 0031 0,000 0,000 0,158 0,125 0438 0,000
MEH 0357 0,000 0,000 0,000 0000 0,000 0543 0,000
KAL 0,038 0038 0,000 0,000 0038 0077 0308 0,000
KST 0,000 0333 0,000 0,000 0033 067 0,567 0,000
Mhre pep. Comenat 13 4 5 g 9 9 1oy |5 5 4 2
1'allde

Tableau 16: Fréquences alléliques pour les loci umc1222et umc1963

Les fréquences alléliques des loci umc1424 et umc1545 sont regroupées dans le
tableau 17 ou nous pouvons voir que le premier locus posséde 7 alléles et que le deuxiéme
en posséde 6. L'allele le plus fréquent pour umc1424 est l'allele 4 et le plus présent pour
le locus umc1545 est l'allele 5 et cela au sein des 15 accessions algériennes de mais
analysées. Par ailleurs, les deux locus montrent des alléles privés ; I'allele 7 pour le locus
umc1424 et I'alléle 6 pour le locus umc1545.

Allde

ActesFiemg urcldzd w1 5ds

1 1 E] 4 5 [ 7 1 H 3 4 5 []
AAS 003 023 0,00 050 0,00 023 000 020 0,00 07 0,03 050 0,10
BAE 000 000 0,00 053 00z 033 0,00 0,06 047 0,00 003 044 0,00
BTHM 04l 016 0,00 041 o0 0,13 o0 044 0,00 0 0,19 038 00
BSA om0 0% ¥ 0,10 00 00 1o 006 00 o0 041 053 o0
SHH om0 om0 0,19 [i¥:33 00 0,15 1o 004 00 o0 096 00 o0
LoM 0,0 0.0& 044 050 0,00 0,00 0,00 0,00 024 0,00 02l 024 0,00
OBC i3 om0 06 053 00 00 1o 00 00 o0 i} 091 o0
M:ST 000 000 0,00 0,77 0,00 023 0,00 003 0,00 0,17 0,00 0,0 0,00
TAD ifik3 016 041 047 05 00 1o 00 016 i [ifik3 [ifik3 o0
GOL 0.0 0.0 0,13 053 0,00 028 000 025 007 0,00 043 023 0,00
165 om0 om0 00 074 00 0,16 1o 00 00 o0 0,56 044 o0
03T 000 009 0,00 051 0,00 0,00 0,00 0,00 003 023 0,00 0,73 0,00
MGH 0,0 0,0 0,75 021 0,00 0,04 0,00 0,00 0,00 0,00 068 022 0,00
KAL 0055 000 [i¥ik:x3 0 500 000 0333 0,00 000 000 0 246 iz 0,115 00
KST 062 0094 0,156 021 0,00 0,156 0,250 0 fias 0,155 1,000 [i¥ik3 0094 1,00
Nhxe pop.
Contenand [ 7 9 15 2 10 1 (priweé) ] [ 3 13 14 1 (priwé)
1'allde

Tableau 17: Fréquences alléliques des loci umc1424 et umc1545.

Les résultats présentés dans le tableau 18, correspondent aux fréquences alléliques
des loci umc1327 et umc1335. Au total 7 alléles ont été dévoilés pour le locus umc1327 et 8
pour le locus umc1335. L'alléle 2 est le plus fréquent pour le locus umc1335 et I'alléle 3 pour
le locusumc1327. En outre le 2 loci présentent des alléles privés ; I'allele 7 pour umc1327
spécifique a I'accession KST et 'alléle 1 pour umc1335 spécifique a la population BAB. Par
ailleurs, le locus umc1335 présente des alléles nuls pour les populations OBC et MST.
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Mde

Acresi 3T [T EE

1 ] 3 1 5 % b 1 1 3 1 5 % T 3
AAS 0154 0231 0615 0000 0000 0000 0000 | 0000 0406 0156 0084 0000 0000 0344 0,000
BAB 0500 0125 0000 0000 0375 0000 0000 | 0062 0p00 003 009 0000 ngoo 0312 0,000
BTM 0p00 0000 0000 0000 1000 0000 0000 | 0000 0p00 0000 0035 0031 0,88 0344 0312
BSA 0500 0000 0000 0344 056 0000 0000 | 0000 0000 0000 0000 0375 031 0094 0,000
SHH 0000 0531 0469 0000 0000 000 0000 | 0000 0467 0533 0000 0000 000 0000 0,000
Lom 0AD0 0067 0467 0067 0000 000 0000 | 0g00 0318 0273 0045 0237 036 0000 0,000
0BC 0312 0000 0000 0375 0312 0000 0000
MST 0,000 0400 0400 0000 0000 0000 0000 |- - - - - - - -
TAD 0000 0000 0906 008 0000 0000 0000 | 0000 0563 0067 0250 0000 0go0 0000 0,000
GOL 0406 0000 0218 0219 0ls6 0000 0000|0000 0100 0033 0067 0600 000 0067 0,033
65 0719 0000 0230 0000 0031 0000 0000|0000 043F 0033 003 000 0367 0033 0,000
05T 0000 0100 0F00 0300 0000 0000 0000 | 0000 0800 0000 0000 0167 003 0000 0,000
MGH 0357 0071 0000 0571 0000 0000 0000 | 0000 043F 0038 0000 0000 003 0500 0,000
KAL 0000 0000 0182 0760 0000 003 0000 | 0000 0385 0p00 0038 0000 00f7 0000 0,000
KST 06z 0094 0000 0438 0000 003 0375|0000 0 lF 0000 0000 0000 08 0000 0,000
Hhre LT 8 9 9 7 2 1 qriwd) | 1prd) 10 10 7 6 8 7 2
Contenant]'allde

Tableau 18: Fréquences alléliques des loci umc1327 et umc1335.
5.2. Diversité génétique inter-accessions

5.2.1. Indices de fixation de Wright : F-statistiques

La différenciation des accessions (FgT) correspond a la séparation génétique entre les

sous- accessions. Cet indice mesure la réduction relative des hétérozygotes, lié aux
différences alléliques entre accessions. C’est un indice de diversification des accessions.
Si les sous-accessions sont identiques, Fst=0. Wright (1978) a ainsi défini 4 niveaux de
différenciation génétique en fonction de la valeur de Fst :

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

Le Fis rend compte de la consanguinité au sein des variétés. Il représente donc
la diminution d’hétérozygotes due a ce facteur, et Fit est le coefficient global de la
consanguinité. |l reprend les effets de la consanguinité intra-accession (Fis) et de la
différentiation génétique des accessions (Fst).

La structure génétique peut étre élucidée a partir de ces trois parameétres. Les valeurs
moyennes des indices de fixation de Wright (1978) (tous loci confondus): Fis, Fit et Fst des
15 accessions s’élévent respectivement a 0,0045, 0,3097 et 0,3128 (tableau 19).

Les valeurs de Fis varient de -0,274 pour umc1963 a 0,118 pour umc1222 et celles de
Fit varient de 0,095 pour umc1329 a 0,413 pour umc1222. La différentiation génétique Fst
est importante pour umc1329 (0,157), umc1424 (0,230) et phi027 (0,240), tandis qu’elle est
tres importante pour le reste des loci variant de 0,274 pour phi127 a 0,394 pour umc1545
(tableau 19).
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" Loci Fis Fit Fsi Niveau de diflémenciation
umel9 0073 0055 0157 OI5=Fet=025.
umeld2d 0113 0317 ng3 | differenciation mportarie
phi027 0,058 0,195 0,24
pHalzT 0024 0335 0274
bnlgl520 0,198 0,145 0,287
ume1165 0,02 0,347 0,29
umcl335 0,078 0,352 0,206 Fet = 0,25
umel®63 0,274 0,112 0,303 differenciation tres

Irnpottante
umel265 0077 0,254 0,308
phil36 0,104 0,394 0323
umel225 0044 0,355 0,325
umel222 0113 0,413 0335
phis9 0,008 0,353 0357
umel32? 0015 0367 0357
umelsds | 0,023 0,408 0,394
ume1403 i ] i ]
Moverne 00045 0,312 0,300

Tableau 19: Indices de fixations de Wright (1978) obtenus pour les 17 loci.

5.2.2. Distances génétiques

La matrice des distances génétiques (tableau 20) générée par GDA selon la méthode
UPGMA basée sur la distance de Nei (1978) entre les 15 accessions et sur la base des
16 loci a permis de constater que les distances génétiques entre les accessions varient
de 0,124 a 0,704. Ceci reflete I'existence d’'une large diversité génétique qui caractérise
les 15 accessions étudiées. Ce tableau montre que les distances les plus faibles (0.124;
0,154; 0,164; 0,173; 0,181; 0,189; 0,190 et 0,192) sont enregistrées respectivement pour
les couples d’accessions : OBC-MST, OST-KAL, MST-OST, KAL-KST, BSA-LOM, MGH-
KST, LOM-GOL, OBC-OST. Par ailleurs, les distances les plus longues (0,704; 0,560; 0,551;
0,529; 0,521; 0,516; 0,509; et 0,501) correspondent respectivement aux couples : TAO-
BTM; BTM-KAL, TAO-IGS, MGH-BTM, SHH-BTM; KST-IGS, BTM-IGS et IGS-KAL. Pour le

reste des accessions les distances génétiques restent intermédiaires.
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Acessions  AAS  BAB  ETIM BSA SHH LOM OBC MST TAD GOL IGS  OST  MGH EAL
BAR 0305 1

BTH 0404 D285 1

BSA 0353 0331 0314 1

SHH 0482 0410 0521 0463 1

LOM 0270 0213 0330 0,181 0233 1

0BL 0445 0279 0437 0242 046 0258 1

MST 0335 0248 0356 0349 035 0235 013 1

TAD 0403 0472 0704 0436 0436 0331 0293 047 1

GOL 0235 0275 0310 03251 0292 0090 0372 0313 0474 1

IGS 0291 D444 0509 0411 0436 0339 0479 0417 0551 0311 1

05T 0216 0375 0451 0352 0303 0260 0,093 0164 0236 0280 0267 1

MGH 0470 0310 0539 0219 0286 0210 0204 0321 0385 0403 0442 0267 1

EAL 035 0432 0560 0413 0311 0343 0286 0276 0239 0392 0501 0154 0226 1
EST 0415 0330 0376 0341 0299 0246 0295 0234 0339 0375 0516 0233 0,089 0,173

Tableau 20: Matrice des distances génétiques entre
les 15 accessions de mais (distance de Nei, 1978).

Le dendrogramme de la figure 27 est construit & partir de la matrice des distances
développée par la méthode UPGMA basée sur la distance génétique de Nei (1978). Ce

dendrogramme montre trois clusters |, Il et lIl.

Le cluster | est subdivisé en trois sous-clusters 1, 2 et 3 : le premier contient les
accessions AAS et BAB, le deuxiéme compte les accessions BSA, LOM et GOL et le
troisieme sous cluster est formé de I'accession BTM.

Le cluster Il est, lui aussi subdivisé en trois sous-clusters 1, 2 et 3 : le premier compte
'accession SHH, le deuxiéme est constitué des accessions OBC, MST, OST, KAL, MGH,

KST et enfin TAO.

Le troisiéme cluster (Ill) est constitué d’une seule et unique accessions : IGS.
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Figure 26: Dendrogramme UPGMA basé sur la distance
génétique de Nei (1978)) des 15 accessions locales de mais.

Il Discussion

L’étude du polymorphisme des caractéres morphologiques chez les populations naturelles
de plantes représente la premiére étape qui permet de disséquer limportance et
I'origine génétique de la variabilité existante (Lazrek Ben-friha, 2008). Les populations
traditionnelles de mais représentent une source précieuse d’alléles. Ce sont des populations
qui ont été utilisées par les fermiers durant plusieurs générations, aboutissant a la sélection
d'innombrables caractéres propres a chacune d’entre elles (Lia et al. 2009). Par
ailleurs,l’évaluation de la diversité génétique des populations traditionnelles de mais par
les marqueurs moléculaires permet une connaissance approfondie de cette diversité et des
relations existantes entre les populations, ce qui facilite considérablement la conservation
et la gestion de ses ressources (Liu et al. , 2009).

En étudiant des populations locales de mais collectées dans le Sud Algérien, nous
cherchons a connaitre la variabilité existante et la structure génétique du germplasme
autochtone ainsi que les relations génétiques entre différentes accessions. Cette étude est
d’'une grande importance pour définir les stratégies a mettre en ceuvre pour 'amélioration
et/ou la création de cultivars adaptés a des conditions édapho-climatiques diverses.

Le but du présent travail était de caractériser 24 accessions locales de mais
représentant une partie de la diversité existante, la structure et les relations génétiques
existantes entre ces accessions. La caractérisation morphologique a été réalisée pour les
24 accessions a l'aide de 3 descripteurs morphologiques qualitatif : Couleur des grains,
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type de grains et forme de I'épi. La caractérisation moléculaire (génétique) quant a elle, a
effectuée sur la base de 18 marqueurs microsatellites (SSR’s). Cette derniére n’a été faite
que pour 15 accessions parmi les 24.

1. Caractérisation morphologique

1.1. Description morphologique

L'analyse de la diversité morphologique a révélé que la majorité des accessions locales de
mais posséde des graines de type lisse (83,3 %), de couleur jaune/orange (41,1 %) et des
épis en grande partie, de forme conique (75 %). Ainsi, une faible variabilité est observée
pour le type de grains dans les 24 accessions ; il en est de méme pour la forme des épis.
Le plus grand polymorphisme morphologique enregistré dans notre collection concerne la
couleur du grain.

1.2. Analyse en composantes principales

L'ACP a été réalisée pour classer les accessions en fonction des traits les plus discriminants
et les résultats montrent que les 3 caractéres qualitatifs contribuent tous a la variabilité
totale expliquée par les axes de 'ACP. Cependant, ils ne sont discriminants que pour 50 %
des accessions. Effectivement, ces 3 caractéres ont permis de différentier les accessions
ILT, AAS et TKR ayant un type de grain lisse/denté, LOM, KST et IGR ayant une forme
cylindrique des épis, MST, LAH, GOL et SHH ayant une couleur en ségrégations des
graines et BSA et MGH ayant des graines en ségrégation de couleur et des épis de
forme cylindrique. Le reste des accessions (FEZ, KAL, OBC, TGN, BTM, IGS, OST, TAO,
TBN, BAB, GHM et KHL) constitue un ensemble assez hétérogéne. D’autres caractéres
morphologiques sont nécessaires pour aboutir a leur caractérisation.

1.3. Classification hiérarchique selon les distances euclidiennes

L'analyse des clusters des données morphologiques relative aux trois caractéres
morphologiques, obtenus par la classification hiérarchique selon les distances euclidiennes
de dissimilarité basée sur la méthode d’agrégation des liens complets, montre une
répartition des accessions relativement proche de celle obtenue par ’ACP. Néanmoins, cette
répartition a été faite principalement en fonction de la couleur du grain et de la forme de
I'épi conduisant a la formation de trois principaux clusters. La couleur en ségrégations du
grain a conditionné la formation du premier cluster (BSA, MGH, SHH, LAH, MST et GOL).
Cependant, dans ce groupe, MGH et SHH se distinguent des autres accessions car elles
présentent une forme cylindrique de leurs épis, ce qui rejoint les résultats de 'ACP.

Le deuxieme cluster est constitué des accessions ayant en commun la forme
cylindrique de I'épi (LOM, IGR et KST). Ces résultats sont comparables également a ceux
de I'ACP, toutefois, la couleur du grain contribue également a la formation de ce groupe
permettant de différentier 'accession LOM qui, contrairement aux deux autres accessions,
a des grains de couleur jaune.

Le troisiéme et dernier cluster est conditionné par le caractére couleur du grain. ce
cluster est subdivisé en trois sous groupes regroupant I'accession MGH, constituant le
premier sous groupe et qui est la seule a avoir des grains de couleurs orange, le deuxiéme
sous groupe compte les accessions ayant des graines de couleurs jaune (TKR, AAS, KAL,
FEZ, OBC et TGN), parmi les quelles AAS et TKR se distinguent avec le type lisse/denté
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de leurs grains, et le troisieme sous groupe dominé par la couleur jaune/orange du grain
(BTM, BAB, IGS, OST, TAO, TBN, ILT et KHL) avec ILT et KHL se différenciant des autres
par le type de grain lisse/denté et la forme cylindrique des épis respectivement.

Par ailleurs, a I'exception de KHL et MGH ayant été différentiées en plus des autres
accessions, tant 'analyse des clusters que '’ACP n’ont permis une discrimination effective
des accessions formant le centre d’inertie (FEZ, KAL, OBC, TGN, BTM, IGS, OST, TAO,
TBN et BAB). Cette étroite relation entre les résultats de 'ACP et ceux de I'analyse des
clusters a été constatée par Sharma et al. (2010).

Aucune répartition selon 'origine des accessions n’est observée. Effectivement, selon
Wietholter et al ., (2008) la couleur du grain comme le type sont des traits qualitatifs qui
sont gouvernés par un petit nombre de génes n’étant pas ou trés peu soumis aux effets
de I'environnement. Cette caractérisation morphologique préliminaire montre que le mais
algérien est assez uniforme concernant les caractéres du grain et de I'épi et que cette
uniformité n’est pas associée a la variation géographique. Ces résultats peuvent indiquer
que la variabilité serait due a son origine étroite avec le mais européen. En effet, le mais
algérien serait introduit du bassin méditerranéen ou il est arrivé d’Amérique (Rebourg et
al. , 2001 ; Revilla et al. , 2003). Selon ces auteurs, la majorité du mais européen est
aussi de grain corné et jaune et des épis coniques ou cylindriques, comme ceux du mais
algérien (Djemel et al. , 2011).

2. Caractérisation génétique basée sur les marqueurs SSR

2.1. Diversité intra-accessions
- Diversité génétique par accession

En analysant les données génétiques de notre collection nous avons obtenu une
moyenne du nombre d’alléle par accession (2,819) identique a celle rapportée pour les
populations traditionnelles de mais en Suisse (2,8) (Eschholz et al. ,2010). Ces derniers,
considérent que ce résultat est trés faible comparé a ceux obtenu par Ho et al. (2005) pour
des populations de mais nord-américaines (3,25 et 3,87). Cependant, certaines accessions
de la collection Suisse ont montré un nombre moyen d’alléles élevé (3,4 et 3,9) tout comme
certaines de nos accessions : GOL avec un nombre moyen d’alléle de 4,41 et BSA avec
3,25.

Les travaux d’amélioration du mais montrent que les populations de base portant 3
a 4 alléles par locus donnent de bons résultats. Par exemple Romay et al . (2011)
ont montré des résultats significatif aprés 3 cycles de sélection récurrente intra-population
suivis de 3 cycles de sélection récurrente réciproque a partir des variétés synthétiques
espagnols EPS6 et EPS7 en partant de 4,25 et 4,26 alléles par locus, respectivement. Hinze
et al. (2005) ont rapporté des résultats significatifs apres 15 cycles de sélection récurrente
réciproque a partir des variétés synthétiques des Etats Unis BSSS et BSCB1en partant
de 4,33 alléles par locus. De méme Rossini Pinto et al. (2003) ont montré également
des résultats significatifs aprés un cycle de sélection récurrente réciproque a partir des
variétés synthétiques tropicales BR-105 et BR-106 en partant de 3,7 et 3,9 alléles par locus,
respectivement. Cela indique un bon niveau de richesse allélique dans nos accessions
comparable a celui des populations a pollinisation ouverte d’Europe, d’Amérique du Nord
ou méme des populations tropicales.
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La variabilité génétique (He) moyenne des accessions est estimée a 0,397 avec des
valeurs allant de 0,265 pour MGH a 0,621 pour GOL. La moyenne est inférieure a celle
rapportée par Noldin Almiron (2008) (0,44 pour 7 accessions de mais au Paraguay
analysées par 35 microsatellites) et tres inférieurs comparée a celle obtenue par Reif et al
. (2006) (0,61 pour 25 accessions de mais mexicaines analysées avec 25 SSRs). Toutefois,
la population GOL présente une He de 0,621. Romay et al. (2011) a rapporté des valeurs
de He de 0,54 et 0,51 pour les variétés synthétiques EPS6 et EPS7 qui représentent la
variabilité espagnole du Nord et du Sud, respectivement. Ces valeurs sont similaires a celles
rapportées par Rossini Pinto et al . (2003) avec des populations tropicales BR-105
(He = 0,562) et BR-106 (0,516). Cela signifie que la diversité génétique présente dans
certaines accessions algériennes est comparable a celle retrouvée dans les accessions de
mais mexicaines (ces dernieres étant situées au centre de diversification du mais expliquant
leur grande diversité génétique) et supérieure a celle des accessions paraguayennes,
espagnoles ou tropicales.

On remarque également une inégalité dans la distribution de la variabilité génétique
dans les 15 accessions, car contrairement a GOL, MGH est I'accession ayant le moins de
diversité génétique (He = 0,265). La faible variabilité au sein de cette accession peut étre
associée au faible nombre d’individus génotypés (13,666) d’une part, réduisant les chances
de détecter des alléles de faibles fréquences ; et d’autre part, cette accession pourrait avoir
subit une sélection de la part des fermiers conduisant a la perte d’'une partie de sa diversité
génétique. Aussi, il n’est pas improbable que les graines ayant servies a sa multiplication
fussent prélevées, par les fermiers, a partir d’'un nombre trés restreint d’épis.

En comparant I'He et I'Ho il est possible de déduire I'impact des forces évolutives
dans les accessions dues a l'autofécondation. On note bien que les moyennes de He et
Ho pour les accessions sont trés proches (0,397 et 0,391, respectivement), ceci indique
qu’il existerait en moyenne, trés peu d’homozygotes a l'intérieur des accessions et que ces
derniéres seraient en équilibre panmictique, cependant, c’est I'hétérozygotie excédentaire
(due a l'origine multi-parentale des accessions) présente dans 6 des 15 accessions qui
compense le déficit en hétérozygotes présent dans le reste des accessions (KST entre
autres). Toutefois, malgré cette compensation 'ensemble des accessions reste trés proche
de I'équilibre de Hardy — Weinberg. Effectivement, ces résultats sont confirmés par le
coefficient de consanguinité f (0,014) qui est trés proche du zéro ce qui signifie qu’il y a trés
peu de consanguinité entre les individus des accessions a I'exception de KST qui présente
une valeur hautement positive de f (0,332) traduisant un déficit important en hétérozygote
dues a une forte consanguinité entre les individus de cette accession.

- Diversité génétique totale

En moyenne 211,93 individus ont été génotypés par locus et un total de 91 alleles
détectés pour les 16 SSR’s, avec en moyenne 5,687 alléles par locus. Ce résultat est, plus
de deux fois, supérieur a celui observé par Wietholter et al. (2008), qui rapportent en
moyenne 2,7 alléles par locus en analysant 37 accessions de mais au Brésil avec 21 SSR’s.
Les SSR’s étant des marqueurs moléculaires trés polymorphes, ces auteurs expliquent ce
faible nombre d’alléles, entre autre, par I'utilisation d’'un gel d’agarose a 3%. En comparant
leurs résultats avec d’autres études réalisées avec un gel de polyacrylamide, ils conclurent
que ce dernier est d’une plus grande résolution et présente une plus grande capacité pourla
détection d’alléles avec seulement quelques paires de base de différence. Nos résultats sont
également supérieurs a ceux estimés pour les 10 populations de mais « Golden Queen »
de Chine analysées par 52 microsatellites (nombre moyen d’alléles = 4,48) (Liu et al. ,
2009). Il en est de méme pour Beyene et al. (2006) qui, en analysant 62 accessions
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traditionnelles de mais en Ethiopie avec 20 SSR’s, ont obtenu une moyenne de 4,9 alléles
par locus. Toutefois, les résultats de Morales et al. (2010) en Argentine, sont assez
proches des nétres avec une moyenne de 5,14 alléles par locus pour 25 lignées pures de
mais analysées avec 21 SSR’s. Vaz Patto et al . (2004) au Portugal, ont obtenu des
résultats comparables aux nétres avec en moyenne 5,33 alléles par locus (54 lignées pures
de mais et 15 microsatellites).

La présente étude a révélé un nombre moyen d’alléles par locus supérieur a celui
obtenu dans le cadre d’autres études (citées ci dessus). Cette comparaison suggére
I'existence d’une base génétique trés large en faveur des populations traditionnelles de mais
originaire du Sud Algérien, car malgré un nombre limité en populations et en marqueurs SSR
les accessions étudiées ont montré un nombre moyen d’alléles égale a 5,687 par locus.
Cette valeur est la plus élevée parmi tous les travaux concernant le mais consultés.

Les 16 microsatellites affichent donc un taux élevé de polymorphisme (93 %) pour les
accessions traditionnelles de mais Sud-algériennes. Sur les 16 SSRs, seul un n’était pas
polymorphe (umc1403) alors qu’il I'était dans I'étude menée par Noldin Almiron (2008) sur
du mais américain ou par Romay et al . (2011) sur du mais espagnol. Ce résultat pourrait
étre expliqué par le fait que ce locus pourrait étre lié a un géne constitutif en relation avec
I'adaptation des toutes les accessions aux conditions environnementales du Sud Algérien,
ce qui limiterait le taux de mutations dans cette région du génome, ou bien a I'étroite base
génétique du matériel introduit en Algérie par rapport a la grande diversité existante en
Amérique. Ce marqueur SSR n’est donc pas discriminant pour les 15 accessions de notre
collection de mais. Néanmoins, la variabilité observé avec les autres 15 loci est comparable
ou méme supérieure a celle trouvée chez les mais américain et européen, indiquant que
I'adaptation aux conditions écologiques du Sahara aurait généré une variabilité par mutation
en relation avec les conditions de stress.

Par ailleurs, la proportion de loci polymorphes dépend du nombre de loci mais, encore
plus, du nombre d’'individus analysés, comme cela fut expliqué plus haut. En effet, la chance
d’observer un alléle de faible fréquence diminue lorsque la taille de I'échantillon analysée est
réduite. Afin de remédier a toutes les erreurs d’estimations dues a I'échantillonnage et pour
assurer plus de précision dans I'analyse génétique, Barbosa-Neto et al. (1997) ontmontré
I'utilité de choisirles marqueurs moléculaires, relatifs a différents loci, uniformément sur
toute la longueur du génome pour les études de la diversité génétique. Globalement,
ce sont les SSRs di-nucléotidiques qui ont montré le plus grand polymorphisme (phi036
et umc1225 avec 9 alléles chacun, umc1222 et umc1335 avec 8 alléles chacun). Ces
marqueurs microsatellites sont réputés pour le nombre d’alleles qu’ils révélent et qui est
potentiellement large (Vas Patto et al. , 2004 et Morales et al. , 2010).

Pour I'ensemble des 16 loci, I'He totale (0,571) est supérieure a I'Ho totale (0,402)
traduisant un écart positif suggérant un déficit en hétérozygotie dans la population totale
et une déviation de I'équilibre de Hardy —Weinberg. Aussi la diversité génétique (He =
0,571) qui persiste dans notre collection de 15 accessions, rejoint celle observée pour les
accessions argentines de mais (0,571)(Lia et al. , 2009). Elle est également comparable
a celle rapportée pour les 7 accessions du Paraguay (0,57) (Noldin Almiron, 2008).
Cependant elle est inférieure a la diversité génétique retrouvée pour : les accessions suisse
(0,78) (Eschholz et al. , 2010), portugaises (0,622) (Vas Patto et al. , 2004), les
accessions chinoises (0,70) (Yao et al. , 2008) et (0,68) (Liu et al. , 2009) et les
accessions indiennes du Nord Est de I'Himalaya (0,63) (Sharma et al. , 2010).

La moyenne du coefficient de consanguinité globale F est de 0,297. Ce résultat est
supérieur a ceux rapportés par Reif et al. (2006) (0,24) et par Lia et al. (2009)
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(0,22). Cet indice confirme les résultats obtenus pour I'He et Ho. La valeur de F suggére
un déficit en Hétérozygote de la population totale, dont les loci umc1222, umc1545, phi036
et umc1327 sont en partie responsables avec des F > 0,350. La population totale s’éloigne
par conséquent, de I'équilibre panmictique. Trois principaux facteurs, peuvent expliquer le
déséquilibre observé. Il s’agit de facteurs génétiques, de I'existence d’alleéle nuls et de I'effet
Wahlund (Jordana et al. , 2003). Le facteur génétique se traduirait par la présence
d’'une consanguinité excessive induisant la modification des fréquences génotypiques, ce
qui se traduit par une perte de variabilité génétique au fil des générations. Les alléles nuls
affectent ce déséquilibre par le fait qu’ils ne donnent lieu a aucune amplification lors de
la PCR. Ces alleles sont la cause de délétions au niveau des amorces ou de mutations
dans les séquences flanquantes du microsatellite (Laliberté, 1998). Dans notre cas, sur
les 3760 individus analysés, seuls 369 ont présentés des alléles nuls, PCR ratée et/ou
clichés illisibles, soit un taux de 9,81% qui est presque similaire a celui estimé par Reif
et al. (2006) (10 %). Le dernier facteur rapporté a I'effet Wahlund est en relation avec
I'excés d'homozygotes (ou un déficit en hétérozygotes) par rapport a I'équilibre de Hardy-
Weinberg qui traduit la subdivision de la population étudiée en plusieurs sous populations
qui n'échangent pas ou peu de gamétes.

Les fréquences alléliques par locus (par marqueur microsatellite) montrent que les
accessionsMGH et KST détiennent le plus grand nombre d’alléles fixés (6 et 5 alleles,
respectivement) alors qu’il y a 5 populations qui n'ont pas des loci fixés sauf umc1403 qui
est fixé pour toutes les 15 accessions analysées ici. En outre, ces accessions (MGH et
KST), en plus de KAL, comptent le plus grand nombre d’alléles dont les fréquences sont
supérieures a 0,800 (8 alleles chacune), sans oublié que MGH est la deuxiéme accession
ayant le plus grand nombre d’alléles (13 alléles) dont la fréquence est supérieure a 0,500
aprés SHH (16 alléles). Ces résultats démontrent que les accessions MGH et KST sont
celles qui présentent la plus faible diversité génétique ce qui peut étre expliqué, en grande
partie, par la consanguinité importante présente au sein de ces deux accessions (f = 0,165
et f = 0,332, respectivement). Il faut aussi noter que les populations du Nord de I'Algérie
(SHH et MGH) ont une tres faible variabilité contrairement aux populations du Sud (IGS,
GOL et BSA) qui présentent le maximum de variabilité. Ceci donne un apergu sur la maniére
dont ces accessions sont cultivées. Il n’y a pas de doute sur le fait qu’il n’y ait pas d’échange
de grains entre les fermiers et que chacune d’entre elles reste isolée ou cantonnée dans
la palmeraie ou elle est cultivée.Ceci rejoint parfaitement les déclarations des fermiers qui
assurent que chacun d’eux multiplie ses propres semences et que, il est trés rare (sauf cas
de force majeure : perte totale causée par les rongeurs ou autre) de recourir a 'utilisation
des semences d’un autre fermier. En effet, les fermiers renouvellent leurs semences de
semestre en semestre (le mais est cultivée dans le sud Algérien a deux période I'année :
mars et Aout) a partir du méme matériel récolté le semestre précédent et les graines semées
doivent provenir généralement d’'un nombre restreint d’épis. Les différences de variabilité
entre les accessions se montrent aussi dans le nombre d’alléles rares qui est trés variable
entre 15 (BAB) et 2 (BTM). Une fois de plus, les populations du Nord sont peu variables
alors que les plus variables sont dans le Sud ou dans la région d’Adrar.

Par ailleurs, les accessions GOL et LOM présentent 1 et 2 alléles fixés, respectivement.
De plus ce sont les deux accessions ayant les nombres les plus faibles d’alléles dont les
fréquences sont supérieures a 0,500 (7 et 8 alléles respectivement) et a 0,800 (1 et 3
alleles respectivement). Avec les plus haut taux d’Hétérozygotie espérée (0,621 et 0,513
respectivement) ce sont celles qui présentent la meilleure diversité génétique parmi les 15
accessions étudiées. Elles peuvent constituer la base de programme d’amélioration dans
notre pays.
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Un petit nombre d’alléles privés a été détecté au sein des 15 accessions de mais : 2
pour AAS, 2 pour KST, 1 pour GOL, OBC, BSA et BAB. Sharma et al. (2010) rapportent
un totale de 163 alléles privés pour 48 populations traditionnelles de mais analysé par
42 microsatellites. lls associent le nombre élevé d’alleles privés non seulement au fort
taux de mutations dans les loci SSRs mais aussi a une possible sélection de ces alléles
spécifiques dans certaines accessions qui serait (la sélection) associée a la morphologie
et 'aire d’adaptation des accessions. En outre, Beyene et al. (2006) ont détecté
un total de 26 alléles privés pour des populations de mais collectées dans une région
d’Ethiopie caractérisée par une faible pluviométrie et une période de végétation trés courte.
lls considérent que les agriculteurs de cette région ont sélectionné leurs populations en
fonctions des conditions climatiques pendant plusieurs siécles et le grand nombre d’alléles
privés trouvés confirme ce scénario. Il a été démontré que les SSRs sont sous l'influence
de la sélection naturelle (Vigouroux et al. , 2002, 2005) et les accessions de notre
collection présentant les alléles privéssont situées dans une région ou persiste un climat
Saharien caractérisé par une faible pluviométrie annuelle. Cela signifierait que les 8 alléles
privés des loci SSR retrouvés dans les accessions Sud-Algériennes ont probablement pu
étre sélectionnés dans un environnement de déficit hydrique. Cette hypothése mérite d’étre
vérifiee, si elle s’avére vraie, elle pourrait révéler des génes candidats pour la tolérance aux
conditions de stress hydrique.

2.2. Diversité inter-accession

- Structure des populations

Considérée comme des espéces allogames présentant un brassage génétique
permanant, les populations de mais seraient en conformité avec la loi de panmixie de Hardy
— Weinberg. Cependant, de nombreuses études ont pu prouver le contraire (Yao et al. ,
2008, Liaet al. ,2009 et Liuet al. ,2009). C’est le cas aussi avec les résultats obtenus
dans le cadre de la présente étude. Effectivement, dans notre collection 9 accessions sur
15 présentent une déviation de I'équilibre de Hardy —Weinberg dont 3 avec un exces trés
prononcé en homozygotes. Ce résultat s’explique, également par I'effet des trois facteurs
cités plus haut pour le coefficient de consanguinité globale (F).

La valeur moyenne de Fis (0,0045) indique un déficit en hétérozygotes moins important
au niveau des sous-accessions que dans la population totale (Fit = 0,312). En effet, la
valeur de l'indice Fit indique un déficit en hétérozygotes de 31,2% pour la totalité des 15
accessions. La différentiation moyenne entre toutes les sous-accessions est exprimé par la
valeur de Fst (= 0,309), c’est une valeur importante qui indique, d’'une part une structuration
moyennement importante des accessions issues du Sud algérien signifiant que la diversité
génétique inter-accession est responsable a 30,9 % de la diversité génétique totale. Par
conséquent la variabilité totale provient d’avantage de la variabilité intra-accession avec un
taux de 69,1%. Ces résultats corroborent ceux obtenus par Yao et al. (2008) dans le
fait que la diversité totale est expliquée en maijorité par la diversité intra-accessions (87 %).
Cependant, la structure génétique de leurs accessions était trés différente de celle de nos 15
accessions. Leur valeur moyenne de Fis était de 0,41 traduisant un déficit en hétérozygotes
trés fort au niveau des sous populations mais qui était moins important dans la population
globale (Fit = 0,50) et la différentiation moyenne, entre leurs sous populations, Fst était de
0,13.

Les indices de fixation et les déviations de I'équilibre H-W chez les populations
naturelles de mais sont normalement expliqués par la dérive génétique causée par 'emploi
de petits échantillons pour la multiplication ou bien par le croisement entre individués

84



RESULTATS ET DISCUSSION

similaires en floraison (assortative matting) qui augmente ainsi le nombre d’homozygotes
(Labate et al. , 1997 et Hinze et al. , 2005). En fait, le croissement chez les populations
naturelles ne se produit pas normalement au hasard (non-random matting) et les valeurs
de fixation sont d’habitude supérieures a 0,05 (Rossini Pinto et al. , 2003).

- Distances génétiques

Les distances génétiques obtenues sont assez grandes pour dire qu’il y a une
large base génétique pour établir un programme d’amélioration avec des populations
génétiquement éloignées, peut-étre méme, complémentaires. Hinze et al . (2005) et
Romay et al . (2011) ont trouvé des distances plus réduites entre les populations
américaines ou espagnoles employées pour la sélection récurrente réciproque. Les
distances génétiques observées entre les accessions algériennes ne sont pas totalement
associées a l'origine géographique, par exemple, les populations TAO et BTM sont
génétiquement trés éloignées, mais pas tellement géographiquement, alors que les
populations MST et OBC qui sont presque a la méme distance géographique que TAO et
BTM sont les plus proches du point de vue génétique.

'y a des populations qui ont des distances moyennes avec toutes les autres
accessions, particulierement AAS et BAB. La population BTM est génétiquement éloignée
d’'un grand nombre d’accessions et n'est proche d’aucune accession alors que OST est
proche de trois accessions et n’est loin d’aucune. Les populations SHH et IGS, trés
éloignées géographiquement, elles sont singuliéres aussi du point de vue des distances
génétiques. De l'autre cété, MGH, qui est aussi géographiquement isolée, elle se retrouve
trés proche de KST. Finalement, des populations comme TAO et BTM qui sont dans le centre
de l'aire d’échantillonnage, sont assez différentes de leurs voisines.

Dans le dendrogramme obtenu grace a la méthode UPGMA a partir de la distance de
Nei (1978) nous pouvons remarquer en premier lieu que I'accession IGS, constituant le
cluster lll, elle se distingue génétiquement de toutes les autres accessions. Cette accession
est géographiquement isolée du reste des accessions analysées, c’est la seule, parmi les
15, a avoir été collectée dans la wilaya de Tamanrasset (limite sud de la zone de collecte).
Cette accession serait constituée d’un matériel génétique unique a cause d’'une part de sa
localisation géographique qui peut étre un obstacle a tout échanges de semences entre
les différents agriculteurs et d’autre part, 'adaptation de cette accession aux conditions
environnementales de sa région d’origine la différenciant, ainsi, des autres accessions.

Dans le deuxieéme cluster (ll), on peut voir que I'accession SHH (wilaya de Saida) est,
aprés IGS, la plus éloignée génétiquement des autres accessions. Cela serait d a son
éloignement géographique aussi. En effet, cette accession a été collectée a la limite nord de
la zone de collecte. La zone de collecte est trés large, par conséquent il existe un contraste
climatique trés prononcé entre le nord et le sud de cette zone induisant des différences
d’adaptations entre les populations de mais cultivées dans les différentes régions de la zone
de collecte. Selon Bogyo et al. (1990), le moyen le plus efficace pour capturer la diversité
geénétique est de collecter le germplasme dans des environnements contrastés.

Toujours dans le deuxiéme cluster (Il), les accessions OBC et MST présentent la plus
petite distance génétique, ce sont les accessions les plus proches génétiquement 'une de
l'autre. Elles constituent un méme et unique matériel génétique malgré leur appartenance
a deux régions différentes. D’un autre coté, nous observons que I'accession KST originaire
d’Adrar est génétiquement semblable a I'accession MGH originaire d’El oued Souf. Comme
nous pouvons le constater, ces deux régions sont trés éloignées géographiquement et la
probabilité d’'un éventuel échange de semence est trés mince, cela nous améne a penser
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que ces deux accessions pourraient avoir un ancétre commun. En outre, OST et KAL
attirent 'attention. Elles sont génétiquement identiques et ont été collectées dans deux
localités voisines donc il n'y a pas de doute sur le faite qu’elles proviennent d’un matériel
geénétiquement proche qui pourrait étre expliqué par un échange de semence entre les
fermiers des deux localités.

L'analyse plus détaillée des clusters | et Il montreque les accessions originaires des
wilayas de Adrar et Bechar son trés proches génétiquement. Dans le premier cluster AAS
et BAB sont génétiquement identiques et il en est de méme pour BSA et LOM. Dans le
deuxieéme cluster (ll) les accessions OBC et MST le sont aussi. Ce résultat suggére un
échange possible de semences entre ces deux régions (proximité géographique). En outre,
ces deux régions sont situées sur un axe de caravanes reliant Adrar vers le Nord du Maroc
en passant par Bechar (et vis versa). Des échanges anciens de semences de mais auraient
été opérés ainsi entre ces régions.

La répartition des accessions dans les clusters Il et lll est, globalement, fonction de
I'origine des accessions. Ainsi, 5 accessions sur 8 dans le cluster Il ont été collectées dans
des localités voisines de la wilaya d’Adrar et IGS qui constitue le troisiéme cluster représente
a elle seule la wilaya de Tamanrasset. En effet, ce phénoméne a été observé par Beyene et
al. (2006) révélant que les distances génétiques entre les accessions confirment que les
accessions issues de différente zones agro-écologiques sont génétiquement plus éloignées
que celles originaires de la méme zone. Cependant la structure du cluster | n’est pas claire
dans le sens ou le regroupement des accessions au sein de ce cluster n’obéit pas a leur
répartition géographique.

Il ne faut pas oublier que nous n'avons étudié que 15 populations qui ne sont
pas trés variables du point de vue morphologique, selon les distances génétiques et le
dendrogramme, nous pourrions proposer I'existence de trois a sept groups de germplasme
de mais bien différentiés génétiquement. Si on ne considére que trois groups ceux-cCi
correspondraient aux groupes : du Nord, de I'extréme Sud et celui se trouvant entre les deux.
Aucune différence n’a été mise en évidence entre les accessions de I'Est et celles de 'Ouest.
Ceci indiquerait que la variabilité génétique observée chez le mais en Algérie obéirait plus a
un gradient de latitude que de longitude. Les hypothéses sur 'origine historique compatibles
avec ces résultats suggérerait que les introductions de mais en Algérie seraient faites a partir
du Nord (Espagne, Turquie ou France), de 'Ouest ou méme du Sud (Afrique subsaharienne
= mais d’origine portugaise).

Il faudrait approfondir I'étude sur les populations, surtout dans le Sud du pays pour
arriver a des conclusions définitives quant a I'histoire de son introduction et pour chercher
des alléles potentiellement favorables pour la tolérance aux stress.
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Les résultats de cette étude offrent une premiére estimation de la diversité génétique et
morphologique du mais en Algérie. La caractérisation morphologique préliminaire a permis
de constater que la majorité des populations de mais dans notre pays ont un grain de
type lisse et des épis de forme conique. Par ailleurs, ces populations ont montré un certain
polymorphisme de couleur du grain. Néanmoins, 'ACP a révélé que ces trois descripteurs
qualitatifs n’ont été discriminants que pour 50 % des accessions et aucune corrélation
significative entre les trois descripteurs n’a été enregistrée.

En outre, nous avons mis en évidence trois groupes morphologiques ne correspondant,
généralement pas a la répartition géographique des accessions. Le groupe 1 constitué
des accessions ayant des grains en ségrégations de couleurs, le groupe 2 regroupant les
accessions ayant des épis de forme cylindrique et le groupe 3 subdivisé en trois sous
groupes regroupant les accessions de couleur de grain orange, celles dont les grains sont
de couleur jaune et enfin celles dont les grains ont une couleur jaune/orange.

La quantification des ADNs a permis de différentier les accessions du sud de la zone
de collecte de celles du nord. Il a clairement été mis en évidence que les accessions du Sud
de I'aire de collecte fournissaient de jeunes semis de petite taille reflétant ainsi les faibles
quantités d’ADN obtenues pour celles-ci.

L'analyse de la diversité génétique par les 18 marqueurs SSRs a permis de mettre en
exergue une grande variabilité génétique au sein de notre collection. Cette étude nous a
permis de distinguer les accessions MGH et KST qui présentent la diversité génétique la
plus faible et GOL et LOM qui sont caractérisées par une trés grande diversité génétique
compareées autres accessions. Ces deux derniéres constituent un trés bon matériel pour
entamer un programme d’amélioration du mais dans notre pays. Le petit nombre d’alléles
privés (8) retrouvés dans notre collection prouve que la culture du mais est assez ancienne
dans le Sud de I'Algérie, assez longtemps dailleurs pour que la plante s’adapte a des
pressions sélectives diverses (anthropique et environnementale). Ceci peut également étre
expliqué aussi par une étroite base génétique.

Concernant la structure génétique des accessions, il a été possible de révéler la
déviation de la majorité des accessions de I'équilibre de Hardy- Weinberg notamment KST
qui s’en éloigne excessivement. Il a été, également, possible de décomposer la variabilité
génétique dans notre collection, cette variabilité est principalement due a la diversité intra-
population avec un taux de 69,1 %, la diversité inter-population y participe avec un taux
30,9 %.

Les distances génétiques ont par ailleurs, permis de mettre en évidence un lien entre
les accessions de la wilaya d’Adrar et celles de la wilaya de Bechar et que IGS détient un
pool génétique a part. Les nombreuses similarités génétiques enregistrées entre certaines
accessions confirment bien le fait que la diversité inter-accession ne participe qu’avec 30,9
% dans la diversité totale.

Les marqueurs microsatellites utilisés ont permis aussi de faire une bonne estimation
de la diversité génétique a travers les 15 accessions représentant les mais ancestraux
cultivés dans le Sud du pays. Les résultats obtenus sont prometteurs, vu le bon niveau
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de diversité génétique enregistré avec les 15 accessions mais ils sont loin de représenter
toute la diversité du mais cultivé dans nos régions du Sud. Qu’en serait-il si la totalité des
accessions collectées avaient toutes été analysées?

Nous préconisons de poursuivre la caractérisation génétique du reste des accessions,
mais aussi d’élargir la prospection et la collecte a bien d’autres régions non prospectées
a ce jour. Par ailleurs, la caractérisation morphologique de nos mais doit étre également
entreprise en se basant sur les descripteurs en vigueur élaborés par le CIMMYT. Il ne faut
pas non plus perdre de vue I'objectif principal a moyen terme, celui de constituer une « core
collection » seule garante de la pérennité de la diversité retrouvée. Celle-ci fournira aussi
le matériel de base pour les futurs programmes de création variétale.
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ANNEXES

Annexe 1

AAS BAB BSA BTM SHH LOM OBC MST TAO GOL  IGS 05T MGH EKAL EKEST
N '¥em  Vew Vew Vaw Van  Van  Vaw  Vao Vaw Van  Vaw Vaw Vaw Vao  Vanm
1| 99 524 1854 5447 4722 2WE 40 256 864 2S5 1B 0 TEE 264 2432
2 | 4475 19p 2454 7914 112E 2845 148 S2@ 3552 440 848 784 £M4 184 154
3 |4m2 sS04 3086 44 68 312 1&g 48 72 1E2 TAE 624 1ME 9B 1153
4 | 1854 132 1%2 42 EMW2 3IV2  9EE  I1:m™2 1mE 3IA2 432 52 o904 20 80
3 2] B9a 264 3% 330 250/ eME 4752 SUE4 ZmE 4832 260 2528 58 152
6| 111 1wz 0 vz S8l 3102 102 1344 219 280, 1895 496 T 272 1753
7| 786 306 72 3eEA4 STS4 2mpE 352 B24 LME 2872, 1ME S6%  S6lp mE4 344
g | 1372 llag 582 4014 534 4174 428 2158 992 5352 Slap A52 il S04 392
o |60 82 7z 111 165 Tm2 184 1752 2% 1512 1464 0 24 TEE BE
10| 282 1892 434 147 2604 3576 1595 664 3135 2495 1808 124 300 304 1544
11| 1182 1828 12 &304 792 2322 3888 1775 434 384 1455 24 4mE 672 1458
12| 3s035 282 u] 48288 404 2ed  BIPZ 105p  Z4B8R S4a 1A 472 1734 44 2a4d
13| 1554 204 162 8LE 273 23F 35 1B 336 3192 4M4 s24 1672 16% 143
14| 282 54 126 44lp 1458 435 3ME 24 3m2 3W 42F 1M 856 - 48
15| 1445 114 1554 4305 4%4 2915 184 1192 1488 4 4632 2128 - - 4lE
16| 1884 144 0 3|2 24E 2W IWE 0 3WE IW2 4T 352 - - BlE

Tableau 1: le volume d'eau distillée (V) en ul a ajouter a chaque échantillon d’ADN pour
l'obtention de la concentration de 50 ng/ul pour les 15 populations analysées a la MBG

100



ANNEXES

Aocecdme A4Z BAE O BSA PBTM ¢ EHH | LOM OEC MET TAO | 0OL . IGE  OST @ MGH EAL EST

hdiride I ! | i
1 B0 338 o0f lBdd 1o 2l oW 114 266 Y14 E12 44 1272 1la oa®
a 1542 712 262 2682 420 032 420 182 938 11A0 262 Me 173 94 ]
3 1664 218 153 1633 2080 1090 452 170 230 38R 232 206 363 2933R
4 63 S04 Y04 2190 2@ 11M 200 A0% 434 Q¥R 152 1800 TG 100 250
5 270 282 138 13m0 11a0 902 lae 123 898G vo2 12 y00 632 180 83
& 420 24 43 23M 19M0 1034 255 3EG 0 S90 vAD 534 1v4 1900 11 48%
7 312 152 T4 1am 19eR 1032 930 256 313 'R 512 192 14 266 134
2 576 436 244 1383 1900 1442 1100 S84 29@ 43 214 208 400 126 143
9 252 08 T4 420 o000 BM 400 432 GB0 3IvE 416 26 Ted M2 T2
10 744 614 1408 4070 913 1242 444 216 934 6T 502 306 200 126 434
11 444 592 404 2218 2414 22 V2 404 1116 D02 414 1100 127 218 414
12 1262 144 283 1612 1648 933 2043 314 472 o4 3 163 484 180 114
1z s 118 00 21X fe0 222 934 a0 134 848 1236 206 403 o3 312
14 o6 it D2 15% A3 150 10l 110 838 8A0 1lM 3100 2dd - 1ra
15 532 23 563 1552 15T 104 394 3480 422 40 120@ 582 - - 154
16 a7E o5 3 12¢  van DE0 894 E4 74 1048 120 13E - - 204

Tableau 2: Concentrations en ADN génomique pur (ng/ul) pour chacun
des 15 individus de chacune des 15 accessions traitées au niveau de la MBG.

TBN ILT TER IGR EKHL CHM TGN LAH FET
N I I I I I I I I I
T| 0211 0354 0052 0118 0,031 0,264 0,118 0,094 0,118
2| 0205 0308 0,083 0120 0,088 0,198 0,219 0,228 0,147
3| 0162 0134 0,044 0083 0,062 0,038 0,216 0,183 0,107
4| 0223 0187 0032 0,046 0,187 0,108 0,099 0,107 0,098
5| 0104 0216 0,238 0028 0,104 0,145 0,057 0,100 0,399
6| 0286 0137 0,068 0,007 0,083 0,104 0,286 0,215 0,101
7| 0191 0087 0,111 0,134 0,144 0,194 0,118 0,115 0,087
8| 0166 0037 0,262 0164 0,209 0,122 0,107 0,140 0,027
0| 0162 0041 0,158 0116 0,077 0,078 0,201 0,075 0,099
10| 0,282 0,150 0,088 o028 0118 0,106 0,119 0,121 0,064
11| 0,156 0086 0,044 0068 0,115 0,102 0,152 0,109 0,113
120,275 0031 0,093 0,207 0,150 0,085 0,167 0,056 0,109
13| 0,127 0,147 0081 0082 0,104 0,044 0,085 0,052 0,055
14 | 0,152 0058 0210 0186 0,226 0,078 0,138 0,134 0,077
15| 0,194 0051 0316 0,127 0,155 0,029 0,140 0,096 0,092

Tableau 3 : Les DO obtenues pour les 15
graines des 9 populations analysées au LRGB
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B essiome ) : . . | : ' .
TEH LT TER IGR EHL CHM THH LAH FEZ
ndividus . . | ; . .
1 3165 5310 5 177 0 4635 3060 174 0 1410 177 0
2 INTS 0 4635 124 5 1200 1320 207 10 3285 420 2205
3 430 2010 66 0 1245 93 0 570 3240 2745 1605
4 3345 2805 45 69 0 2805 1620 148 5 1605 1470
5 1560 320 3680 42 156 0 21175 855 1500 5085
& 4200 2055 102 0 10,5 124 5 1560 4290 3225 151,5
7 2865 1305 1665 2010 2190 910 177 0 172,5 130,5
g 490 555 3950 2460 3135 1830 1605 2100 40,5
5 M3I0 615 340 174 0 1155 1170 3015 112,5 1485
10 #2330 2250 1320 435 177 0 1590 178 5 1515 86 0
11 2340 080 66 0 1020 172,5 1530 2280 1635 1695
12 4125 465 1395 310, 2250 1245 2505 g4 0 1635
13 05 2305 1215 123 0 156 0 66 0 1275 50 825
14 280 81 3150 2790 3390 1170 2070 2010 1155
15 W10 765 47410 1905 2325 435 2100 144 138 0
Tableau 4: Concentration en ADN génomique (ng/ul) pour chacun
des individus de chacune des 9 accessions traitées au niveau du LRGB
TBN ILT TER ICR KHL GHM TGN LAH FEZ
N W W W W W W i ki W
1 70,05 1443 0 32,1 0 103,2 7,2 273 38,1
2 | 77,25 12405 7,45 ] 246 74,1 23,55 276 51,15
2 | 570 453 43 22,35 12,9 2,1 3,2 67,35 33,15
4 |30 60,15 0 57 69,15 336 20,55 33,15 29,1
5 |38 22,2 05 67 i 31,8 50,25 10,65 0 164,55
6 113,7 46,65 15,6 i 22,35 313 113,7 21,75 30,45
T | 2365 2415 34,05 453 50,7 72,3 38,1 36,75 24,15
8 |97 1,65 103,35 523 70,05 0.9 33,15 48 0
9 |79 3,45 552 272 1065 20,1 75,45 12,75 20,55
10 | 111,89 525 24,6 i 38,1 32,7 38,55 0,45 12,8
11 | 352 14,7 43 15,6 36,75 0,9 534 34,05 35,35
12 | 10875 0 26,25 78,15 52,5 22,35 60,15 10,2 34,05
12 | 42,15 51,15 21,45 219 31,8 4.3 23,25 2,4 9,75
14 | 534 11,1 70,5 62,7 26,7 20,1 47,1 453 1963
15 | 72,3 7,05 127,2 42,15 54,75 i 48 28,2 26,4
Tableau 5: Le volume d'eau distillée en ul a ajouter a chaque
échantillon d’ADN pour l'obtention de la concentration de 50 ng/ul
Annexe 2
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n F A A H, H, f
DI AAS 15,437 0,875 3000 5,285 0,395 0,409 T00A
DI-BSA 15,875 0,937 3,250 3,400 0,430 0,406 0,057
DE-EAR 15,562 0,750 2,500 3,000 0,415 0,389 0,062
DE-BTM 15,657 0,875 3,000 5,285 0,455 0,427 0,083
DE-SHH 15,500 0,812 2,125 2,384 0,343 0,333 0,028
DE-LOM 15,250 0,875 3,187 3,500 0,513 0,586 0,148
DE-0BC 15,760 0,846 2,384 2636 0,349 0,333 0,045
DEMST 15,461 0,923 3,076 3,250 0,384 0,393 0,025
DE-TAD 15,571 0,857 2,928 3,250 0,348 0,465 0,361
DE-GOL 15,714 0,928 4,142 4,384 0,521 0,556 0,108
DEICS 15,214 0,928 2,714 2,546 0,378 0,363 0,037
DE-0ST 14,5928 0,785 2,714 3,181 0,421 0,445 0,059
DE-MEH 13,665 0,600 1,566 2,444 0,265 0,222 0,165
DE-KAL 12,568 0,200 2666 3,083 0,297 0,308 0,058
DE-KST 15,500 0,666 2,733 3,600 0,337 0,227 0,332
Moyenne 15,207 0,830 2,517 3,168 0,397 0,391 0,014

Tableau 5 : Diversité génétique pour les 15 populations

locales de mais analysées par 16 marqueurs microsatellites.

(n) nombre d'individus génotypés par accession, (P) proportion de loci polymorphiques,
(A) nombre d'alléles par locus, (Ap) nombre d'alléles par locus polymorphiques, (Hg)

hétérozygotie espérée, (Hgy) Hétérozygotie observee et (f) le coefficient de consanguinité
intra-accessions.
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n P A A H, H, F
philZ? 229 I 3 3 0,309 0,207 0,323
phil3s 139 1 9 g 0,710 0,446 0,373
phit2? 231 1 4 4 0,381 0,311 0,183
phidse 224 1 & & 0,714 0,473 0,338

ume 1222 231 1 g g 0,765 0,458 0,401

ume 1403 235 i 1 - 0,000 0,000 0,000

ume1165 233 1 5 5 0,632 0,420 0,335

umc 1265 228 1 5 5 0,715 0,543 0,239

hnlgl520 229 1 g & 0,476 0,414 0,129

ume 1329 234 1 3 3 0,294 0,269 0,086

ume 1225 210 1 9 g 0,556 0,366 0,341

ume 1424 228 1 7 7 0,651 0,451 0,307

ume 1545 228 1 g & 0,736 0,447 0,393

ume 1327 229 1 7 7 0,795 0,515 0,352

ume 1335 189 1 8 & 0,782 0,518 0,337

ume 1963 o4 1 4 4 0,627 0,585 0,067

Moyerme 211,05 0,93 568 g 0,571 0,402 0,297

Tableau 6: La diversité génétique des 16 loci microsatellites
analysés dans les 15 populations locales de mais.

(n) nombre d'individus génotypés par locus de microsatellite, (P) proportion de
loci polymorphiques, (A) nombre d'alléles par locus, (Ap) nombre d'alleles par locus

polymorphiques, (Hg) hétérozygotie espéree, (Hgy) Heétérozygotie observée et (F) le
coefficient globale de consanguinité.

Annexe 3 Positions chromosomique des 18
marqueurs microsatellites utilisés
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Figure 4: Positions chromosomiques des 18 marqueurs microsatellites.
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1 2 3 4 8B B 7B B 10 1 2 3 4 5 8 7 B 8 1o 12 3 4 % B 7 B O 10
umc]l 265 umcl 32T umcl 320

I 2 3 4B B 7 B B 18 1 2 3 4 % & 7 8 8 10 10 3 4 8% & F B 9 10
umcl 335 umcl403 umcl 424

1 2 3 4 B B 7 B B IO i@ 3 4 % & F 8 8 W 12 3 4 % B 7 B O 16
umcl s umcl 963 umc] 984

Figure 5: Positions chromosomiques des 18 marqueurs microsatellites (suite).

Annexe 4
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Figure 2 : Thermocycleurs utilisés a la MBG

Figure 3 : Dispositif de la chambre noire
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Figure 4 : Cuve électrophorétique utilisée a la MBG
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Figure 5 : Marqueur de poids moléculaires
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Figure 6 : Spectrophotomeétre du LRGB
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