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Glossaire
ADN Acide DésoxyriboNucléique
AFC Analyse Factorielle des Correspondances
CTIFL Centre Technique Interprofessionnel des Fruits et Légumes
DGAP Département de Génétique et d’ Amélioration des Plantes
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PPV Plum Pox Virus
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SNES Station Nationale d’Essais de Semences
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SOC Service Officiel de Contrdle et de Certification
SSR Single Sequence Repeats
UPOV Union internationale pour la Protection des Obtentions Végétales



Table des matiéres

L INErOAUCEHION..ccceeeiiiniiiintiiiiniicinnecsteecsneecssnecssstessssescssssesssssssssssessssssssssssssssssssssssessssssnasses 4
2.Présentation des structures d’acCUeil.......ccceevverienvueiisvricssercssnicsseniccsssssnnneenccsssssnnseeesees 5
2.1 Présentation de BIOGEVES...........ccccuiiiiiiiieeeciee et 5
2.2 Présentation de ['unité GAFL de I'INRA d'"AVIGNON..............ccccceveeiiiiiiaiiiiieeeeieee, 6
3.Syntheése bibliographique..........eciceicveiiciiirniicnissnniecssssnnicssssssssssssssssscsssssssssssssssssssssssssssssns 6
3L L ADFICOUIOT ...ttt a e e e e e e e e 6
3.1.1 Taxonomie et biologie de I'ESPECE.....cc.uirrieriiieiieiieciieiie ettt e e ebaee e 6

3.1.2 Origine et diversit€ de I'ESPECE.....ccciuuiiiiiiieeiiiecie ettt e et e e e e e sreeeeeenens 7

3.1.3 IMPOTtance ECONOMIQUE. ... .ccvierureerierereereerieeeteersreeseessaeeseessseeseesssesseessseesseessseesseessseenns 8

3.1.4 Objectifs de la s€lection Vari€tale............ccovveieiiieiiiieeiie e e e e e e e 9

3.2 Diversité et SIrUCHUTE GENELIQUE..............c...cccueiiieiiiiiiiieiie ettt 10
3.2.1 Utilisation de marqueurs microSatellites..........ocoueriiiriiiiiienieeiieieeeee e 10
3.2.1.1 DEfinition et apPliCAtIONS. .....c.eeeeeuieeerieeeieeeeieeeetee et e e te e et e e e e e e ereeesarraeeeeeenesseeas 10

3.2.1.2 Identification et développement de microsatellites chez les Prunus............c.cc...... 11

3.2.1.3 Synténie et transférabilité des microsatellites au sein du genre Prunus.................... 11

3.2.2 Inférence de la structure gENEtIQUE..........covvieriieriiieiiieeieeieeeie ettt e seeeereeeerreeesnaeaens 11
NN B D 1< 13115103 o USSP 11

3.2.2.2 Influence du mode de reprodUCtiON. .........ccueeeuieerieeriieeiiierie ettt ere e 12

3.2.2.3 Applications de la structure g€nétiqUe..........c.ceevveeeiiieeiireeiieeeiieeeree e e e e 12

4. Matériels et MELNOAES.......ccuueeieveriinneiiiniiiinricnnticsnticsnetesssstesssetesssnecsssssssssssssssssssssseees 13
4.1 MALEriel VEGOLAL..............cccuooveeeiiiiieeiie et e 13
4.2 Extraction et amplification de I’ADN................cccccccooeeiiiieaiiieeiieeeiiee e 15
4.3 Analyse des produits de PCR..............cccccoouieeiiiieiiie ettt 20
4.4 Analyses statistiques des dONNEES.....................cccevuiieeeeiiieeeiirieeeeeciieeeeeieee e 20
4.4.1 Harmonisation des dONNEES...........coueruiriiriiriiniieieeieriteteete ettt sttt e s e 20

4.4.2 Parametres de diversité ZENEtIQUE.......cuuereriieeriieeiiieeiieeeiteeeteeeeree et eesteeesaeeeseeeeeeneeas 21

4.4.3 Analyse factorielle des correSpondances..............cocueeuierieeiiienieniieenie et 22

4.4.4 Analyse Bayésienne de regroUPCIMENT.........eeeruveeeruieeriuieeriiieeniieenreeenieeenteeeseaeeeesenaneeeens 22
S5.Résultats et diSCUSSION.....cccevvuiiirririsseiissnicssnicssnticssnticssssicssssnessssnssssssssssssssssssssssssessssssses 22
5.1 Analyse de la diversité 0DSEIrVEe...............ccccoumiiiiiiiiiiiiiiiiiiee et 22
5.1.1 Diversité allélique des accessions patrimoniales et issues de prospections...................... 22

5.1.2 Diversité allélique des accessions issues d'amélioration génétique..........cccceeeeveeruveennnnen.. 24

5.1.3 Comparaison entre diversité patrimoniale et diversité hybride, et comparaison avec une

CHUAE ANTETICULE. .....eveeiieitieiteett ettt et ettt ettt b et e et sb e e bt esteeb e e bt eatesbeenbeeatesateenateenas 26

5.1.4 Diversité allélique patrimoniale intra et inter groupes géographiques.............cccuvveeeeennes 27

5.1.5 Pertinence des marqueurs utilisés et positionnement dans le génome................ceeueennee. 29

5.1.6 DIVETSIEE VATTETALC. ... .eiutiiiiiiiieiiieteee ettt et e e s 32

5.2 Structure phylogéographique des accessions patrimoniales.................c.ccccocceueann.... 33
5.2.1 Analyses factorielles des cOrreSpoONdances ...........ccoceerveeriienieeniienieeiieeieeiee e 33
5.2.1.1 AFC concernant les accessions patrimoniales............cceeveveeeiieeniiieeeeescieeee e e 33

5.2.1.2 Comparaison avec les accessions issues d'ameélioration.............cceceevveenveenieenneenne 33

5.2.2 Analyse Bayésienne de regroupement...........c.eeerveeerieeesureesiuieesireeesreeesseeesseessssseeeeennnes 38

L 010 11U LT 1) | OO 45
T BIDIOZIaAPRIC...cuuuueeeeririiiiiiiiirnnnitiiecisissssnnnnneccssssssssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 46
7.1 Liste DibliOGUAPRIGUE..................cc.ooeeeiiiiieiiiiie e 46

7.2 LiSte SItOQVAPRIGUE. ...............cooceeeaiiieeee et e e 53



1.Introduction

L’abricotier commun (Prunus armeniaca L.) appartient au genre Prunus L. de la famille des
Rosaceae. Prunus armeniaca est une espece diploide qui posséde 8 paires de chromosomes (2n=16).
Elle est originaire de Chine, ou elle est cultivée depuis 2000 ans, et a été¢ introduite autour du bassin
méditerranéen vers le premier siecle avant J.C, par 'intermédiaire de I’Iran et de I’Arménie.
Aujourd’hui, le Bassin Méditerranéen représente plus de 50 % de la production mondiale d’abricots.
La domestication de 1’abricotier s’est accompagnée d’une réduction de la diversité génétique de
I’espece, selon un gradient Est-Ouest. Aprés une longue période caractérisée par la seule valorisation
des ressources génétiques locales, dans les années 1970 ont été engagés des programmes
d’amélioration qui ont permis de développer de nouvelles variétés. Ces programmes se sont
intensifiés au cours des 20 derniéres années et aboutissent a des flux variétaux de I’ordre de 20
variétés par an, posant par 1a méme la question de leur identification.

L’analyse de la structuration phylogéographique de I’abricotier a ét¢ étudiée a 1’échelle du Bassin
Meéditerranéen (Hagen et al. 2002, Khadari et al., 2006, Bourguiba et al., 2010, Bourguiba et al.,
2012a,b). Elle fait apparaitre une véritable structure phylogéographique organisée en 3 phylums
fortement ancrée sur 1’origine géographique des accessions. Cette analyse restait malheureusement
circonscrite au Bassin méditerranéen au sens large et demandait a étre complétée par I’incorporation
d’accessions en provenance d’ Amérique, d’Europe continentale, d’Asie centrale et d’Asie de I’Est.

Dans le présent travail, nous nous proposons, en utilisant des profils de marqueurs
microsatellites cartographiés sur la carte de référence des Prunus :

* de génotyper les principales variétés cultivées dans une logique de caractérisation variétale et
d’en étudier les limites.

* d’examiner la structure génétique de 1’espéce abricotier sur une base géographique et
génétique large par le moyen d'analyses Bayésiennes de regroupement. Il s'agit plus
particulierement d’examiner la structuration de la diversité des ressources patrimoniales de
I’espece et d'évaluer les conséquences associées :

o sur le maintien de la diversité
o sur la caractérisation des accessions
o sur la conduite des programmes d'innovation variétale.

Afin de répondre a ces objectifs, nous présenterons tout d'abord les structures d'accueil, puis une
synthése bibliographique rendant compte des connaissances sur le sujet. Par la suite, nous
détaillerons les matériels et méthodes utilisées, et nous présenterons les résultats obtenus
accompagnés d'une discussion.



2.Présentation des structures d’accueil

Ce stage présente la particularit¢ de s'étre déroulé en deux temps sur deux structures
différentes. Les expérimentations ont été réalisées au laboratoire BioGEVES, situé sur le domaine du
Magneraud du centre INRA Poitou-Charentes (Surgeres, Charente-Maritime). L’analyse des données
s’est déroulée au sein de I'unité Génétique et Amélioration des Fruits et Légumes (GAFL) de
I’Institut National de la Recherche Agronomique (INRA), sur le domaine Saint Maurice du centre
INRA Provence-Alpes-Cote d’ Azur (Avignon, Vaucluse).

2.1 Présentation de BioGEVES

BioGEVES, présent sur deux sites au niveau national (Surgéres et Beaucouzg), constitue le
laboratoire de marquage génétique et de biochimie du Groupe d’Etude et de Controle des Variétés et
des Semences (GEVES). Le GEVES est un groupement d’intérét public (GIP) dont les
administrateurs sont 'INRA, le Groupement National Interprofessionnel des Semences (GNIS) et le
ministére en charge de I’agriculture. Le GEVES a pour mission officielle de mener les études
nécessaires a :

* L'inscription des variétés végétales nouvelles au catalogue officiel
* La protection juridique du droit des obtenteurs

* La certification des semences avant leur commercialisation, dans le cas des espéces
soumises a une certification réglementaire

Le laboratoire BioGEVES a entre autres pour mission de réaliser des analyses moléculaires et
biochimiques sur les variétés et les semences. Plus précisément, il est chargé de :

* Caractériser des variétés

* Controler I’identité, la pureté variétale

* Controler la présence de génes de résistance

+ Evaluer des caractéres technologiques

* Détecter des séquences spécifiques (OGM, pathogeénes, genes d’intérét)

Les analyses réalisées sont destinées principalement au Secteur d’Etude des Variétés (SEV) et a la
Station Nationale d’Essais de Semences (SNES), dans le cadre des missions globales du GEVES.
Les autres destinataires sont le Service Officiel de Controle et de Certification (SOC), la Direction
Générale de 1’Alimentation (DGAL), des cabinets d’expertise et les acteurs de la filiere
(coopératives, entreprises semencieres. .. ).



2.2 Présentation de l'unité GAFL de I'INRA d'Avignon

L’INRA est un établissement public a caractere scientifique et technologique, sous la double
tutelle des ministeres de 1’ Agriculture et de la Recherche. Le département Biologie et Amélioration
des Plantes (BAP) - anciennement Département de Génétique et d’ Amélioration des Plantes (DGAP)
- est constitué de 40 unités couvrant I’ensemble du territoire. Parmi elles figurent des unités de
recherche, des unités expérimentales, disposant de réseaux d’expérimentation de plein champs, et des
plates-formes technologiques.

L’unité de recherche Génétique et Amélioration des Fruits et Légumes (GAFL) de Montfavet
travaille sur des espéces maraicheres et fruitieres : aubergine, laitue, melon, piment, pomme de terre,
tomate, péche, abricot et leurs porte-greffes. Les axes de recherche abordés sont la diversité
génétique, la résistance aux bioagresseurs et I’innovation variétale. L’unit¢ GAFL est constituée de
six équipes dont les missions et les especes ¢étudiées différent. L’équipe Génétique Intégrative et
Innovation chez les Prunus (G2IP) regroupe 1’ensemble des travaux de recherche et d’innovation
variétale sur le pécher, 1’abricotier et leurs porte-greffes. Cela permet d’intégrer les résultats des
programmes de recherches menés sur la qualité et les résistances aux bioagresseurs aux travaux
d'innovation variétale.

3.Synthése bibliographique
3.1 L’abricotier

3.1.1 Taxonomie et biologie de I'espéece

L’abricotier (Prunus armeniaca L.) appartient a la famille des Rosaceae, a la sous-famille des
Prunoideae, au genre Prunus L., au sous-genre Prunophora (Neck) Focke et a la section Armeniaca

(Lam.) Koch (Rehder, 1949).

Sous le terme générique « abricotier » on retrouve différentes especes (Rehder, 1940 ; Mehlenbacher
et al, 1991): Prunus sibirica L. (abricotier de Sibérie), Prunus mume Sieb. et Zucc. (abricotier
japonais), Prunus brigantiaca Vill. (prunier des Alpes), Prunus holosericea Batal. (abricotier
tibétain), Prunus mandshurica (Maxim.) Koehne (abricotier de Mandchourie), et Prunus dasycarpa
Ehr. (abricotier noir).

L’abricotier est une espece diploide comportant huit paires de chromosomes (2n = 16)
(Hormaza, 2002 ) et un génome de petite taille (294 Mbp/n) (Arumugatnathan et Earle, 1991),
fortement synténique avec le génome du pécher aujourd’hui séquencé (Cipriani et al, 1999 ;
Direlewanger et al., 2002 ; Dondini et al., 2007), elle est toutefois beaucoup plus hétérozygote.

Espéce adaptée aux climats tempérés, elle est présente dans des régions tres différentes, des oasis
sahariennes aux grands lacs canadiens, ce qui traduit un potentiel adaptatif particulierement large, et
des besoins en froid treés variés (forts en Europe centrale et au Canada, particuliérement faibles dans
les pays du Maghreb). Les variétés traditionnellement cultivées présentent généralement une aire
d'adaptation pédoclimatique tres limitée (Lichou et Jay, 2012 ; Bourguiba, 2012 ; Bourguiba et al.,
2012a,b).



Espéce forestiere en Chine, dans certaines régions d’Asie centrale, voire dans les oasis du Maghreb,
ou elle sert d’ombrage, c’est aussi une espéce ornementale au Japon et en Chine. Elle est cultivée
pour ses fruits et pour ses noyaux en Asie centrale, elle ne devient un fruit de dessert qu’au niveau du
bassin méditerranéen et dans les pays occidentaux.

Son régime de multiplication dépend des régions et des objectifs, il a longtemps reposé sur le semis,
d’autant que la multiplication végétative par bouture est particulierement difficile et le greffage
compliqué par la présence de fortes teneurs en polyphénols. Dans les vergers modernes la
multiplication se fait principalement par greffage, ce qui permet notamment une conservation des
caracteres entre les générations et 1’établissement de vergers homogeénes. Les porte-greffes utilisés
sont principalement des abricotiers, de péchers et des pruniers (Bourguiba, 2012).

3.1.2 Origine et diversité de ’espece

Prunus armeniaca est probablement originaire de Chine, ou I’on trouve des foréts sauvages
d’abricotiers (Bailey et Hough, 1975; Faust et al, 1998). Vavilov (1992) a décrit trois centres
d’origine de 1’abricotier cultivé : la Chine (incluant le Tibet), 1’Asie centrale et le Proche-Orient
(pays du Caucase, Iran, Turquie). L’espece aurait ¢ét¢ disséminée depuis la Chine vers le Moyen-
Orient en suivant la route de la soie (Vavilov, 1951). L’introduction de 1’abricotier en Europe aurait
suivie deux itinéraires historiques différents (Mehlenbacher et al., 1991 ; Faust et al., 1998). Le plus
ancien a été suivi par les Arabes vers I’an 1000, de la zone Irano-Caucasienne au nord de I’ Afrique
d’ou il a rejoint le sud de I’Europe. Le plus récent, 440 ans plus tard, commence en Asie Centrale
pour arriver en Europe de I’Est (notamment en Hongrie) puis en Europe occidentale.

Les variétés d’abricotier peuvent étre classées en plusieurs groupes éco-géographiques, qui
différent selon les auteurs. Kostina (1969) en a identifiés quatre : groupe d’Asie Centrale, groupe
Irano-Caucasien, groupe Européen et groupe Dzungar-Zailij. Deux groupes ont été ajoutés a cette
classification par Layne et al. (1996), il s’agit des groupes de Chine du Nord et de Chine de I’Est.

Le groupe d’Asie Centrale est le plus ancien et le plus diversifié, il comporte des variétés auto-
incompatibles pour la plupart. Le groupe Dzungar-Zailij comporte principalement des variétés a
petits fruits (Mehlenbacher et al., 1991; Layne et al., 1996; Faust et al., 1998), originaires de régions
du Kazakhstan et de Chine. Le groupe Irano-Caucasien comporte majoritairement des variétés auto-
incompatibles avec des besoins en froid peu importants originaires des pays du Caucase, d’Iran,
d’Irak, d’Afrique du Nord, et pour certaines d’Europe du Sud (Hormaza, 2002). Le groupe Européen
est le plus récent et le moins diversifié, il comporte principalement des variétés auto-compatibles
(Hormaza, 2002 ; Romero et al., 2003).

Les variétés d’abricotier ainsi classées présentent un gradient décroissant de diversité génétique au
sein du Bassin Méditerranéen partant de I’Est (Turquie-Iran) pour se diriger vers le Sud-Ouest
(Maroc) (Hagen et al., 2002). Les récents travaux conduits par Bourguiba et al. (2012b) ont ainsi
permis d’estimer a 45% la perte de variabilité allélique sur ce gradient étudié au sein des variétés
patrimoniales. Ils ont aussi permis de différentier 3 groupes phylogéographiques en dehors de la zone
de diversification irano-caucasienne, correspondant a un phylum Central Européen, un phylum Sud
Méditerranéen et un phylum transversal caractérisé par une adaptabilité large mais des qualités
organoleptiques limitées.



3.1.3 Importance économique

L’abricotier est une espece fruitiere cultivée dans le monde entier. L’abricot est le troisieme
fruit @ noyau le plus produit, aprés la péche et la prune (Bourguiba, 2012), avec une production
mondiale de 1’ordre de 3.6 millions de tonnes. Parmi I’ensemble des fruits tempérés, il représente la
septieme production mondiale (Lichou et Jay, 2012).

La majorité¢ de la production est assurée par un petit nombre de pays. Ainsi, les 15 premiers pays
producteurs représentent 80 % de la production (Tableaul). Le bassin méditerranéen est une zone
fortement productrice, avec prés de la moiti¢ de la production mondiale, grace a des pays comme la
Turquie (premier pays producteur, 17 % de la production mondiale), I’Italie, I’ Algérie, la France, le
Maroc ou I’Egypte.

Tableau 1 : Les principaux pays producteurs d’abricot (en tonnes, moyenne 2008-2010). En gras, les pays du
bassin méditerranéen. (source FAOSTAT, 2010)

Pays Production
Turquie 640690
Iran 419716
Ouzbékistan 294000
ltalie 224502
Pakistan 217291
Algérie 204972
France 164975
Maroc 126404
Japon 109533
Egypte 103949
Syrie 97838
Espagne 93736
Chine 87566
Ukraine 79833
Gréce 72162
Etats-Unis 65532
Afghanistan 61152
Arménie 57134
Russie 56167
Afrique du Sud 50721




L'innovation variétale s'est dynamisée de manicére importante depuis une vingtaine d'années. Ainsi,
en France, on est passé¢ de 14 nouvelles variétés inscrites au catalogue officiel durant la décennie
1980, a 31 durant la décennie 1990 et a 55 durant la décennie 2000 (Figure 1).

60
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Figure 1: Evolution du nombre de variétés inscrites au catalogue officiel francais

3.1.4 Objectifs de la sélection variétale

Traditionnellement, les variétés d’abricotier cultivées dans une région donnée sont peu
nombreuses et fortement spécifiques des conditions climatiques et écologiques (Layne et al., 1996 ;
Lichou et Jay, 2012). Ainsi la plupart des programmes de sélection en Europe étaient basés sur
I’utilisation de variétés locales (Audergon, 1995), qui présentent une base génétique étroite. Ils
visaient un ¢élargissement des gammes varictales.

Aujourd’hui, les programmes de sélection incorporent plus facilement des variétés issues d’autres
groupes éco-géographiques (Hagen et al., 2002). Cet ¢élargissement du matériel génétique utilisé doit
permettre de répondre a trois grands objectifs de sélection (Hormaza, 2002) : I’extension et la
diversification des gammes variétales, la régularité de production et la qualité¢ des fruits, et la
résistance aux stress biotiques.

A cet effet, les nouvelles variétés doivent avoir une adaptabilité plus large au milieu de culture,
caractérisée par une plus grande régularité de production et une productivité satisfaisante.

Elles doivent aussi présenter une moindre sensibilit¢ aux bio-agresseurs. Un focus existe
actuellement sur le virus de la sharka (plum pox virus, PPV), qui est largement répandu en Europe
et qui peut étre un facteur limitant de la culture (Vilanova et al, 2003). Le PPV, transmis
principalement par pucerons, est le virus le plus pénalisant affectant les productions de fruits a
noyaux en Europe. Il provoque des dégradations importantes au niveau des fruits, qui sont alors
invendables. L’éradication systématique des plants sources infectés n’a pas permis d’arréter la
propagation de la maladie. Pour résoudre ce probléme les programmes de sélection intégrent des
sources présentant une résistance a la sharka, pour la plupart originaires d’Amérique du Nord
(Vilanova et al, 2003). Les travaux sur la résistance portent aussi sur d’autres cibles comme le
déperissement bactérien, ou le monilia..



Un autre objectif majeur de sélection est I’amélioration des qualités gustatives du fruit. Les
programmes de sélection s’intéressent ainsi tout particulicrement au role joué par les acides et les
sucres dans 1’expression de la saveur du fruit (Lachkar et al., 2012), et a I’influence de 1’éthyléne sur
la vitesse de maturation des fruits.

Les travaux relatifs a la diversité génétique constituent une étape importante des programmes, en
amont de la sélection. Elles permettent d’améliorer 1’utilisation des nouveaux génotypes intégrés aux
programmes de sélection, et de définir des nouveaux croisements (Sanchez-Perez et al., 2005). La
diversité génétique au sein d’une espéce peut €tre analysée grace aux marqueurs moléculaires. Les
profils génétiques générés au cours d’études de ce type peuvent aussi €tre trés utiles aux programmes
de certification, pour identifier et protéger les nouvelles variétés produites.

3.2 Diversité et structure génétique

3.2.1 Utilisation de marqueurs microsatellites

3.2.1.1 Définition et applications
Les marqueurs moléculaires sont utilisés lors des études de diversité génétique car ils ne sont
pas modifiés par des variations environnementales, contrairement aux caractéres morphologiques
(Ricciardi et al., 2002). Les isozymes ont été¢ les premiers marqueurs moléculaires utilisés dans la
sélection variétale (Tanksley et Orton, 1983), notamment chez 1’abricotier (Badenes et al., 1996).
Les marqueurs moléculaires basés sur ’ADN sont aujourd’hui davantage utilisés car ils permettent
d’étudier tout le génome, régions codantes comme régions non codantes, et donc révelent un plus
grand polymorphisme (Hormaza, 2002).

Parmi les marqueurs basés sur I’ADN, la diversité génétique d’une espece peut étre étudiée par les
polymorphismes de longueur des fragments de restriction (RFLP), les polymorphismes de longueur
de fragments amplifiés (AFLP), les polymorphismes au niveau nucléotidique (SNP) ou les
répétitions de séquences simples non codantes (SSR ou microsatellites).

Les marqueurs microsatellites consistent en des séquences d’ADN longues de quelques nucléotides
(2 a 6 paires de bases) répétées plusieurs fois en tandem. Ils présentent un polymorphisme tres
important, qui repose sur la variation du nombre de motifs répétés constituant le microsatellite. Les
marqueurs SSR sont co-dominants, facilement amplifiables par PCR et sont répartis de maniere
homogene sur tout le génome (Powell et al., 1996).

Les marqueurs microsatellites ont différentes applications agronomiques. Ils sont utilis€és notamment
pour :

* L’établissement de I’empreinte génétique d’un individu ou d’une variété, en vue de son
inscription ou sa protection.

* L’¢valuation de la diversité génétique d'une espece ou d'un groupe variétal
* L’¢tablissement de la cartographie des génomes.

* La mise en évidence ou le suivi des génes impliqués dans 1I’expression de caracteres d’intérét
agronomique ou technologique.

* La sélection assistée par marqueurs (SAM).
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3.2.1.2 Identification et développement de microsatellites chez les Prunus
Les amorces PCR sont construites par reproduction des régions flanquantes des
microsatellites, qui sont spécifiques d’un locus donné.

Le premier isolement de marqueurs microsatellites chez les Prunus a été réalisé par Cipriani et al.
(1999) a partir de deux banques d'ADN génomique de pécher. Depuis, de nombreuses études ont
permis le développement de ce type de marqueurs chez I'ensemble des especes fruitieres importantes
du genre Prunus :

* le pécher (Testolin et al., 2000 ; Sosinski et al., 2000 ; Aranzana et al., 2002 ; Dirlewanger
et al., 2002 ; Yamamoto et al., 2002)

* l'amandier (Testolin et al., 2004 ; Mnejja et al., 2005 ; Joobeur et al., 2000)

* le cerisier (Downey et Iezzoni, 2000 ; Cantini et al., 2001 ; Clarke et Tobutt, 2003 ; Struss et
al., 2003 ; Vaughan et Russel, 2004) ;

* le prunier (Mnejja et al., 2004) ;

* l'abricotier (Lopes et al., 2002 ; Decroocq et al., 2003 ; Messina et al., 2004 ; Hagen et al.,
2004 ; Vilanova et al., 2006).

3.2.1.3 Synténie et transférabilité des microsatellites au sein du genre Prunus
La synténie se définit comme la conservation de 1’ordre des génes et des marqueurs entre les
cartographies ou séquences de génomes de plantes différentes (Morot-Gaudry et Briat, 2007).

Chez deux espéces présentant un niveau de synténie suffisamment élevé, il peut y avoir
transférabilit¢ des marqueurs microsatellites : les microsatellites isolés a partir du génome d’une
premiere espece conservent leur pouvoir d’amplification et présentent le méme polymorphisme chez
I’autre espece. De maniere générale, plus les espeéces sont proches, plus les microsatellites ont un
niveau de transférabilité élevé.

Au sein du genre Prunus, plusieurs études ont montré un niveau de transférabilité élevé de la plupart
des microsatellites isolés (Dirlewanger et al, 2002 ; Messina et al, 2004 ; Wiinsch, 2008). Ainsi de
nombreuses ¢études ont montré ’efficacit¢é de marqueurs microsatellites provenant du génome du
pécher pour étudier I’abricotier (Hormaza, 2002 ; Romero et al., 2003 ; Zhebentyayeva et al., 2003 ;
Maghuly et al., 2005 ; Sanchez-Perez et al., 2005 ; Dondini et al., 2007 ; Ruthner et al., 2006 ; He et
al., 2007 ; Bourguiba et al., 2010).

3.2.2 Inférence de la structure génétique

3.2.2.1 Définition
L’établissement de la structure génétique d’une population consiste a déterminer le nombre
de groupes génétiques différents au sein de cette population, les individus composant chacun de ces
groupes, et éventuellement les individus ayant des origines dans plusieurs groupes. Plusieurs
méthodes statistiques permettent d’effectuer les regroupements a partir de données génétiques,
comme [’Analyse Factorielle des Correspondances (AFC) ou [1’établissement d’arbres
phylogénétiques par 1’application d’algorithmes de type Neighbor-Joining (Saitou et Nei, 1987).
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Une autre approche plus récente consiste a supposer que les données génétiques peuvent étre
expliquées par un modele probabiliste de type Bayésien dont les paramétres sont inconnus. De
nombreuses méthodes actuelles sont basées sur le modele bayésien de regroupement, proposé pour la
premiere fois par Pritchard er al. (2000) et implémenté dans le programme STRUCTURE. Ce
programme permet d’estimer conjointement les fréquences alléliques au sein des différentes
populations et les coefficients d’appartenance des individus a chaque groupe (Jay, 2011).

3.2.2.2 Influence du mode de reproduction
L’abricotier présente a la fois des variétés auto-compatibles et auto-incompatibles, suivant le
groupe éco-géographique auxquelles elles appartiennent. Un mode de reproduction autogame a
tendance a fixer les caractéres d’une génération a 1’autre. Ainsi il y a une homogénéisation des
génomes au sein d’un groupe, et une augmentation de la différenciation génétique entre les groupes.
A T’inverse, un mode de reproduction allogame favorise les recombinaisons et donc a tendance a
diminuer les différences génétiques entre les groupes.

Chez les espéces présentant ces deux modes de reproduction, comme 1’abricotier, les proportions de
variétés autogames et allogames devraient étre un des facteurs déterminant la structure génétique
(Loveless et Hamrick, 1984).

3.2.2.3 Applications de la structure génétique
La génétique d’association est une méthode permettant d’identifier des génes qui contribuent
a la variation de caractéres. Elle nous intéresse tout particuliérement dans le cas de 1’abricotier du fait
de la diversité phénotypique observée. Elle consiste a chercher des associations statistiques entre les
variations du génotype et du phénotype, au sein de populations présentant une forte diversité. La
génétique d’association s’appuie sur le déséquilibre de liaison (DL), qui rend compte de 1’association
non aléatoire entre des alléles situés a des locus différents.

Le DL peut étre dii a une liaison physique entre les alléles concernés, mais également a des forces
évolutives liées a I’histoire de 1’espéce et qui influent directement sa structure : mutation, migration
et sélection (Rafalski et Morgante, 2004 ; Flint-Garcia et al., 2003). Pour pouvoir étre utilisé¢ en
cartographie, le DL doit étre di uniquement a une liaison physique, et ne doit pas dépendre de la
structure de population. C'est pourquoi les analyses sur la structure génétique d'une population sont
importantes en amont des études de DL.

L’¢tablissement de la structure génétique d’une population se fait souvent a partir d’effectifs
importants, afin que toute la diversité¢ de la population soit représentée. Or, 1’augmentation des
effectifs des collections entrainent des problémes de gestion de 1’espace. L’idée de réduire les
effectifs tout en conservant ou maximisant la diversit¢ d’une collection a ét¢ émise par Brown
(1989). Ces « core collections » doivent représenter la diversité génétique des collections d’origine,
en renfermant au moins 80% de la variabilité.

De nombreuses études ont eu pour objectif de développer des « core collections » chez différentes
especes, par exemple le pois (Logozzo et al., 2007), le soja (Wang et al., 2006), la canne a sucre
(Nair et al., 1998), et récemment l'abricotier (Krichen et al., 2012). La caractérisation de ces core-
collections vise a s’assurer de la maitrise et du maintien de la diversité génétique, en méme temps
qu’elle va permettre d’étudier de manicre plus fine les relations entre génotype et environnement,
notamment lorsqu’elles sont partagées dans des conditions pédoclimatiques contrastées.

12



4.Matériels et méthodes

4.1 Matériel végétal

Dans le cadre de cette étude, 1253 accessions d'abricotiers de différentes origines
géographiques ont été analysées (Figure 2a et 2b). Ces accessions sont issues de différentes
collections nationales et de campagnes de prospection. On différencie, au sein des collections, les
accessions dites patrimoniales ou dérivées de prospections, pour lesquelles le lien avec la région
d'origine est ancien, et les accessions hybrides, issues de programmes d'amélioration.

En vue des analyses de diversité génétique, un regroupement des pays en zones géographiques a été
effectué. Cela permet de simplifier les analyses et de repérer des grandes tendances, en passant d'une
quarantaine de pays a six grandes zones géographiques : I'Amérique (principalement Etats-Unis et
Canada); 1'Europe méditerrané¢enne (France, Italie, Espagne et Grece); le Maghreb (Algérie, Maroc et
Tunisie); I'Europe centrale (Roumanie, République Tcheéque, Slovaquie pour les pays les plus
représentés) ; l'Asie centrale (Turquie, Iran, Afghanistan, Kazakhstan, Pakistan, Turkménistan,
Russie); I'Asie de 1'Est (Chine et Japon). D'autres accessions en nombre beaucoup moins important
proviennent de Nouvelle-Zélande, d'Australie et d'Afrique du Sud. La moitié des accessions est
originaire d'Europe méditerranéenne (444) et du Maghreb (218). L'autre moitié est principalement
constituée d'accessions originaires d'Asie centrale (178), d'Asie de I'Est (57), d'Amérique du Nord
(180) et d'Europe continentale (134). Les pays les plus représentés sont la France (248 accessions),
les Etats-Unis (145), I'ltalie (120), la Tunisie (90), le Maroc (81), 'Espagne (65), la Turquie (57) et
'Algérie (46). Les variétés hybrides, au nombre de 419, sont principalement originaires d'Europe
méditerranéenne (193) et d'Amérique du Nord (147).

Figure 2a : Origine géographique des accessions. En bleu, les accessions patrimoniales et issues de
prospections ; en orange, les accessions hybrides.
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Figure 2b : Origine géographique des accessions issues d'Europe et du Maghreb. En bleu,
les accessions patrimoniales et issues de prospections ; en orange, les accessions hybrides.

I1 est important de noter que le génotypage des 1253 accessions a été fait en plusieurs temps, et sur
plusieurs plateformes différentes (Tableau 2). Les accessions que j'ai génotypées, au nombre de 327,
sont issues de la collection de I'INRA et sont originaires pour la plupart de France, d'Italie, des
Etats-Unis et d'Europe centrale. Par la suite, 253 autres accessions ont été également génotypées au
laboratoire BioGEVES puis ajoutées au matériel total. Ces derniéres accessions proviennent du
Japon, des Etats-Unis, de Suisse, d'Espagne et d'Asie centrale (principalement Russie/ex-URSS,
Pakistan, Turkmenistan). Les conditions d'extraction / d'amplification de ' ADN et de traitement des
produits de PCR, décrites dans les paragraphes suivants, concernent les 580 accessions génotypées
au laboratoire BioGEVES. Un ensemble commun de 25 marqueurs microsatellites (Figure 3) a été
utilisé pour l'ensemble des 1253 accessions, ce qui rend possible une analyse commune de la totalité

du matériel caractérisé.

Tableau 2 : Répartition des accessions génotypées en fonction de la plateforme de génotypage

Lieu de génotypage Nombre d'accessions | Origine géographique

Plate-forme INRA de Montpellier 584 Algérie, Maroc, Tunisie, France,
Espagne, Italie, Turquie...

Plate-forme INRA GENTIANE de 89 Europe centrale, Asie centrale,

Clermont-Ferrand Chine...

Laboratoire BioGEVES de Surgeres 327 +253 France, Italie, Espagne, USA, Japon,

Europe centrale, Asie centrale
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Figure 3 : Positionnement de 24 des 25 marqueurs microsatellites utilisés sur la carte de référence du génome
des especes du genre Prunus (Bourguiba et al., 2012b). Le marqueur UDP96-018, non représenté ici, est situé a
I'extrémité du groupe de liaison G1.

4.2 Extraction et amplification de ’ADN

Les échantillons de jeunes feuilles ont été prélevés en mai 2012, puis stockés a -80°C. Les
feuilles ont été ensuite lyophilisées avant broyage (broyeur Retsch MM301).

Les ADN génomiques ont été extraits grace au kit NucleoSpin 96 Plant II (Macherey-Nagel).
Environ 20 mg de poudre seéche ont ét¢ mélangés dans chaque tube de 2 mL avec 400 puL de tampon
PL2 (NaCl) et 10 uL de RNase. Les échantillons ont été incubés a 65°C pendant 30 min, puis
mélangés avec 100 pL de tampon PL3 (solution de tampon acétique). Ils ont ensuite été incubés 5
min dans la glace, puis centrifugés a 6000 g pendant 5 min. Le surnageant de chaque échantillon a
été ajouté a 450 pL de Buffer PC (Guanidine chlorhydrate), préalablement distribué dans une plaque
96 2.2 mL. Les échantillons ont été transférés dans une plaque de mini colonnes Nucleospin Plant I,
puis centrifugés 5 min a 6000 g pour séparer I’ADN (qui se fixe a la membrane de silice des
colonnes) du lysat. Les membranes ont ensuite été lavées en trois fois par 1’ajout de tampon PW1,
PW2 et PW3. Entre chaque lavage, la plaque d’ADN a été centrifugée quelques minutes a 6000g. La
plaque de mini colonnes a été placée sur une plaque d’élution semi deepwell, puis 100 uL. de tampon
d’¢lution préchauffé a 65°C ont été distribués dans chaque puits. La plaque a ensuite été incubée a
température ambiante et centrifugée a 6000g pendant 2 minutes. Cette dernic¢re étape d’élution a été
répétée une fois, puis la plaque a été scellée et stockée a 4°C, en vue de I’amplification.
Préalablement a I’amplification, I’ADN extrait a été dilué au 1/5.
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L’amplification a été faite par Polymerase Chain Reaction (PCR), en utilisant 25 marqueurs
microsatellites issus des génomes du pécher et de 1’abricotier. Les 25 amorces microsatellites ont été
isolées et testées chez diverses especes du genre Prunus. Ces amorces ont été choisies de facon a
couvrir I'ensemble du génome de mani¢re homogene, en s'appuyant sur la carte de référence Prunus
(Aranzana et al., 2002 ; Bourguiba et al., 2010 ; 2012 ; Cipriani et al., 1999 ; Dirlewanger et al.,
2002 ; Hagen et al., 2004 ; Testolin et al., 2000 ; Yamamoto ef al., 2002). Quatre fluorochromes ont
été utilisés pour marquer les amorces: VIC (vert), PET (rouge), FAM (bleu) et NED (jaune) ; un
fluorochrome a été attribué a chacun des 25 marqueurs SSR. Le kit PCR utilisé est le Twelve Paq
10X PCR Buffer II, contenant I’ADN polymérase AmpliTaq Gold® (Applied Biosystem, Foster
City, Californie).

Deux programmes d’amplification ont été utilisés.

Le programme « pécher » (Figure 3) a été utilisé pour 17 marqueurs. Chaque mélange PCR destiné a
ce programme, d’un volume final de 6 uL, contient :

* 10ng d’ADN

* 1 puL de tampon 10X

* 0.2 uL de chaque dANTP (10mM)

* 0.6 uL de MgCl2 (25mM)

* (.10 uL d’amorce sens (1 uM)

* 0.10 uL d’amorce anti-sens (10 uM)
* 0.10 pL de fluorochrome (10 uM)

* 0.10 pL d’AmpliTaq Gold

Le programme PCR « pécher » consiste en une dénaturation pendant 10 min a 94 °C suivie par 14
cycles de : (1) 30 s a 94°C, (2) 45 s a la température d’hybridation 62°C (cette température diminue
de 0.5°C par cycle) et (3) 1 min d’¢élongation a 72°C. Suivent ensuite 25 cycles de : (1) 30 s a 94°C,
(2) 45 s a 50°C et (3) 1 min a 72°C, puis une étape finale d’¢longation de 30 min a 72°C. Apres
I’amplification les échantillons sont stockés a 4°C.
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Le programme « abricotier » (Figure 4) a été créé a partir du programme « pécher » afin d’amplifier
certains marqueurs (8) dont I’amplification par le programme « pécher» n’était pas optimale.
Chaque mélange PCR destiné a ce programme, d’un volume final de 6 pL, contient :

* 10ng d’ADN

* 1 pL de tampon 10X

e 0.125 pL de chaque dNTP (10mM)
* 1.2 uL de MgCI2 (25mM)

* (.25 pL d’amorce sens (1 uM)

* 0.25 pL. d’amorce anti-sens (10 pM)
* 0.25 pL de fluorochrome (10 uM)

* 0.10 pL d’AmpliTaq Gold

Le profil d’amplification consiste en une dénaturation pendant 10 min a 94 °C, suivie par 10 cycles
de: (1) 30 s a 94°C, (2) 1 min a la température d’hybridation 61°C (cette température diminue de
1°C par cycle) et (3) 1 min d’¢longation a 72°C. Suivent ensuite 32 cycles de : (1) 30 s a 94°C, (2) 1
min a 52°C, et (3) 1 min a 72°C, puis une étape finale d’¢longation de 10 min a 72°C. Apres
I’amplification les échantillons sont stockés a 10°C.

Les réactions de PCR ont été effectuées avec les thermocycleurs GeneAmp PCR System 9700 et
9800 Fast Thermal Cycler (Applied Biosystems).
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Figure 4 :

A. Composition des mix PCR pour le programme « pécher ». La premiére colonne indique les quantités de réactifs pour un échantillon ; la deuxiéme colonne indique les
quantités de réactifs pour 105 échantillons (ce qui correspond a une plaque 96, plus 10% de marge).

B. Description du programme PCR « pécher ».

C. Liste des marqueurs SSR destinés au programme « pécher », et fluorochromes correspondant.
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Figure S :

A. Composition des mix PCR pour le programme « abricotier ». La premiére colonne indique les quantités de réactifs pour un échantillon ; la deuxiéme colonne indique
les quantités de réactifs pour 105 échantillons (ce qui correspond a une plaque 96, plus 10% de marge).

B. Description du programme PCR « abricotier ».

C. Liste des marqueurs SSR destinés au programme « abricotier », et fluorochromes correspondants.
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4.3 Analyse des produits de PCR

Avant analyse par le séquenceur, 4 pL des produits PCR de chaque échantillon sont mélangés
avec 5.8 uL de formamide (qui permet la rupture des liaisons hydrogénes entre les bases d’ADN) et
0.2 pL de marqueur de taille GeneScan 500 LIZ (Applied Biosystems). Quand cela est possible, les
dépots se font par multiplexage. Les échantillons obtenus sont ensuite soumis a migration par le
séquenceur de gene capillaire 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems).

Le logiciel Gene Mapper (Applied Biosystems) permet 1’analyse des données brutes obtenues et les
assigne a des données biologiques : les alleles sont visualisé€s sous forme de pics.

4.4 Analyses statistiques des données

4.4.1 Harmonisation des données

Une fois les alléles présents pour chaque marqueur identifiés grace & Gene Mapper, on établit une
matrice de données des alleles pour l'ensemble des accessions. Le génotypage de la totalité des
accessions a été réalisé sur des plate-formes différentes. De ce fait, il existe des décalages entre les
tailles alléliques déterminées au BioGEVES et celles déterminées sur les autres plateformes. Ce
décalage d'environ 20 paires de bases varie selon les all¢les (entre 17 et 23 paires de bases). 11 était
essentiel de déterminer la correspondance exacte entre les tailles alléliques du BioGEVES et les
autres, afin d'obtenir une matrice de données cohérente. Pour ce faire, un certain nombre d'accessions
a ¢été génotypé sur les trois plate-formes. Une fois la correspondance entre les différentes tailles
alléliques déterminée, un codage allélique commun aux trois plate-formes a été créé.

Les profils génétiques présentant un degré de ploidie supérieur a deux n'ont pas été conservés dans la
matrice de données finale, car les analyses statistiques ne peuvent s'appliquer qu'aux individus
haploides ou diploides. Ces accessions, au nombre de cing, correspondent a des porte-greffes ou des
variétés résultant d’hybridations inter-spécifiques, ce qui explique leur degré élevé de ploidie.

Les homonymes (accessions présentant un nom identique) ont été supprimés, sauf s'ils
présentent des profils génétiques différents. Des noms identiques attribués a des accessions
présentant des profils génétiques différents peut s'expliquer soit par une mauvaise identification de
certaines accessions, soit par une variabilité au sein d'une variété.

Les accessions dont la mauvaise attribution du nom a pu étre repérée grace au génotypage sont
conservées pour la suite de 1'analyse mais sont signalées. Par exemple, quatre accessions de la variété
« Stark Early Orange » ont été génotypées, dont une présente un profil génétique trés différent des
autres. Cette accession a été trés probablement mal nommée, et son nom est changé en « Stark Early
Orange faux » pour la suite de I'analyse. Cinq accessions sont dans ce cas, sur les 1253 au total. Des
accessions « de référence », pour lesquelles on est stir de la bonne attribution du nom, sont tres utiles
Il peut arriver que seules deux accessions aux profils trés différents et portant un méme nom ont été
génotypées, ou qu'il n'y ait pas d'accession « de référence » permettant une comparaison de profils.
Dans ce cas, on ne peut déterminer a quel profil génétique correspond ce nom. Moins d'une dizaine
d'accessions sont dans ce cas, elles correspondent a des variétés issues de collections différentes pour
lesquelles un effort de validation devra étre conduit.
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Si les différences de profils constatées entre des homonymes sont beaucoup plus légeres, cela peut
étre dU a une variabilité au sein d'une méme variété. Ainsi, la variété Bergeron peut étre considérée
comme une «variété population», et de légéres différences aussi bien phénotypiques que
génotypiques peuvent exister entre les individus de cette variété, ce qui avait conduit I’organisme en
charge de la certification a identifier deux clones pour la variété.

De légeres différences entre des homonymes peuvent également étre dues a des erreurs de lecture des
alleles sur le logiciel Gene Mapper. Cette lecture a été faite a différentes moments par des personnes
différentes, le risque de décalage de lecture n'est donc pas négligeable. Cela est visible sur les profils
lorsque, chez des homonymes, la différence pour un marqueur donné n'est que de une ou deux paires
de base. Quand ce cas s'est produit, une relecture des profils avec Gene Mapper a été nécessaire pour
décider de I’affectation de 1’allele a attribuer.

Les synonymes sont les accessions aux profils génétiques identiques ayant des noms
différents. Il peut s'agir d'accessions extrémement proches génétiquement, que les 25 microsatellites
ne peuvent différencier. La synonymie de certaines accessions peut €galement étre due a une
mauvaise attribution de nom ou a une erreur de prélévement précédant le génotypage (on a ainsi pu
observer des cas d’homonymie qui n’en étaient pas par confusion entre collections des noms de
marques et des dénomination variétales). C'est le cas lorsque des accessions aux profils identiques ou
trés proches portent des noms de variétés que l'on sait distinctes. L'observation phénotypique des
abricotiers sur lesquels ont été effectués les prélévements peut aider a vérifier que des accessions
sont différentes.

4.4.2 Parameétres de diversité génétique

La matrice de données représentant les alleles (par leurs codes et non leurs tailles) servira a
calculer certains paramétres d'estimation du polymorphisme des microsatellites, de diversité
génétique et de différenciation génétique :

* le nombre moyen d'all¢les et de génotypes par locus

* le taux de polymorphisme, ou Polymorphic Information Content (PIC) : il met en évidence la
capacité d'un marqueur a détecter un polymorphisme dans une population (Botstein et al.,
1980).

* ['hétérozygotie observée (H,) : c'est la moyenne des fréquences des hétérozygotes observées a
chacun des locus étudié.

* 1'hétérozygotie attendue (H.) : c'est la probabilité qu'a un locus donné, deux alléles choisis
aléatoirement soient différents.

* Fis: Déficit en hétérozygote a I’intérieur des populations.

* Fst: Déficit en hétérozygote di a la subdivision de la population totale en sous-populations ;
correspond a la différenciation des populations par rapport au total.

* Fit : Déficit global en hétérozygote sur ’ensemble des populations, c'est-a-dire en considérant
une seule et méme population.

Les indices de fixation de Wright (F), estimés par la formule de Weir et Cockerham (1984), sont liés
par la formule : (1-Fit) = (1-Fis)(1-Fst).
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* l'indice de diversité de Shannon (I) : il mesure le degré de diversité d'une population.

* le flux de genes (Nm) : c'est I'échange de plusieurs genes ou alleles entre différentes
populations. Il se calcule par la formule de Nei : Nm = 0,25 (1/Fst-1).

L'ensemble de ces paramétres de diversité génétiques a été calculé a I'aide des logiciels GENETIX
4.0.5 (Belkhir et al., 1996), GENEPOP 4.2 (Raymond et Rousset, 1995), et FSTAT 2.9.3.2 (Goudet,
2002).

4.4.3 Analyse factorielle des correspondances

L’analyse factorielle des correspondances (AFC) vise a rassembler en un nombre réduit de
dimensions la plus grande partie de I’information initiale en s’attachant aux valeurs relatives, soit les
correspondances entre les variables. L’AFC fournit un espace de représentation commun aux
variables et aux individus. Les individus analysés sont vus comme un nuage de points dans un
hyperespace qui a autant de dimensions qu’il y a de modalités (ici les alléles) sur toutes les variables
(ici les alleles aux différents loci). Cette analyse a été effectuée a l'aide du logiciel GENETIX 4.0.5
(Belkhir et al., 1996-2004).

4.4.4 Analyse Bayésienne de regroupement

L'analyse Bayésienne de regroupement vise a estimer la structure génétique d'un ensemble
d'individus en rassemblant ces derniers dans des groupes, sur la base de leurs profils génétiques, elle
permet D’identification de groupe génétiques différents. On obtient aprés analyse des groupes
distincts, génétiquement différents. Cette approche est implémentée dans le programme
STRUCTURE (Pritchard et al., 2000). Ce programme travaille sous deux hypothéses : les
populations sont a 1'équilibre de Hardy-Weinberg (panmixie et pas de pression évolutive), et il y a
existence d'un équilibre de liaison entre les différents locus.

Dans cette étude réalisée avec le logiciel STRUCTURE, le modele avec admixture (le
génotype d'un individu peut provenir de plusieurs populations) et I'option des fréquences alléliques
indépendantes ont €té choisis. On a fait varier le nombre K de populations de 1 a 10, en effectuant 10
simulations par valeur de K. Pour déterminer le nombre optimal K de populations, la procédure
définie par Evanno et al.(2005) a été utilisée. Au final, le logiciel STRUCTURE attribue a chaque
individu sa probabilité d'appartenance a chaque population. On utilise ces probabilités pour
déterminer la composition de chaque population.

Les analyses par STRUCTURE ont ét¢ réalisées sur le serveur Titan de 'université d'Oslo (Kumar et
al., 2009). Ce serveur permet de diminuer considérablement la durée des analyses.

5.Résultats et discussion
5.1 Analyse de la diversité observée

5.1.1 Diversité allélique des accessions patrimoniales et issues de prospections

Concernant les 777 accessions patrimoniales et issues de prospections, un total de 448 all¢les
a été détecté pour les 25 marqueurs SSR utilisés, de 12 (BPPCT001, UDP96018) a 28 par locus
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(UDP98409) (Tableau 3).

L’ hétérozygotie attendue (He) pour chaque locus va de 0.157 pour UDP-96018 a 0.874 pour UDP98-
409, avec une moyenne de 0.682. MAO14a et UDP-96018 sont les locus les moins polymorphes,
tandis que UDP98-409 est le plus polymorphe. La valeur moyenne de 1I’hétérozygotie observée est de
0.566. Ho varie de 0.086 (UDP-96018) a 0.759 (CPPCT006). L'ensemble des marqueurs présente un
déficit d'hétérozygotie, excepté AMPAT119.

Tableau 3 : Paramétres de diversité génétiques des locus microsatellites utilisés dans 1’étude de la diversité
génétique patrimoniale

nombre
Position d'allele
du groupe nombre fréquents

Locus de liaison  d'alleles (>0,05) He Ho Fis
AMPA100 6 18 5 0,802 0,73 0,091
AMPA101 3 17 5 0,695 0,609 0,126
AMPAI105 5 18 5 0,829 0,632 0,237
AMPA109 1 22 3 0,477 0,316 0,339
AMPAL1l6 2 17 7 0,722 0,611 0,158
AMPA119 3 13 3 0,465 0,478 0,19
BPPCTO001 2 12 2 0,46 0,437 0,048
BPPCTO004 2 23 7 0,845 0,7 0,171
BPPCTO008 6 17 4 0,8 0,726 0,092
BPPCTO017 5 22 3 0,642 0,589 0,083
BPPCT025 6 12 4 0,659 0,549 0,17
BPPCT030 2 17 5 0,798 0,707 0,116
BPPCTO038 5 16 5 0,793 0,719 0,094
BPPCT040 4 13 3 0,592 0,507 0,144
CPPCTO006 8 20 6 0,827 0,759 0,084
CPPCTO022 7 25 6 0,86 0,695 0,194
CPPCTO030 6 24 6 0,76 0,64 0,159
CPPCTO033 7 16 4 0,61 0,449 0,264
CPPCT034 1 16 2 0,579 0,486 0,159
MAO14a 6 11 2 0,556 0,438 0,21
MAO040a 6 24 3 0,725 0,506 0,302
UDP96-018 1 12 1 0,157 0,086 0,452
UDP-97402 4 17 5 0,722 0,401 0,443
UDP-98409 8 28 7 0,874 0,738 0,157
UDP-98412 6 18 5 0,799 0,648 0,189
Moyenne 17,92 4,32 0,682 0,566 0,187

23



5.1.2 Diversité allélique des accessions issues d'amélioration génétique

Concernant les 460 accessions issues de programmes d’amélioration, un total de 288 alléles a été
détecté pour les 25 marqueurs SSR utilisés, de 5 (MAO14a) a 20 par locus (CPPCT022, UDP-98409)
(Tableau 4). Le nombre moyen d’all¢les par locus est de 12.96, mais il chute a 4.17 lorsque 1’on ne
considere pas les all¢les rares (ceux qui ont une fréquence inférieure a 0,05). Le nombre d’all¢les par
locus avec une fréquence supérieure a 0,05 va de 1 (UDP-96018) a 8 (CPPCT022).

L’hétérozygotie attendue (He) pour chaque locus va de 0.16 pour UDP-96018 a 0.87 pour
CPPCTO022, avec une moyenne de 0.68. MAO14a et UDP-96018 sont les marqueurs les moins
polymorphes, tandis que UDP98-409 est le plus polymorphe. La valeur moyenne de 1I’hétérozygotie
observée est de 0.62. Ho varie de 0.13 (UDP-96018) a 0.81 (BPPCT028, CPPCTO022). La plupart des
marqueurs ne présente ni de déficit, ni d'exces significatif d’hétérozygotie. Les marqueurs présentant
un déficit d'hétérozygotie sont AMPA105, BPPCT008, CPPCT030, MA0O40a et UDP-97402.
BPPCT040 présente un léger exces d'hétérozygotie.
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Tableau 4 : Paramétres de diversité génétiques des locus microsatellites utilisés dans I’étude de la diversité
génétique hybride

nombre

Position d'allele

du groupe nombre fréquents
Locus de liaison  d'all¢les (£>0,05) He Ho Fis
AMPA100 6 14 4 0,74 0,70 0,055
AMPA101 3 14 4 0,76 0,71 0,064
AMPA105 5 14 4 0,79 0,64 0,184
AMPA109 1 14 4 0,55 0,51 0,069
AMPAL116 2 13 5 0,79 0,71 0,097
AMPA119 3 11 3 0,56 0,54 0,038
BPPCTO001 2 8 2 0,36 0,35 0,009
BPPCT004 2 17 5 0,77 0,77 0,010
BPPCT008 6 13 5 0,76 0,67 0,118
BPPCTO17 5 17 3 0,70 0,70 -0,002
BPPCT025 6 11 5 0,61 0,61 0,001
BPPCTO030 2 9 5 0,75 0,74 0,014
BPPCTO038 5 17 5 0,82 0,81 0,014
BPPCT040 4 11 4 0,72 0,77 -0,062
CPPCTO006 8 11 6 0,69 0,70 -0,012
CPPCT022 7 20 8 0,87 0,81 0,065
CPPCTO030 6 16 5 0,70 0,54 0,23
CPPCTO033 7 12 4 0,60 0,51 0,151
CPPCT034 1 11 3 0,57 0,48 0,16
MAO14a 6 5 2 0,55 0,57 -0,025
MAO040a 6 14 4 0,74 0,42 0,442
UDP96-018 1 6 1 0,16 0,13 0,204
UDP-97402 4 12 6 0,80 0,61 0,228
UDP-98409 8 20 5 0,79 0,79 0,003
UDP-98412 6 115 5 0,78 0,76 0,034
Moyenne 12,96 4,17 0,68 0,62 0,008
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5.1.3 Comparaison entre diversité patrimoniale et diversité hybride, et comparaison
avec une étude antérieure

La comparaison entre les accessions patrimoniales et les accessions hybrides (Tableau 5)
montre que les premiéres présentent un nombre d'alléles moyen total nettement supérieur (17,9) par
rapport aux deuxieémes (12,9), ce qui rend compte que les fonds génétiques améliorés sont beaucoup
plus réduits que la variabilité génétique disponible au sein de 1’espéce.

Nous noterons aussi l'apport significatif des accessions issues de régions complémentaires par
rapport a 1'étude de Bourguiba et al. (2012b) qui contribue & augmenter significativement le nombre
d'alleles détectés chez les accessions patrimoniales, la plupart de ces nouveaux alleles étant peu
fréquents (fréquence inférieure a 0,05).

Le nombre moyen de 17.9 alléles par locus est ainsi beaucoup plus élevé dans la nouvelle collection
patrimoniale que celui observé lors de I'é¢tude de Bourguiba et al. (2012b) qui était de 10,3 (Tableau
5). Cependant, un certain nombre de ces alléles présentent une fréquence faible (<0.05). Si ’on
prend en compte uniquement les alléles les plus fréquents (£>0.05), on trouve un nombre d’all¢les
moyen par locus de 4.32, contre 3,96 pour Bourguiba et al. (2012). Le nombre d’all¢les par locus
avec une fréquence supérieure a 0,05 va de 1 (UDP96018) a 7 (AMPA 116, BPPCT004,
UDP98409).

L'analyse des paramétres de diversité génétique par groupe géographique va permettre d'examiner
l'origine des nouveaux alleles détectés.

Tableau 5 : Comparaison du nombre d'alléles détectés avec 1'étude de Bourguiba et al. (2012)

Bourguiba ef al. Accessions patrimoniales et  Accessions

(2012) prospections hybrides
Nombre d'accessions 207 777 460
Alleles détectés 257 448 288
Nombre minimal d'alleles 5 (BPPCTO001) 12 (BPPCTO01, UDP96018) 5 (MAO14a)
détectés
Nombre maximal d'alleles 18 (UDP98409) 28 (UDP98409) 20 (CPPCTO022,
détectés UDP98409)
Nombre moyen d'all¢les détectés 10,28 17,92 12,96
Nombre minimal d'all¢les 1 (UDP96018) 1 (UDP96018) 1 (UDP96018)
fréquents détectés (£>0,05)
Nombre maximal d'all¢les 8 (UDP98409) 7 (AMPAI116,UDP98409, 8 (CPPCT022)
fréquents détectés (£>0,05) BPPCT004)
Nombre moyen d'all¢les 3,96 4,32 4,17

fréquents détectés (£>0,05)
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5.1.4 Diversité allélique patrimoniale intra et inter groupes géographiques

La diversit¢ génétique allélique observée différe aussi en fonction des groupes
géographiques. Le nombre total d'alleles détecté va de 164 (Amérique) a 342 (Asie centrale)
(Tableau 6). Cependant, ce nombre d'alléles est fortement dépendant de la taille des échantillons, qui
varie de 33 (Amérique) a 238 (Maghreb). La notion de richesse allélique, développée par El
Mousadik et Petit (1996), permet de corriger ce biais par l'estimation du nombre d'alleles attendus
dans un échantillon de taille donnée. Ici, pour n=23, la richesse allélique la plus importante est
obtenue en Asie de I'Est (10,02), et la plus faible est obtenue au sein du Maghreb (5). L'hétérozygotie
attendue (He) la plus importante est obtenue par 1'Asie de I'Est (0,78), et la plus faible est obtenue par
I'Europe centrale (0,525). Les valeurs des Fis montrent un déficit d'hétérozygotie pour 1'Amérique,
I'Europe méditerranéenne, 1'Asie centrale et I'Asie de 1'Est. La valeur de la différenciation génétique
globale (Fst global) est 0,086. Les valeurs de Fst entre paires de groupes géographiques varient de
0,036 (entre Amérique et Asie centrale) a 0,211 (entre Europe centrale et Asie de I'Est) (Tableau 7).

Tableau 6 : Paramétres de diversité génétique au sein des groupes géographiques

Groupes Nombre Ho He Fis Nombre total Richesse
géographiques  d'accessions d'alleles allélique
Amérique 33 0,580 0,655 0,130 164 6,13
Asie centrale 162 0,581 0,734 0,211 342 8,50
Asie de I'Est 56 0,604 0,780 0,235 310 10,02
Europe centrale 74 0,592 0,525 -0,122 204 5,53
Europe 214 0,495 0,571 0,135 195 5,00
meéditerranéenne

Maghreb 238 0,593 0,625 0,053 242 5,46

Tableau 7 : Différentiation génétique au sein de chaque paire de groupes géographiques (Fst)

Amérique  |Asie centrale |Asie de I'Est |[Europe centrale |[Europe
méditerranéenne
Amérique 0
Asie centrale 0,036 0
Asie de 1'Est 0,104 0,098 0
Europe centrale 0,114 0,117 0,211 0
Europe 0,076 0,071 0,195 0,132 0
méditerranéenne
Maghreb 0,039 0,058 0,151 0,107 0,041

L'é¢tude de l'allele le plus fréquent pour chaque marqueur permet de repérer les alléles
particuliérement présents dans chaque groupe géographique, de maniere spécifique ou non (Tableau
8).
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Chez certains marqueurs, l'alléle le plus fréquent est toujours le méme, quel que soit le groupe
géographique considéré (AMPA 119, BPPCT 001, BPPCT 017, CPPCT 034 et UDP96-018). Seule
la fréquence de cet allele varie selon le groupe géographique. Le marqueur CPPCT 022 présente la
particularit¢ de changer d'allele le plus fréquent selon le groupe géographique considéré. Certains
alleles semblent spécifiques de certains groupes géographiques. Ainsi, l'allele 40 du marqueur
CPPCT 030 est majoritaire au Maghreb et en Europe, mais est peu présent dans les autres régions.
L'allele 100 du marqueur BPPCT 040 et 1'allele 30 du marqueur BPPCT 038 sont particuliérement
présents en Europe méditerranéenne, par rapport aux autres groupes géographiques. L'allele 70 du
marqueur MA 040a semble spécifique des accessions d'Europe centrale. L'alléle 40 du marqueur MA
014a est davantage présent en Asie centrale. L’ Asie de I'Est est le groupe géographique qui présente
le plus d'alleles qui lui sont spécifiques. Le cas le plus marqué est celui du marqueur BPPCT 025 :
l'allele 20 est majoritaire chez les accessions d'Asie de I'Est (68%), alors que chez tous les autres
groupes géographiques, c'est I'allele 50 qui est prépondérant. Cet allele est donc une spécificité de
'Asie de 1'Est.

Tableau 8 : Alléle le plus fréquent par marqueur pour chaque groupe géographique

Allele le nlus souvent détecté — Fréauence de I'alléle le plus souvent détecté
Marqueur Maghreb Europe méd Europe centr  Asie centrale  Asie de 'Est  Amérique
AMPAIOO  60-0.51 60037 |10-032 60-024 50-029  60-0.35
AMPAIOL  30-0.60 30-052 30-051 30-044 90—038  30—0.47
AMPAIOS  110-045 50-029 |30—038  110-021 50-043 |[Somocl
AMPATO9  130-0.90 130-0.70 130—0.85 130—0.60 100—0.25 130—0.60
AMPATI6 30036 30-041 30-0.69 30-048 70-024 30038
AMPATIO  20-0.89 20-0.70 20-0.57 20-0.58 20-030 20— 0.82
BPPCTOOl  10—0.69  10—0.68 10—087 10—053  10—0.65  10—0.75
 BPPCTO04 [16020.39 | 130030 60-032 1502020 | 60 - 022 130 -0.33
BPPCTO0S  50—031  50—041  50—041  50-025 70-0.22  50—0.70
BPPCTOI7  90—0.52  90—-0.53 90—-053 90057 90-0.29 90— 0.47
BPPCTO25  50-0.59 50056 50-050 50049 20-0.68  50—0.51
BPPCTO030 10 -0.30 10 —-0.27 10 -0.27 _
BPPCTO38 90— (.39 90-032 90-027 110—0.23 90/130—0.25
BPPCTO40 50— 0.72 50—0.71  50—0.58  50/90—0.25 50— 0.49
CPPCTO06 110 - 0.37 110-0.24  110-0.36
CPPCTO22
CPPCTO30  40—0.50  40—0.63  40—0.65 70-024  70-031
CPPCTO33  60—0.80  60—075 60—045 60—033 50—030  60—0.51
CPPCTO34  100—0.63 100—0.66 100—0.68 100—0.44 100—0.65 100—0.69
MAOl4a  30-0.67 30-0.63 30-059 40-041 30-056  40—0.56
MAO402 30044 30043 |70—055 30-048 30-032 30037
UDPO6-018 10—1.00  10-093 10—1.00 10-0.87 10-0.54  10—0.97
UDP-97402 90-0.65 90-0.56 90—0.40 90—045 70—030 |HOMOSONED
UDP-98409  80—0.19  60—030 170—029 20-0.19 100—020 60 —0.37
UDP-98412 50—-0.46  50—029 |100—034 50-041 60-032  50—0.37

110 -0.47
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Lorsque I'on compare la diversité du groupe géographique Asie de 1'Est avec la diversité de chacun
des autres groupes (le groupe Amérique mis a part), on constate une réduction de la richesse allélique
(Tableau 9). Cette réduction est d'autant plus importante que le groupe géographique comparé est
situé plus a 1'Ouest. Cela suggere qu'il existe un gradient décroissant de diversité¢ génétique de 1'Est
vers I'Ouest, résultat qui va dans le méme sens que 1’étude conduite par H. Bourguiba et al. (2012b) a
I’échelle du bassin Méditerranéen (au sens large).

Tableau 9 : Réduction relative de la diversité entre 1'Asie de I'Est et les autres groupes géographiques

Réduction relative de diversité Ho He Richesse allélique
Asie de I'Est vs Asie centrale 0,040 0,059 0,152
Asie de I'Est vs Europe centrale 0,020 0,327 0,448
Asie de 1'Est vs Europe méditerranéenne 0,019 0,200 0,455
Asie de 1'Est vs Maghreb 0,180 0,268 0,501

Pour chaque estimateur X, la réduction relative de la diversité a été calculée par 1- (X1/Xn), ou X1 est
I'estimateur du groupe Asie de I'Est, et Xn I'estimateur de chacun des autres groupes.

5.1.5 Pertinence des marqueurs utilisés et positionnement dans le génome

L'analyse de la diversité allélique mise en évidence par les 25 marqueurs microsatellites
utilisé peut amener a se poser la question de leur pertinence.

L'é¢tude du nombre d'alleles détectés pour chaque marqueur et chaque groupe géographique permet
d'évaluer ce niveau de pertinence (Tableau 10). 4 marqueurs sur 25 (AMPA 119, BPPCT001,
MAOI14a et UDP96-018, en jaune) détectent en moyenne, pour un groupe donné, moins de 3 alléles
présentant une fréquence supérieure a 0,05. Ces marqueurs présentent une diversité allélique peu
importante, et sont donc moins efficaces que les autres pour différencier des accessions distinctes.
Parmi ces marqueurs, UDP96-018 détecte le moins d'alleles pour I'ensemble des groupes
géographiques. Il détecte un seul allele (codé 10) chez les accessions du Maghreb et d'Europe
Centrale, ce qui signifie que toutes ces accessions sont homozygotes 10 pour ce marqueur. Chez les
autres groupes géographiques, d'autres alléles sont détectés, mais 1'allele 10 est le plus fréquent (sauf
pour les accessions d'Asie de I'Est, ou 3 alleles avec une fréquence supérieure a 0,05 sont détectés).
Le marqueur UDP96-018 est donc extrémement peu polymorphe, et ne permet pas de différencier la
plupart des accessions. Il peut étre considéré comme le marqueur le moins pertinent de I'ensemble
des 25 microsatellites, son utilisation n'apportant que trés peu d'informations dans cette étude de
diversité génétique. Il peut étre recommandé de ne plus utiliser ce marqueur dans les études a venir,
et de le remplacer si possible par un marqueur plus informatif.
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Tableau 10 : Nombre d'alléles détectés au sein de chaque groupe géographique

Nombre total d'all¢les détectés — Nombre d'all¢les détectés de fréquence > 0,05

Marqueur Maghreb Europe méd Europe centr Asie centrale | Asie de I'Est  Amérique  Moyenne
AMPA100 |7-4 10-5 11-6 15-6 14-4 16 -5 10,17 - 5,17
AMPAI101 | 6-4 9-5 8-5 13-4 14-5 7-4 9.33-4.33
AMPAT05 110-5 11-5 8-6 13-6 17-3 8-6 10.33 -5.50
AMPA109 |7-2 9-3 6-2 15-3 11-4 5-4 7.83 —3.,50
AMPATI6 10-4 10-5 7-4 11-5 15-5 7-5 9,00 -4.83
AMPAI119 |5-2 7-3 6-3 11-2 11-4 3-2 6,17 2,50
BPPCT001 (2-2 4-2 3-2 8-2 4-3 3-2 4,00 -2,17
BPPCT004 9-4 12-5 8-6 19-5 15-8 7-5 10,5 -5.67
BPPCT008 10-6 11-5 8-3 13-6 11-6 6-3 8.33-4.00
BPPCTO17 6-3 10-3 5-2 15-4 14 -7 7-4 9.17-4,17
BPPCT025 6-3 7-4 6-4 7-4 9-4 6-4 6,67 —4.00
BPPCT030 6-4 7-4 6-5 13-4 10-6 5-5 7,33 -5,00
BPPCTO038 12-4 13-4 9-6 13-6 14-7 9-5 10,50 — 5,67
BPPCT040 |5-2 6-3 6-2 10-3 11-4 5-3 7.00 —3.00
CPPCTO006 9-5 11-5 8§-4 16 -7 12-7 8-6 10,00 — 6,00
CPPCTO022 '13-5 12-5 12-4 21-6 17-4 11-5 13,83 — 4,83
CPPCTO30 '11-5 11-4 8-4 22 -5 14 -7 9-6 11,83 - 5,67
CPPCTO033 |8-2 10-3 8-4 12-5 14-5 8-6 9,67 -5,33
CPPCTO034 1 9-2 9-3 5-3 13-3 11-2 7-4 8,33 -3.33

MAOI4a |3-2 7-2 5-2 8-4 6-3 5-2 5.67—2.50

MA040a 10-3 10-3 6-3 13-5 14-4 5-4 8.00-4.,00
UDP96-018 |1-1 5-1 -1 8- 1 9-3 2.1 400-133
UDP-97402  8-2 8-4 11-4 14 -5 10 -8 9-6 10,33 - 5,83
UDP-98409 17-6 15-5 12-5 24 -7 17-6 10-7 13,83 - 6,50
UDP-98412 6-4 13-5 7-5 13-7 16 -5 5-5 8,50 —5.,33

Moyenne 7,84 -3.44 9,48 -3.84 7.20-3.80 13.60-4.,60 12,40-4.96 6.56—-4.36

Les cellules colorées correspondent aux alleles particulierement présents dans un groupe géographique, par
rapport a l'ensemble des accessions.

Le choix de marqueurs microsatellites couvrant l'ensemble du génome (Figure 3) semble
avoir une importance dans la ségrégation des accessions en fonction de leurs différences de profils.
En effet, les marqueurs correspondant aux alléles « spécifiques » mis en évidence dans le tableau 7
sont répartis sur les huit groupes de liaison de la carte de référence du génome des espéces du genre
Prunus. Le groupe de liaison comportant le plus d'all¢les spécifiques est le groupe 6, qui est aussi le
groupe de liaison qui porte le plus de marqueurs utilisés dans cette étude (7). De plus, six des
marqueurs identifiés comme étant les plus polymorphes (BPPCT004, BPPCTO038, AMPAL116,
UDP98-409, UDP97-402, CPPCT030) (Tableau 11) sont situés sur les groupes de liaison G2, G4,
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G5, G6, G8. Les marqueurs identifiés comme étant les moins polymorphes (UDP96-018, AMPA119,
BPPCTO001, MAO14a) sont situés sur les groupes de liaison G1, G2, G3, G6.

Ces positionnements ne permettent pas de considérer quun groupe de liaison est plus informatif
qu'un autre, le fait d'utiliser des marqueurs couvrant l'ensemble du génome permet donc une
représentation plus fidele de la diversité génétique des accessions étudiées.
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5.1.6 Diversité variétale

Les 25 marqueurs microsatellites utilisés permettent, comme le montrent les résultats
précédents, d'identifier la plupart des accessions analysées, si elles présentent des différences
suffisamment importantes. Concernant les accessions trés proches, on peut se demander si ces
marqueurs sont suffisants, notamment si les accessions identifiées comme des synonymes ne
présentent pas des différences qu'on ne peut détecter ici. L'ajout d'autres marqueurs permettrait peut
étre de mettre en évidence d'éventuelles nouvelles différences. De méme, on peut se demander si les
accessions présentant des profils génétiques trés proches sont réellement différentes. En d'autres
termes, a partir de combien de différences alléliques peut-on dire que deux accessions sont
distinctes ? Cette question du seuil a considérer est essentielle pour les aspects d'identification
variétale. Ceci étant ce questionnement relatif aux accessions proches doit étre rapproché et ne peut
étre objectivement analysé qu’avec les variétés ayant fait 1’objet d’une épreuve DHS qui permet de
mesurer ’existence d’une distance phénotypique suffisante pour considérer des accessions comme
identiques ou différentes.

I1 faut également insister sur le fait que les marqueurs génétique n’ont pas, pour le moment, vocation
a se substituer aux caractéres phénotypiques fixés dans le cadre des descripteurs OCVV et UPOV
pour l'identification variétale. Les critéres phénotypiques (basés sur des caractéres morphologiques,
agronomiques et physiologiques) sont essentiels et les seuls réglementairement reconnus pour
déterminer 1'identité d'une accession et pour éventuellement la différencier d'une autre.

Environ 90 accessions sont évaluées comme ayant un profil génétique identique ou extrémement
proche d'une ou plusieurs autres accessions (en dehors des doublons, c'est-a-dire des accessions au
profil identique portant le méme nom).

e Parmi elles, 5 sont des mutants et leurs variétés de référence : Boutard est une variété
mutante de Bergeron, qui devient mature avec un mois de décalage. Bergecot est un autre
mutant de Bergeron, et ne peut étre différencié de Boutard par les critéres morphologiques et
physiologiques. Priboto est un mutant de Goldrich a maturité tardive. Il n'est pas surprenant
que ces mutants aient un profil trés proche de leur variété de référence, leurs différences tous
critéres confondus étant tres faibles.

* 6 accessions sont en faits des démarques et leurs variétés de référence, c'est-a-dire qu'elles
appartiennent a la méme variété sous des noms différents. Blarou et Chrisgold sont ainsi des
démarques de Bhart, et Orangered en est un nom commercial. Il est logique 1a encore de
retrouver des profils génétiques identiques chez ces accessions.

* En revanche, environ 80 accessions sont sensées étre des variétés distinctes, et ont un profil
génétique identique a une autre. Dans ce cas, soit ces accessions sont effectivement distinctes,
et les marqueurs microsatellites utilisés ne sont pas suffisant pour détecter leurs différences ;
soit elles sont identiques, et des noms différents désignent en fait la méme variété. A titre
d'exemple, les variétés Pazza et Farely présentent des profils génétiques strictement
identiques. Toutefois, dans la plupart des cas, ces variétés sont issues de collections
différentes. Il va donc étre particulicrement important de les comparer a [’aide des
descripteurs OCVV-UPOV afin de statuer sur leur distinction avant d’aller plus avant dans la
décision.

Concernant la gestion des collections, 1'identification des accessions est une étape essentielle.
Elle permet d'avoir des informations pour décider ou non de ne pas conserver certaines accessions,
notamment les doublons et les variétés trés proches. Aprés analyse de I’ensemble des observations
collectées, il pourra étre envisagé de définir des « core collections » par pays et pour 1’espece.
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5.2 Structure phylogéographique des accessions patrimoniales

5.2.1 Analyses factorielles des correspondances

5.2.1.1 AFC concernant les accessions patrimoniales

Cette AFC concerne uniquement les variétés patrimoniales et issues de prospections. Les accessions
sont catégorisées par pays d'origine (Figure 6a et 6b) et par zone géographique d'origine (Figure 7).
On observe que la diversité allélique s’exprime par un continuum qui suit un axe géographique Est —
Ouest.

Les accessions en provenance d’Asie centrale et d’Asie de I’Est (Japon, Chine et ex-URSS) sont tres
différentes des populations Euro-méditerranéennes. Elles expriment clairement une diversité
allélique tres structurée ou les accessions Japonaises sont trés différentes des accessions Chinoises,
ce qui pourrait suggérer des voies de diversification distinctes. Il pourrait en étre de méme pour les
accessions issues d’Ex-URSS mais leur effectif devra é&tre consolidé pour permettre une
interprétation pertinente.

L'extrémité¢ Ouest, trés compacte, regroupe les accessions originaires d'Algérie, du Maroc, de
Tunisie, d'Espagne, puis d'Italie et de France (Figure 6a et 6b). Toutefois un examen par zone
géographique (Figure 7) traduit I’existence de 2 groupes distincts dans la zone Euro-
méditerranéenne.

5.2.1.2 Comparaison avec les accessions issues d'amélioration

Cette deuxieme AFC regroupe toutes les accessions ¢tudiées (Figure 8), ce qui consiste en un ajout
des accessions hybrides par rapport a la premi¢re AFC. Les accessions sont catégorisées par nature :
variétés patrimoniales, prospections et hybrides. La Figure 8 représente un focus sur la zone Euro-
méditerranéenne qui concentre toutes les variétés améliorées. Nous pouvons constater que les
accessions hybrides épousent I’extrémité « Ouest » du graphe, et restent profondément ancrées sur la
variabilité disponible au sein de la zone Euro-méditerranéenne.

Quelques hybrides sont en marge : Cegledi Bibor (Hongrie) ; Lejara (Rép. Tchéque) ; Mamaia
(Roumanie) ; Lednice 1 (Rép. Tcheque) ; Cacansko zlato (Serbie). Ces hybrides d'Europe de 1'Est
sont obtenus par incorporation de matériels génétiques issues d'Asie centrale.

De maniere globale, on observe que la diversité génétique des hybrides (en jaune) est loin de
recouvrir la diversité des accessions patrimoniales et issues de prospections (en rose et gris). Les
fonds améliorés explorent une partie trés réduite de la diversité de 1'espece.
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Figure 6a : AFC représentant les accessions patrimoniales et issues de prospections, et leurs pays d'origine (agrandissement de la zone encadrée en figure 6b)
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Figure 6b : Détail de I' AFC précédente, correspondant a la zone méditerranéenne
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5.2.2 Analyse Bayésienne de regroupement

L’analyse a été conduite sur la base de 673 accessions patrimoniales génétiquement
distinctes. La procédure d’Evanno (2005), qui permet d’évaluer le nombre probable K de clusters en
se basant sur le AK, montre que la structure génétique la plus représentative est obtenue pour K=2
(AK=53685) et K=4 (AK=13). Ces résultats sont parfaitement cohérents avec ceux obtenus par
Bourguiba et al. (2012b) lors de son ¢étude conduite sur un ensemble d’accessions Euro-
méditerranéennes.Pour K=2, les accessions d'Asie de 1'Est et une partie des accessions d'Amérique
et d'Asie centrale sont séparées des autres (autrement dit un pool constitu¢ d’une variabilité
génétique large, opposé a des sous-ensembles de variabilité réduite). Pour K=3, la plupart des
accessions d'Europe centrale sont séparées des accessions méditerranéennes (Europe et Maghreb). A
K=4, la moiti¢ des accessions d'Asie de I'Est sont placées dans un nouveau groupe, traduisant
I’existence de pools différents se différenciant a partir de la zone d’Asie centrale. Pour K=5, le
nouveau groupe défini ne contient pas suffisamment d'accessions pour que l'on consideére que la
structure génétique de l'abricotier soit mieux définie. Pour K=6, tous les groupes comptent un
nombre significatif d'accessions. Les groupes présents peuvent étre définis comme : un groupe
« Japon », un groupe « Bassin Méditerranéen Sud », un groupe « Bassin Méditerranéen Nord », un
groupe « Europe Centrale », un groupe « Chine et Asie centrale », et un groupe « Asie Centrale ».

Le nombre de groupes K=4 a été choisi comme définissant le mieux la structure génétique de
l'abricotier, sur la base du paramétre AK d’Evanno. Avec ce modele, les groupes obtenus sont les
suivants (Tableau 11 et Figure 9) :

* le cluster 1 « rouge » (114 accessions), compos¢ principalement de la moitié¢ des accessions
d’Asie centrale et la moitié des accessions d’Asie de I’Est (partie chinoise) ;

* le cluster 2 «rose» (54 accessions), qui rassemble principalement [’autre moiti¢ des
accessions d’Asie de I’Est (correspondant notamment a la partie japonaise);

* le cluster 3 «bleu» (404 accessions), composé principalement d’accessions du bassin
méditerranéen et d’Asie centrale ;

* le cluster 4 «jaune » (101 accessions), qui regroupe la plupart des accessions d’Europe
centrale, et certaines accessions d'Europe méditerranéenne.

L'étude de Bourguiba et al. (2012b), portait sur 207 accessions originaires du Maghreb, de France,
d'Espagne, d'Italie, d'Europe centrale, de Turquie et d'Iran. Le modele K=4 révélait dans cette étude
les clusters suivants :

* un cluster « bassin méditerranéen sud », formé principalement des accessions du Maghreb et

du sud de I'Espagne, correspondant a notre cluster « bassin méditerranéen sud », obtenu pour
K=6 ;

* un cluster «bassin méditerranéen nord », regroupant essentiellement des accessions de
France et d'Italie, coincidant avec notre cluster « bassin méditerranéen nord » obtenu pour
K=6 ;

Ces deux clusters sont inclus dans notre cluster 3 « bleu » obtenu pour K=4.
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* un cluster « diversité adaptative », regroupant des accessions d'Europe continentale, du sud
de la France et du sud de I'[talie, coincidant avec notre cluster 4 « jaune », obtenu pour K=4 ;

* un cluster « irano-caucasien », formé d'accessions originaires d'Iran et de Turquie, qui se
répartit entre nos clusters 3 « bleu » et 1 « rouge ».

L'¢largissement de la zone d'étude par 'apport d'accessions d'origines complémentaire montre
une concordance avec les résultats obtenus par Bourguiba et al. (2012b). Le modéle K=4 est estimé
dans les deux études comme étant le plus probable. Un nouveau cluster apparait dans notre étude,
composé¢ principalement d'accessions d'Asie de 1'Est (cluster 2 « rose »).

Les accessions américaines ont la particularité d'étre présentes dans les quatre groupes
définis : la moitié se trouve dans le cluster 3 « méditerranéen » (qui regroupe l'ensemble des
accessions maghrébines, la majorité des accessions d'Europe méditerranéenne, et la moitié des
accessions d'Europe centrale). Une part importante de ces accessions américaines se trouvent dans le
cluster 1, avec l'autre moitié des accessions d'Asie centrale, et les accessions chinoises d'Asie de
'Est. Enfin, dans une proportion moindre, on retrouve les accessions américaines restantes dans les
clusters 2 (cluster « japonais ») et le cluster 4 (cluster « central européen »). Cette particularité des
accessions américaines est sirement due au fait que ces accessions ne sont pas réellement
patrimoniales, mais dérivent de prospections d'origines diverses réalisées notamment en Asie
centrale et présentant une diversité importante.

Tableau 11 : Moyennes des probabilités d'affectation des accessions, triées par zone géographique d'origine, entre
les quatre groupes phylogéographiques définis par le programme STRUCTURE.

Cluster assigné

Zone géographique
d'origine

Amérique

Asie centrale

Asie de 1'Est

Europe centrale

Maghreb

Europe
méditerranéenne
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Figure 9 : Estimation de la structure de la population. Chaque individu est représenté par une ligne verticale segmentée en 4 parties colorées. Une partie correspond a
un cluster d'appartenance déterminé par le programme STRUCTURE. Cette illustration a été obtenue par le logiciel DISTRUCT (Rosenberg, 2004), a partir des
résultats du programme STRUCTURE.
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On considére qu’une accession est assignée a un cluster quand sa probabilité d’appartenance a se
cluster est supérieure a 0.70. Lorsque cette probabilité d'affectation est plus faible, les accessions
sont considérées en « admixture » : le génotype provient alors de recombinaisons entre plusieurs
clusters. Au total, 601 accessions sur 777 (parmi les accessions patrimoniales et issues de
prospections) sont clairement assignées, affectées a des clusters (probabilité d’assignation supérieure
a 0.70). Les 176 accessions restantes sont en « admixture ». On trouve 52 % d'accessions en
admixture pour I'Europe de 1'Est (17/33), 44 % pour 1'Amérique (15/34), 30 % pour 1'Asie centrale
(50/166), 24 % pour I'Europe méditerranéenne (56/229), 14 % pour le Maghreb (29/214), et 11 %
pour 1'Asie de I'Est (6/56).

Si I’on représente les 4 clusters existant pour chaque pays d’origine, on peut observer plus
finement la structure génétique définie (Figures 10a et 10b) Les accessions en « admixture » ne sont
ici pas représentées. Le cluster 3 (bleu) a clairement une origine méditerranéenne. Il est prépondérant
au Maghreb et en Turquie, et trés présent en Europe méditerranéenne ; le cluster 4 (jaune) est présent
en ponctuellement dans tous les pays a 1'Ouest, mais est sur-représenté en Europe continentale ; le
cluster 1 (rouge) a une origine asiatique : il est largement majoritaire en Chine, Russie et Pakistan, et
se retrouve jusqu’en Turquie. Il est en revanche pratiquement absent en Europe et au Maghreb ; le
cluster 2 (rose) a une répartition particuliere. Il regroupe la plupart des accessions japonaises et se
retrouve également en France, Italie et Europe de 1’Est, mais semble absent en Asie centrale. On le
retrouve néanmoins dans cette zone géographique chez des accessions en admixture.
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G-

Figure 10a : Répartition des accessions européennes et maghrébines entre les quatre clusters (ou
populations)
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Figure 10b : Répartition des accessions asiatiques entre les quatre clusters (ou populations)

Cette structure phylogéographique semble soutenir I’hypothése d'une origine de I'espéce en
Asie Centrale ou nous observons un maximum de diversité allélique. Puis, l'espéce aurait diffusé
respectivement vers 1'Est et vers I'Ouest, et de ce fait aurait suivi deux voies de différenciation et de
spécialisation. L'arrivée de l'espéce dans le bassin méditerranéen se serait accompagnée d'une
diminution de la diversité en raison de sa domestication avec 2 verrous de domestication 1’un trés net
en zone méditerranéenne Sud caractérisé par une réduction drastique de diversité, 1’autre important
mais moins fort sur le continent Européen ot vont co-exister 3 groupes I’un commun avec I’ Afrique
du nord, un second spécifique de I’Europe du Nord auquel vont pouvoir se raccrocher toutes les
variétés traditionnellement adaptés en Europe centrale et un troisiéme groupe faiblement représenté
sinon en admixture en Turquie mais retrouvé en Asie de 1’Est.

Ces résultats sont partiellement compatibles avec les hypothéses émises par Bailey et Hough (1975)
ou Faust et al. (1998) qui privilégiaient I’hypothése Chinoise.
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L’examen de cette structure phylogéographique semble particulierement cohérent avec des ¢léments
phénotypiques disponibles et notamment :

* le cluster 1 (Bleu), Méditerranéen, est caractérisé par des cultivars principalement a faible
besoins en froid, bien adaptés en zone chaude mais non adaptés en zone froide,

* le cluster 4 (Jaune), Européen continental, est caractérisé par des variétés a forts besoins en
froid, bien adaptées en zones froide mais inadaptées en région chaude,

* le cluster 2 (Rose), Asie de I’Est, est caractérisé par des variétés au spectre d’adaptation large,
particuliérement sensibles aux pucerons et de piétre qualité gustatives,

IIs montrent notamment tout 1’intérét de I’exploitation d’une telle diversité dans le cadre de travaux
de génétique d’association.

Au plan génétique cette structuration phylogéographique est liée a la présence d’alléles
spécifiques a un cluster : ils sont présents chez une partie des accessions d'un cluster donné, mais
absents ou tres rares chez les accessions des autres clusters. Le tableau 12 rassemble les alleles a la
fois présents chez plus de 10 % des accessions d'un cluster donné, et rares chez tous les autres
clusters (présents a moins de 5 %).
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Tableau 12 : Alleles spécifiques pour chaque cluster

Présence de 1'alléle au sein de chaque cluster (en %)
marqueur allele — Cluster 4
AMPA 100 50 16,5 0,9 0 0
85 0 15,7 0 0
AMPA 101 50 4,5 0,9 2,4 25
90 4,9 55,6 0,3 0
AMPA 105 20 0 21,7 0 0
AMPA 109 100 45,5 0 1 0
250 0,5 25 0,1 0
AMPA 116 20 18,3 3,7 4,1 0
60 1.4 2,8 10,8 2,5
70 0,5 47,2 0,3 0
AMPA 119 50 0,5 46,3 1,1 0
BPPCT004 190 2,4 30,8 2,6 0
200 1 0 15,2 0
BPPCTO008 40 0 324 0,5 0
90 4,1 20,4 0 0
BPPCTO017 160 113 0 0 0
BPPCTO038 50 12,5 2 0,5 0
110 3.8 353 1,9 0
CPPCT022 90 4,9 2,9 14,2 0
CPPCT030 60 3,5 29,3 0,1 0
90 0 0 10,7 0
150 2 0 3.9 32,5
CPPCTO033 50 31,5 1.4 2,3 0
CPPCTO034 20 2,7 20,4 1 0
90 4,9 0 64,9 0
MAO040a 20 12,8 0 0,3 2,5
50 15,7 1.9 2,1 0
UDP96-018 28 0 10,2 0 0
45 1 11,1 1,1 0
UDP97-402 30 25 0,9 0.4 4,9
70 2,9 60,2 0,5 0
UDP98-409 20 17,9 0 3 0
25 3.1 12 0 0
180 0,5 0 3 34,7
UDP98-412 100 4.9 0 3.4 47,6
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6.Conclusion

L'analyse des profils génétiques de 1253 accessions d'abricotier fait apparaitre la faculté¢ des
marqueurs microsatellites a caractériser des variétés distinctes, en complément des criteres
morphologiques, physiologiques et agronomiques plus anciennement utilisés.

L'ensemble des résultats obtenus par l'analyse des paramétre de diversité génétique et par 1'analyse
Bayésienne tendent a montrer l'existence d'une véritable structuration phylogéographique de
l'abricotier a I'échelle mondiale. Cette structuration est cohérente avec celle précédemment établie a
I'échelle du Bassin Méditerranéen (Hagen et al. 2002, Khadari et al., 2006, Bourguiba et al., 2010,
2012a, 2012b). Elle met en évidence deux voies de différenciation de 1'espéce a partir de sa zone
géographique d'origine, 1'Asie centrale : une voie de différenciation vers I'Est, en direction de la
Chine de 1'Est et du Japon ; une deuxieme voie de différenciation vers I'Ouest, & destination de
I'Europe occidentale, en passant par 'Europe centrale et le Maghreb.

Une diminution de la diversité génétique de l'espece entre 1'Asie et le Bassin Méditerranéen a
¢galement ¢été mise en ¢évidence, caractéristique de l'effet « bottleneck » accompagnant la
domestication de l'espéce.

Une étude davantage focalisée sur la partie asiatique des ressources génétiques permettrait de
comprendre plus précisément les étapes de différenciation de I'abricotier du c6té Est. Il faudrait pour
cela de nouvelles accessions dont l'origine géographique précise est connue. L'incorporation
d'accessions de la sous-espéce Prunus mume (abricotier du Japon), originaire de Chine et importée
au Japon au VIII*™siécle, pourrait apporter un nouvel angle d'étude.

Parall¢lement, nous devons constater que les fonds améliorés sont loin de recouvrir l'ensemble de la
diversité observée. L'existence d'une diversité génétique importante en Asie mériterait €tre prise en
compte dans les programmes d'innovation variétale, toujours a la recherche de caracteres d'intérét a
intégrer dans les nouvelles variétés.
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