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La complexité du palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) caractérisée par sa dioicie, sa haute
hétérozygotie et sa croissance lente rend, aupamay, impossible la détermination du sexe de la
descendance d'un croisement au jeune age. Toutefoiles techniques des marqueurs moléculaires
fournissent des outils pour I'étude de ce mécanisnadin d’assister les programmes d’amélioration.

Dans cette étude, les marqueurs RAPD (Random Ampiifd Polymorphism DNA) ont été utilisés pour
I'identification du sexe chez 40 descendants de fifents croisements contrélés (20 méles et 20 fetes).
Aprés extraction de 'ADN a partir de jeunes folioks, I'utilisation de 27 amorces décanucléotidiquesur
les bulks des males et des femelles a permis dees@ibnner 25 % des amorces pour leur capacité de
détection du polymorphisme entre les deux bulks. Paa suite, ces amorces ont été testées chez les
individus males et femelles séparément. Cependatiginalyse des profils RAPD individuels a montré ue
distribution aléatoire de la présence de la bande marqueur » chez les deux sexes.

La technique RAPD peut étre adoptée comme un outilour I'identification du sexe au jeune age pour ua
économie de moyens et une réduction des superficexgpérimentales.
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Introduction

Le palmier dattier constitue la principale compdsaiu systéme oasien avec une superficie totalevidan 44
000 Ha correspondant a environ 4 430 000 palmiiDRPM, 1998). Cette espéce joue a la fois un role
économique grace a la production des dattes quititoent la base de I'alimentation humaine et atemet un
role écologique puisqu’elle confére sa structufeasis

Par ailleurs, le systéme oasien est menacé paefision d’une grave maladie, le bayoud, dont 'agensal est
un champignon du soFusarium oxysporurfisp. albedinis qui aurait entrainé depuis le début du siécle, un
perte de prés de dix millions de palmiers dattegra disparition de certaines variétés de tresehqualité dont
Berni et Idrar. Le seul moyen de lutte contre cettdadie reste la sélection ou la création devansi résistants
et producteurs de fruits de grande valeur marchandereconstituer les palmeraies marocaines.

Etant donné que le palmier dattier est une espé@npe, il n’entre en production qu’aprés plusieumsées et
par conséquent les données sur sa performancenhalisponibles que lorsqu'il atteint 'adge de protion.
Ajoutant qu'il est dioique, donc aprés la réalisatd’'un croisement entre une variété femelle eimite, la
moitié de la descendance F1 est constituée de malegproductifs, la datte constitue le produit fifdour
résoudre ce probleme, I'application des marquewkcnlaires dans le programme des croisements&éstr
pour l'identification précoce du sexe de la desegieé aidera a obtenir des résultats a court terme.

Vu les codts élevés de I'expérimentation, I'idenéfion du sexe au jeune age par I'utilisation @ehniques de
biologie moléculaire s'avere nécessaire pour len gié temps, I'’économie de moyens et la réduction de
superficies expérimentales.

Dans notre étude, nous avons utilisé un certaimbne de techniques moléculaires (PCR : Réaction de
polymérisation en chaine ; RAPD : polymorphismefrdgments d’ADN amplifiés par PCR) dans le but de
trouver des marqueurs moléculaires liés au détésmandu sexe chez le palmier dattier.
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Matériel et méthodes

1. Matériel végétal

L’étude a porté sur 40 palmiers descendants Fx idswcroisements dirigés dont 20 méles et 20 femelles
échantillons ont été apportés du Domaine Expériahatd I'Institut National de la Recherche Agronougc
Zagora sous forme de jeunes folioles.

2. Extraction et purification de I'’ADN total

La méthode utilisée pour I'extraction d’ADN totad mécessite pas l'utilisation de I'’Azote liquidété mise au
point au laboratoire dans la mesure ol nous neiposipas disposer d’Azote liquide de maniéere régeli
(MEDRAOUI, 2000 ; QACIF, 2003).

3. Amplification de fragments aléatoires d’ADN (RAMD)

La quantité de 10 pl de chaque extrait d’ADN diwévenant de 20 individus méles et de 20 individuselles
ont été rassemblés pour constituer deux solutioddamges d’ADN " bulk"” a (10 ng/ul) chacune
(respectivement " bulk' " et" bulk®").

Les solutions d’ADN sont diluées a 10 ng/ul. Leactéons d’amplification ont été effectuées par nodude 50
ul contenant du tampon B sans MgClI2 (10 x), MgQR inhM), dNTP

(2 mM), 2.5 uM de primer, 25 ng d’ADN correspontanx individus ou aux "pools" et

1 unité de Taq polymérase. Le tout est recouverd@@l d’huile minérale pour éviter toute évapamatiUn
témoin sans ADN est réalisé lors de chaque marnipaolaour révéler d’éventuelles contaminations IpEDN
exogene.

Les amplifications ont été réalisées dans un theynier (Equibio ThermoJet, Eurogentec)

4. Electrophorése des fragments d’ADN amplifiés

Les produits d’amplification ont été séparés sugelnvertical de polyacrylamide a 7%. La migratganfait dans
le tampon TBE 1x (Tris : 89 mM ; acide borique :r@8M ; EDTA : 2 mM). Aprés électrophorése des AD&§ |
gels sont colorés avec le nitrate d’Argent et iévélelon BASSAM et al. en 1993.

Résultats et discussion

1. Analyse des profils RAPD

Deux mélanges ont été préparés, I'un constituéAdeN de 20 individus males (bulk male) et 'autresdADN

de 20 individus femelles (bulk femelle). Les deuxlamges ont été analysés a l'aide de 27 amorces
décanucléaotidiques sous les conditions d’amplificaprésentées dans la partie Matériel et Méthadiesde
cribler des amorces donnant des fragments dan&t’pas dans l'autre.

Environ 25 % des amorces testées ont généré ympgdhisme entre les deux bulks. Ainsi, les amorces
(OPA02, OPAQ7, OPB17, OPEO4, OPE11, OPE16, OPEI¢wélé des fragments RAPD polymorphes entre
les deux bulks (Figurel). Si ces bandes correspunaedes marqueurs liés au déterminisme du sebes el
devraient étre présentes soit dans les profilsindigidus males (marqueurs RAPD liés au sexe malei}
exclusivement chez les individus femelles (margsidiés au sexe femelle). Par la suite, ces sept@nont été
testées chez les individus méles et femelleséémmt.
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Amorces
E11 E9 EA4 B2 B18 B12 B1 A1 A8 A2
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Figure 1 : Exemple de Profil RAPD sur gel de potylmide obtenu a partir d’ADN de folioles du
palmier dattier (butk etQ) amplifiés avec les amorces E11, E9, E4, B2®,®12, B1, A15, A8
et A2. M: marqueur du poids molaae de 'ADN du phage\ digéré par Hindlll

T: correspond au témoin sans ADNrit&

2. Analyse d’'un exemple de profil RAPD généré pafdmorce A02

L'analyse comparée des profils RAPD obtenus apdes pools male et femelle a montré la présenaped’
bande située entre 2027 et 564 pb uniquement ddhsilk" femelle.

Par la suite, I'ADN total des 20 individus males26tindividus femelles a été amplifié séparémenprsence

de la méme amorce OPAO02 (figure 2). Cependant,eamarque la présence de la bande "marqueur" dans la
majorité des profils des individus analysés ( matfemelles).

Ainsi, I'analyse des profils RAPD individuels moatune distribution aléatoire de la présence

de la bande aussi bien chez les individus méaledeqelles.

Par conséquent le polymorphisme généré par 'amdd@ene peut pas étre di a une différence enggéneme

male et femelle. Il peut étre di probablement ahangement dans les paramétres de fixation det@rentre

les ADN individuels et les ADN des "bulks"
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Figure 2: Profil RAPD sur gel de polyacrylamide obenu par amplification d’ADN des 10 males et 10
femelles du palmier dattier avec I'amorce A02.
M: marqueur du poids moléculaire de I'ADN du phage A digéré par HindllI

Sur ce, nous avons utilisé une approche similaieeBSA " Bulked Segregant Analysis " pour recherahn ou
plusieurs marqueurs liés au déterminisme du sese lehpalmier dattier.

Le principe de la BSA est de rassembler 'ADN dedividus de phénotypes extrémes sous forme de [§6pls
.Ceci dans le but de rechercher des marqueurs ligrs caractére donné dans une population en séigrega
partir d’'un croisement unique entre des parentistaguant par le caractere en question (lignéegdniques).
Ainsi, des "bulks" male ou femelle sont constitugsr I'ensemble de 27 amorces décanucléotidigubsées,
seules OPA02, OPAQ7, OPB17, OPE04, OPE11, OPE1B1®Bnt permis d’observer du polymorphisme.

A titre de comparaison, I'application de la BSA ermpis a MICHELMORE et al. (1991) d'identifier trois
marqueurs liés a la résistance au mildiou cheaitad en criblant des "bulks" résistant et sensivlec 100
oligonucléotides arbitraires. PELSY et MERDINOGLILRQ6) ont testé 160 amorces décanucléotidiques pour
identifier des marqueurs RAPD liés a la résistancehizomania chez la bettrave a sucre. En utilisEaméme
approche, Di Stilio et al. (1998) ont identifié nmarqueur RAPD lié au sexe ch8H#ene dioica. Une étude
similaire a été effectuée chez une autre espedqudio la noix de muscade ( K.N. GANESHAIAH et aD2a}
Ces auteurs ont identifié un marqueur spécifiquefdmelles (416 bp de long) suggérant ainsi guerizelle
peut étre hétérogamétique.

Conclusion

Le palmier dattier revét une grande importance égcogue et socio-écologique dans les zones présatesridu
Maroc. Cependant, depuis la fin du siécle dercieite importante ressource génétique est expo&gtague du
Bayoud. La sélection de clones résistants a ladiakt de bonne qualité dattiere reste I'un desensyle lutte
les plus prometteux.
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Compte tenu de la nature biologique du palmierietafCycle long, discrimination tardive des piedéles et
femelles) nous nous sommes intéressés a I'étuden@equeurs moléculaires de type RAPD ( vue leur
simplicité) pour l'identification précoce du sexe.

Comme conclusion a ce travail nous avons pu iretergui suit :

» L’application de la "BSA" ne nous a pas permise&t@ade de notre étude d’arriver a isoler un manque
spécifigue au caractére "sexe". Toutefois, les lt@suobtenus avec les amorces testées semblent
prometteurs et méritent d'étre approfondis.

* Nécessité de tester les amorces sélectionnéea destendance compléte du croisement en vérifiant |
reproductibilité des résultats obtenus.

e Poursuivre l'analyse comparée des profils RAPD mé&¢ femelles en testant d’autres amorces
décanucléotidiques.

e Possibilité d'utiliser La techniqgue RAPD pour I'iatéfication du sexe au jeune age pour une économie
de moyens et une réduction des superficies expataiess.

En perspectives, nous envisageons approfondirdééten utilisant les marqueurs RAPD sur un échantill
beaucoup plus représentatif de descendants avéisdtion d'un nombre plus grand d’amorces afinpdeivoir
identifier des marqueurs du sexe.
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