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Résumé

Trois populations naturelles Afriplex halimus, situées dans trois contextes climatiques différents, ont été analysées a l'aide
des caractéristiques foliaires (surfagerapport foliaires, largeur moyenne desuifles et rapport feuilles sur rameaux) et
des marqueurs isoenzymatiques. L'étude a montré I'existence d’une variabilité phénotypique hautement significative, qui est
d’autant plus importante que les populations sont éloignées géographiquement et situées dans des climats différents. Le caracte
graduel de cette variabilité nyanologique, le long d'umgradient climatique, indique qu'il agit d’'une différenciation clinale.
D’autre part, des clones obtenus a partir de boutures semi-ligneuses prélevées au niveau de chaque population et placés dans t
parcelle commune ont maintenu les mémes caractéristiques foliaires que les populations sources, suggérant I'existence d’ur
base génétique a cette variabilité. L'étude de quatre systéemes isoenzymatiques confirme I'existence de cette variabilité. Ainsi
le pourcentage de locus polymorphéy (le taux d’hétérozygote théoriquel€) et le nombre moyen d’alléles par locus$)(ont
été estimés respectivement a 77,52 %, 0,319 et 1,99. L'indice de diversité génesguebtenu est de 0,08%our citer cet
article: A. Abbad et al., C. R. Biologies 327 (2004).
0 2004 Académie des sciences. Publié par Elsevier SAS. Tous droits réservés.

Abstract

Phenotypicand genetic variability of threenatural populationsof Atriplex halimus. Three natural populations étriplex
halimus, located in three different climatic contexts, were studiedgifeaf characteristics (leaf area, leaf length-to-maximum-
width ratio, average width of the leaves and leave-to-branch ratio) and isoenzymatic markers. The study showed the existence o
a highly significanphenotypical variability. This variability is all the moregsiificant, as populations areggraphically distant
and located in different climates. Theagiual character of this mphological variability, ong a climatic gradient, indicates
that it is almost a clinal di#frentiation. Clones obained from semi-woody cuttings taken on the level of each population and
placed in a common parcel have maintained the same leaf characteristics as the population sources, suggesting the genetic orig
of this variability. The study of four isoenzymatic systems confirms the existence of this variability. Thus, the percentage of
polymorphic loci (P), the expected heterozygositil€) and the mean number of alleles per locd4s ére of 77.52%, 0.319,

* Auteur correspondant.
Adresse e-mail : abbad@ucam.ac.ma (A. Abbad).

1631-0691/$ — see front mattér 2004 Académie des sciences. Publié paetdier SAS. Tous droits réservés.
doi:10.1016/j.crvi.2004.01.005


http://

372 A. Abbad et al. / C. R. Biologies 327 (2004) 371-380

and 1.99, respectively. The genetic diversity indest) obtained is 0.089To citethisarticle: A. Abbad et al., C. R. Biologies
327 (2004).
0 2004 Académie des sciences. Publié par Elsevier SAS. Tous droits réservés.
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Abridged English version have presented the smallest leaf area and leaf length-
to-maximum-width ratio: the leaves are broader and
Atriplex halimus (Chenopodiacea) is a spontaneous, shorter, giving a generally ovate to obovate form and
perennial species of the arid and semi-arid Mediter- the leave-to-branch ratio is very low. The Marrakech
ranean regions. Owing to its ecological (reducing ero- population individuals showed intermediate values for
sion), energetic (filwood) and foddequalities A. hal- all the studied parameters. The gradual character of
imus is a choice shrub material for the rehabilitation this morphological variabilityalong this climatic gra-
of the degraded lands in arid and semi-arid areas. dient suggested a clinal differentiation. The clones of
The species is characterized by an important polymor- each population, placed in a common garden, have
phism. Few studies have been conducted until now on maintained the same leaf characteristics as the popula-
the evaluation of this polymorphism, which is nec- tion sources, suggesting a genetic fond of this variabil-
essary for a good management and valorisation. In ity. The study of the isoenzymatic markers confirmed
that way, an analysis was carried out on the pheno- this variability (P = 77.52%; He = 0.319; A = 1.99
typic and genetic variability of three natural popu- andFst =0.089).
lations of A. halimus located in three different cli-
matic contexts: semi-arid bioclimate (Sidi Bouzid in
the Safi region), arid bioclimate (Marrakech region) 1. Introduction
and Saharan bioclimate (Idelssen in the Ouarzazate re-
gion). In each populationntividuals were sampled A. halimus (Chenopodiaceae) est une espéce spon-
randomly with 28, 16, 16 individuals for the popula- tanée, pérenne des régions méditerranéennes arides et
tion of Sidi Bouzid, Idelssen and Marrakech, respec- semi-arides. L'espece présente une palatabilité et une
tively. The leaf areadF), the leaf length-to-maximum-  appétabilité trés satisfaisantes [1]. Riche en protéines
width ratio (RF), the average width of the lealn() brutes, elle constitue une source importante pour le
and the leaves to branches ratib/R) were deter- cheptel en matiére azotée, essentiellement en période
mined. The same data were analysed on three-year-oldde disette [2,3]. Dotée d’'une biomasse aérienne et ra-
clones resulting from semi-woody cuttings taken from cinaire assez importante, elle constitue un outil effi-
the three natural populations and placed in a common cace et relativement peu codteux dans la lutte contre
garden in Marrakech. The genetic variability was eval- I'érosion et la désertification et dans la réhabilitation
uated by an isoenzymatic analysis with four systems des terres dégradées [4—6]. Ces caractéristiques font

on 36 seedlings for each population. deA. halimusune excellente espece pour la réhabilita-
The study showed a highly significant phenotypi- tion des zones dégradées pastorales.
cal variability between individuals of the three stud- A. halimus a été souvent citée comme une es-

ied populations. This variability is all the more sig- pece trés polymorphe [1,7,8], probablement en rela-
nificant as the populations are distant geographically tion avec sa grande amplitude écologique et a sa re-
and located in different climates. The Sidi Bouzid production allogame dominante [9]. Cependant, peu
population individuals showed the highest leaf area d'études ont porté jusqu’a présent sur I'évaluation de
and leaf length-to maximum-width ratio. Their leaves ce polymorphisme, donnée nécessaire pour sa bonne
were longer and less broad, giving a typically lance- gestion et sa valorisation. Le présent travail consti-
olate form. The leave-to-branch ratio was also higher. tue une contribution & I'étude de cette variabilité.
For the population of Idelssen station, the individuals Nous donc avons étudié le polymorphisme phénoty-
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Fig. 1. Situation géographique deat®ons des populations naturelle#dhalimus échantillonnéesll).

pique et génétique de trois populations naturelles choi- de Sidi Bouzid, située dans la région de Safi, a climat
sies dans trois contextes climatiques différents : semi- semi-aride, de la station de 'Oudaya, dans la région
aride, aride et saharien (Sidi Bouzid dans la région de de Marrakech, a climat aride, et de la station d’'ldels-
Safi, région de Marrakech et Idelssen dans la région sen, dans la région de Ouarzazate, a climat saharien
de Ouarzazate). Dans liéte phénotypiqud’intérét (Fig. 1).
s’est porté essentiellement sur 'aspect morphologique  Dans le but d’évaluer la variabilité morphologique
des feuilles et sur 'importance de leur développement, de ces populations, nous avons pris au hasard 28 in-
compte tenu de leur contribution & I'expression phéno- dividus dans la station Sidi Bouzid (Safi), 16 indivi-
typique et & la valeur fourragére de I'individu [10,11]. dus dans la station de I'Oudaya (Marrakech) et 16 in-
dividus dans la station de ldelssen (Ouarzazate). Sur
chaque pied, 20 rameaux feuillus (des deux dernieres

2. Matériel et méthodes années), d’orientations différentes, ont été prélevés.
Ces rameaux ont été enroulés dans des bandes de jute
Les populations dA. halimus étudiées ont été choi- imbibées d’eau et placés dans des glaciaires afin de

sies dans trois localités (stations) différentes, retenuesmaintenir I'état hydraté des feuilles et des rameaux.
suivant un gradient d’aridité croissant et selon un axe En laboratoire, la surface foliaireSf), le rapport de
d’orientation nord-ouest—sud-est. Il s’agit de la station la longueur de la feuille sur sa largeur maximd®Re (
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rapport foliaire) et la largeur moyenne des feuillles)( grammes ainsi obtenus ont été examinés par deux lec-
ont été déterminés. Ces données ont été obtenues deurs indépendants et leurs résultats ont été confron-
l'aide d’'un planimétre (Portable Area Meter, LI-COR tés. Les individus ayant présenté des difficultés de
Inc., USA). Le rapport du poids sec moyen des feuilles lecture ont été soumis a une nouvelle électrophoréese.
sur le poids sec moyen des rameaux correspondantsPour I'analyse génétique, seules ont été pris en consi-
(F/R) a été également déterminé pour chaque indi- dération les révélations jugées satisfaisantes. Ainsi,
vidu. Ces paramétres ont été extraits des études mor-sur un total de 72 alléles révélés par locus et par
phométriques réalisées sur des especes du genre Atripopulation, I'analyse génétique a été faite sur une
plex [12-14]. moyenne de 62, 58 et 54 alléles par locus, pour les
Afin d’évaluer le fondement génétique de cette va- populations de Marrakech, d’ldelssen (Ouarzazate) et
riabilité morphologique, deboutures semi-ligneuses de Sidi Bouzid (Safi), respectivement. La variabilité
ont été prélevées au niveau de chaque population pen-génétique de chaque population a été appréciée par
dant le mois de mars 1999. Le choix des boutures a étéles paramétres suivants : le nombre moyen d'alléles
fait dans I'objectif de conserver I'identité génétique de par locus, qui exprime la richesse allélique des lo-
chaque population [10]. Aprés pré-traitement a I'acide cus (A = nombre d’allélegnombre de locus), la pro-
indole butyrique (AIB & 4 gt1), les boutures ont ét¢  portion de locus polymorphe®(= nombre de locus
placées dans une serre a I'lnra (Institut national de re- polymorphegnombre total de locus) et le taux d’hété-
cherche agronomique) de Marrakech pour une phaserozygotie théorique, qui renseigne sur les fréquences
de rhizogenése. Aprés deux mois, les jeunes plantulesalléliques des locudHe=1/L[ X (1 — aniz)], oulL
ont été transplantées dans des sachets en polyéthylénest le nombre de locus, le nombre d’alléles ep la
contenant du sable et du terreau (2 v/v) et placées  fréquence de I'allél¢). La diversité génétique inter- et
dans une ombriére pour une phase d’acclimatation. Au intra-populations a été évaluée par les indieess Fit
mois de septembre de la méme année, les jeunes plantet Fst de Wright [16]. Les données ont été analysées a
ont été transplantés au hasard dans une parcelle améFaide du logiciel Popgene version 1.31 [17].
nagée ala faculté des sciences Semlalia de Marrakech.
Aprés trois années de mise en place (au mois de sep—3 Résultats
tembre de 'année 2002), deux rameaux émergeants de™
la base de chaque arbuste (clones) ont été préleves, se3 1. varjabilité phénotypique
lon les quatre orientations cardinales. Sur I'ensemble
des rameaux, nous avons détermin&fa RF, Im et Les individus des trois populations ont montré une
le rapportF/R. Les données morphologiques ont fait variabilité phénotypique trés importante. Les effets de
I'objet d’une analyse de variance (ANOVA). Les ana- I'origine géographique (station) de I'arbuste et des in-
lyses statistiques ont été réalisées a I'aide du logiciel teractions (originex arbuste), obtenus par analyse de
SPSS Windows 6.0.1A¢vanced Statistics). variance des paramétres foliaires mesurés, sont hau-
Pour I'étude de la variabilité génétique, 36 graines tement significatifs £ < 0,001 ; Tableau 1). Au ni-
par population, prélevées au hasard, ont été misesveau de la population de Sidi Bouzid, les individus
en germination dans une ombriére. Les feuilles des ont montré en moyenne la surface et le rapport foliaire
jeunes semis ont été par la suite prélevées pour uneles plus élevés (Tableau 2) : feuilles plus longues et
analyse électrophorétique. Quatre systémes isoenzy-moins larges, donnant une forme typiquement lancéo-
matiques constituant des marqueurs neutres ont étéée, avec un rapport feuilles sur rameaux qui exprime
utilisés : L-alanine aminopeptidase (Aap);leucine un développement foliaire trés important (Tableau 3).
aminopeptidase (Lap), glutamate oxaloacétate trans-Pour la population de la station de Idelssen (station sa-
aminase (Got) et shikimate déhydrogénase (Skdh). harienne), les individus ont présenté, en moyenne, la
Les méthodes d’extraction et d'électrophorese utili- surface et le rapport foliaire les plus faibles : feuilles
sées ont été celles développées par [9,15]. Neuf locusplus larges et moins longues, donnant une forme géné-
(Lap-1, Lap-2, Got-1, Got-2, Skdh-1, Skdh-2, Aap-1, ralement ovale a obovale, dont le rapport feuilles sur
Aap-2, Aap-3) ont été révélés (Tableau 4). Afin de rameaux est trés faible. Les individus de la population
minimiser les erreurs de lecture des gels, les zymo- de Marrakech ont présenté des valeurs intermédiaires.
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Tableau 1
Résultats de I'analyse de la variance des pat@séoliaires de trois populations naturelles\.dhalimus (a) et de leurs clones placés dans une
parcelle commune (b)

Source de variation F

ddl 5= RF Lm
(a) Populations
Origine 2 23626™" 28111 24,05™"
Arbuste 27 127 4,38™ 471"
Origine x arbuste 30 BI™ 4,45™ 4.71™
(b) Clones
Origine 2 40624 14834™ 4185™
Arbuste 44 B4™ 7,29™ 377
Origine x arbuste 88 37 6,46™" 4,019™

ddl : degré de liberté S : surface foliaire RF : rapport foliaire ;im: largeur moyenne des feuilles.

Hkk

probabilité significative & < 0,001.

Tableau 2

Parameétres foliaires moyens weis populations naturelles Al halimus (a) et de leurs clones, placés dans une parcelle comnine (
SF (cm) RF Lm (cm)

(a) Populations

Sidi Bouzid (Safi) 142+ 0,61la 2,268+ 0,41a 0,628+ 0,145a

Marrakech 100+ 0,29b 2,00+ 0,29b 0,639+ 0,12a

Idelssen (Ouarzazate) ,958+ 0,35b 1,55+ 0,399c 0,57+ 0,08b

(b) Clones

Sidi Bouzid (Safi) 3B2+0,71a 1,9+0,23a 1,139+ 0,29a

Marrakech 3438+ 0,631b 1,76+0,24b 1,187+ 0,15b

Idelssen (Ouarzazate) ,MB+0,25¢ 1,42+ 0,23c 0,9+0,14c

Les valeurs de la méme colonne d’'un méme facteur (populations ou clreesjles mémes lettres ne sont pas significativement différentes au
seuil de 5%SF : surface foliaire RF : rapport foliaire,Im: largeur moyenne des feuilles.

Tableau 3
Rapport feuilles sur rameauk (R) au niveau de trois populations naturelles.dialimus et de leurs clones placés dans une parcelle commune

Rapport feuvilles sur rameauk (R)

Stations Popuaitions Clones

Sidi Bouzid (Safi) 0631+ 0,109a 1,17+0,317a
Marrakech 033+0,087b 0,73+ 0,3bc
Idelssen (Ouarzazate) ,AB+0,066¢C 0,69+ 0,206¢

Les valeurs de la méme colonne avec des mémes lettremhpas significativement différentes au seuil de 5 %.

Placés dans les mémes conditions, les clones dediaire, du rapport foliaire et du rapport feuilles sur ra-
trois populations ont montré également une varia- meaux les plus faibles, alors que les clones originaires
bilité tres importante des caractéres foliaires. Cette de la population de Sidi Bouzid (station semi-aride)
variabilité est liée de facon hautement significative ont présenté les valeurs les plus élevees. Les clones
(P <0,001) a I'origine géographique du matériel vé- originaires de la population de Marrakech ont montré
gétal, & l'arbuste et & leur interaction (Tableau 1). Bien des valeurs intermédias (Tableaux 2 et 3).
que les valeurs enregistrées soient relativement plus
importantes, les clones ont gardé les mémes caracté-3.2. Variabilitéisoenzymatique
ristiques foliaires que leurs populations sources. Ainsi,
les clones provenant de la population d’ldelssen (sta- Des exemples de zymogrammes pour les quatre
tion saharienne) ont présenté les valeurs de surface fo-systémes enzymatiques étudiés ainsi qu’un diagramme
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Fig. 2. Exemple de Zymogrammes des quatre systémes enzy-
matiques étudiés (glutamate oxaloacétate transaminase (GOT),
L-Leucine aminopeptidase (LAR);alanine aminopeptidase (AAP)

et shikimate désydrogénase (SKDH)).

synthétique des allozymes produits pour les locus ré-
vélés sont présentés dans les Figs. 2 et 3.

A I'exception du locusskdh-1 (locus monomorphe
pour les trois populations) et du loc@ot-1 (mono-
morphe pour les populations de I'Oudaya et de Sidi

Bouzid), les sept autres locus se sont révélés tres poly-

morphes (Tableaux 4 et 5). Le pourcentage moyen de
locus polymorphesK) obtenu pour les trois popula-

es 327 (2004) 371-380

Tableau 4
Fréquences alléliques de neuflisenzymatiques, déterminées pour
trois populations naturelles A’ halimus

Locus Populations

Oudaya Idelssen Sidi Bouzid

(Marrakech) (Ouarzazate) (Safi)
Lap-1
a 0000 Q139 Q000
b 1,000 Q778 0944
c 0,000 Q083 Q056
Lap-2
a 0500 0653 0656
b 0,500 0347 0344
Got-1
a 1,000 0806 1000
b 0,000 Q194 Q000
Got-2
a 0500 Q071 Q015
b 0,200 Q500 Q515
c 0,300 Q0429 Q470
Skdh-1

1,000 1000 1000
Skdh-2
a 0726 Q917 0691
b 0,274 Q083 Q309
Aap-1
a 0000 Q171 Q029
b 0,764 0629 Q471
c 0,236 Q200 Q500
Aap-2
a 0500 Q111 0250
b 0,500 0889 Q750
Aap-3
a 0500 0833 0456
b 0,500 Q167 Q544

Les alléles a, b et c ont été définis dans le sens inverse de la migration
des bandes.

rigue moyen Ke) a été évalué a 0,319. L'indice de
fixation F de Wright (Tableau 6) montre que, sur les
huit locus polymorphes, six ont un indice de fixation
treés faible FisetFit < 0). L'indice moyen de diversité
génétiqueest) observé a été de 0,089. Les valeurs de
Fst les plus élevées sont celles qui ont été détectées au
niveau des locu&ot-1, Got-2, Aap-1 etAap-2.

4. Discussion

tions étudiées a été estimé a 77,52 %, avec des maxima

pour la population d’'ldelssen (88,89%). Le nombre
moyen d’'alléles par locus varie entrerZ pour la po-
pulation de Marrakech et,22 pour la population de
Idelssen (Ouarzazate). Le tad’hétérozygotie théo-

Cette étude confirme I'existence, au sein de I'es-
péceA. halimus, d’'un grand polymorphisme (phéno-
typique et génétique) et d’'une différenciation qui est
d’autant plus importante que les populations sont éloi-
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Fig. 3. Diagramme synthétique des allozymes produits aanides locus des quatre sysés enzymatiques étudiés.

Tableau 5

Variabilité génétique de treipopulations naturelles A’ halimus étudiées, estimée a I'aide de neuf locus enzymatiques

Populations N A P (%) He Hop

Marrakech 62 1778(0,667) 66,67 0,3199(0,2505 0,5208(0,4846
Idelssen 58 222(0,667) 88,89 0,3178(0,1849 0,4123(0,2949
Sidi Bouzid 54 2000(0,707) 77,78 0,3217(0,2220 0,3383(0,3213
Moyenne 199 (0,679 77,52 0,319(0,219 0,4279(0,3706

A :nombre moyen d’alléles par locu®;: pourcentage de locus polymorphes au seuil de 95i&et Hy : hétérozygotie théorique et observée ;
N : moyenne par locus du nombre d’alleles révélés sur les 36 chdivdtudiés. Les erreurs standard sont données entre parentheses.

gnées géographiqguement et croissent sous un climatvironnement occupe une place trés importante. En ef-
différent. Ce résultat est comparable a celui obtenu, fet, parallélement au gradient d’aridité climatique, une
pour la méme espeéce, en Tunisie, pour des popula-réduction de la surface et de la densité foliaire a été
tions naturelles situées dans un axe d’orientation nord—relevée, donnée qui a été interprétée comme une adap-
sud [8] ainsi qu’'a ceux obtenus pour de nombreuses tation morphologique aux conditions d’aridité clima-
autres especes végetales [18—21]. Ces auteurs ont évotique chez plusieurs espéces végétales [22—-25]. Dans
qué la notion d’'écotypie pour ces populations natu- notre étude, la reproductibilité des caractéres morpho-
relles, morphologiquemet géographiqguement dis- logiques au niveau des clones des trois populations,
tinctes. Dans cette différenciation phénotypique, I'en- placés dans une parcelle commune, laisse supposer
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Tableau 6
Indices de diversité génétiqué de Wright) estimés sur neuf locus enzymatijael niveau de trois populations naturelleA.dialimus
Locus F de Wright

Fis Fit Fst
Lap-1 0,1792 Q2478 Q0836
Lap-2 —0,2559 —0,2280 Q0222
Got-1 —0,2414 —0,0693 01386
Got-2 -0,7182 —0,5210 Q1148
Sdh-2 —0,2428 -0,1721 Q0569
Aap-1 0,1294 Q1937 Q0739
Aap-2 —0,6058 —0,4026 Q1265
Aap-3 —0,4222 —0,2546 Q1177
Moyenne -0,325 —0,2079 Q089

Fis: indice de fixation intra-populationFit : indice de fixation total Fst : indice de différenciation inter-populations.

qu'il s’agit beaucoup plus d'une différenciation géné- Cette étude préliminaire a permis d’avancer quel-
tique que d'une plasticité phénotypique. En effet, plu- ques hypothéses sur la triple relation entre la varia-
sieurs auteurs ont rapgérque la variabilité phéno-  bilité phénotypique, le polymorphisme génétique et
typique causée par la plasticité est limitée par l'utili- I'amplitude écologique di. halimus. L'analyse géné-
sation de la parcelle commune [26-28]. Ceci permet tique et phénotypique d’'un réseau dense de popula-
de supposer que cette différenciation entre les trois tions le long de ce gradient climatique et I'étude des
populations est probablement induite par une pres- relations entre des marqueurs moléculaires (RAPD,
sion sélective de I'environnement en faveur de gé- AFLP, RFLP, ...) et des caractéres guantitatifs sélec-
notypes (phénotypes) adaptés aux conditions clima- tionnés (Qst) peuvent sans doute apporter des argu-
tigues locales. Cette hypothese a eté également émise@nents qui peuvent soutenir ou contredire ces hypo-
pour d’autres espéces animales et végétales présentarthéses.

une grande amplitude écologique [29-36]. Le carac-

tere graduel de la variabilité, observée suivant un gra-

dient climatique, suggére que cette différenciation est Remerciements

beaucoup plus de type clinale qu’écotypique. Notons

que le concept de cline est attribué généralementa des Ce travail s'inscrit dans le cadre du projet INCO
populations qui présentent des variations morpholo- (ERB 1C18 CT98 0390), financé par I'Union euro-
giques continues, en relation avec un changement en-péenne.

vironnemental le long d’un transect [37]. Cette varia-

tion clinale a été observée chez de nombreuses espéces
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