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PROJET GENETROP
RECHERCHES RELATIVES A LA DIVERSITE GENETIQUE DES PALMIERS  
 
De par son ancienneté, et son importance dans les grands écosystèmes primaires, le palmier présente une forte valeur écologique. Il en va de même d'un point de vue économique et social: le palmier est en effet le pilier de l’agriculture dans de nombreux pays, dont certains sont parmi les plus pauvres de la planète. Le projet Genetrop est un programme de recherches interdisciplinaires associant divers laboratoires en vue de la production de données génétiques et moléculaires, et de la mise en place de programmes d’amélioration génétique. Les recherches sont plus particulièrement orientées vers la caractérisation génétique du genre Phoenix, notamment dans les régions traditionnelles de phoeniciculture (Maghreb, Sahel et Moyen-Orient), ainsi que dans les régions d’introduction plus tardive (Italie, Pérou, Californie, Australie et Asie orientale). Le site italien de Sanremo participe à ces recherches avec le Projet Phoenix. Il propose la mise à disposition de ses ressources locales à l’usage des chercheurs, en terme de collections de palmiers comme de logistique. Les recherches menées sur le site italien sont conduites en étroite collaboration avec le laboratoire du CRA-FSO et le Centro Studi e Ricerche per le Palme (CSRP).
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 1. CONTRIBUTION À LA CARACTÉRISATION DES PALMIERS
Le Projet Genetrop participe d’un programme de prélèvements d’échantillons mené par plusieurs équipes de chercheurs. Il s’inscrit dans le cadre de travaux similaires consacrés aux palmiers (comme la diffusion de données d'intérêt général, l’harmonisation des procédures, la comparaison des résultats, les synergies entre instituts de recherche, etc.).
  

1.1 Mode opératoire
*) Prélèvements et conditionnement d’échantillons de feuilles

*) Extraction de l’ADN

*) Génotypage à l'aide marqueurs microsatellites

Nous avons utilisé des marqueurs moléculaires appelés microsatellites, communément employés pour la caractérisation génétique des plantes, des animaux et pour réaliser les empruntes génétiques humaines. Un premier jeu de 16 locus de ce type a été développé spécifiquement pour le palmier dattier en 2004 (Billotte et al. 2004). Des marqueurs supplémentaires ont été développés depuis.

Ces marqueurs sont codominants, c’est-à-dire qu’ils présentent deux allèles par individu à chaque locus, soit identiques (individu homozygote) soit différents (individu hétérozygote). Ces marqueurs sont extrêmement polymorphes, et leurs variations de composition et de fréquence alléliques permettent de caractériser finement la structure génétique des espèces.

L’échantillonnage actuel porte sur plusieurs centaines d'individus du genre Phoenix provenant d’Europe, d’Afrique, d'Amérique et d’Asie. 
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Environ 300 spécimens ont été analysés actuellement à Sanremo. Les nouveaux développements du génotypage concerneront :
*) une extension de l’échantillon local en direction de la palmeraie historique
*) l’affinage de l’analyse avec l’emploi de nouveaux marqueurs micro-satellites.



 Protocol for palm leaves sampling
M Ballardini (CRA-FSO)

 


 Arbre phylogénétique
JC Pintaud (IRD)



 Phoenix DB A data base for palm identification 
K Castillo



 Transferability of nuclear SSR markers from Phoenix dactylifera to Chamaerops humilis
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 2. LA DISTRIBUTION DU GENRE PHOENIX
 
Les recherches développées par l'Université de Montpellier (Centre de Bio-Archéologie et d’Ecologie - UMR 5059), en collaboration avec l'IRD et le CIRAD, s’articulent autour de trois axes : 
• l’archéogéographie, dans le but de modéliser la localisation des oasis et l’occupation du sol en domaine oasien ; • l’archéobotanique, afin de mieux connaître les productions et l’organisation des cultures dans les oasis et leur évolution au cours du temps au travers de l’étude des restes végétaux archéologiques ; • l’archéobiologie, basée sur la morphométrie et visant à mieux caractériser, identifier et interpréter les restes végétaux de Phoenix, principalement les graines. 

2.1 Histoire de la domestication du palmier
Du fait de l'importance de sa culture pour les régions méditerranéennes et orientales, le palmier-dattier occupe une place centrale dans les recherches en cours. L’origine de Phœnix dactylifera reste encore méconnue. Sa culture est attestée dès la naissance des grandes civilisations antiques, à la fin du Néolithique. L'un des foyers de sa domestication pourrait être la région du golfe persique. Il est cultivé dans le bassin méditerranéen pendant l’Antiquité. Au moyen-âge, il est aussi mis en culture en Europe, puis en Amérique à partir du 16ème siècle. Des isolats de taille réduite, mais d’un grand intérêt conservatoire, vont ainsi se constituer dans ces régions. L’histoire de la domestication du palmier-dattier déborde plus largement sur l’histoire de la distribution du genre Phoenix. Les palmiers de cette famille possèdent en effet la caractéristique de pouvoir s’hybrider entre eux. 

2.2 La recherche archéo-biologique
Les vestiges de dattier sont relativement fréquents sur les sites archéologiques, avec des bases de stipes, des rachis de palmes, des folioles et des fibres utilisés comme matériau, ainsi que des fruits et graines. On trouve même parfois des bases de dattiers en place. La graine est un matériel particulièrement abondant et le mieux conservé en contexte archéologique, sous forme desséchée ou carbonisée. De plus, faisant partie intégrante du fruit, la graine a certainement été affectée par les sélections humaines, dirigées principalement sur les qualités du fruit. Elle constitue donc un objet d’étude privilégié. Les travaux menés dans ce cadre visent à la mise au point d’un outil à la fois applicable à du matériel biologique et à du matériel archéologique.
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Le Centro Studi e Ricerche per le Palme de Sanremo participe à ces recherches avec la mise à disposition aux chercheurs des collections de palmiers de la région.




 De la diversité actuelle aux vestiges archéologiques du dattier : développement de l’analyse morphométrique des graines de dattes
Par C Newton, S Ivorra et JF Terral (CNRS)



 Le genre Phoenix: distribution et hybridation par M. Gros-Balthazard, JC Pintaud et S. Abdoulkader 
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 3. LES MENACES SUR LA DIVERSITÉ GÉNÉTIQUE DU PALMIER DATTIER
  

Dans les zones oasiennes, le palmier dattier (Phœnix dactylifera L.) permet la présence de nombreuses cultures vivrières qui lui sont associées. Malgré son importance économique considérable, il s’agit d’une espèce orpheline au regard des données moléculaires disponibles dans les bases de données et des outils pour la mise en œuvre de programmes d’amélioration génétique tels que la cartographie génétique. De plus, la diversité génétique de Phoenix dactylifera est menacée, de nos jours, par l’utilisation massive de cultivars destinés à la production industrielle de fruits à haute valeur commerciale (à l’exemple de Deglet Nour en Tunisie), au dépend des variétés de terroir. Les palmeraies de production connaissent par ailleurs de sérieux problèmes phytosanitaires (notamment le Bayoud, la maladie des feuilles cassantes et le charançon rouge). Ces menaces renforcent l’intérêt présenté par les cultures marginales de Phoenix dactylifera. Ces cultures sont toutefois elles aussi très fragilisées (avec l’abandon des cultures en Basse-Californie ou l’hybridation avec les Phoenix d’ornement dans la région méditerranéenne, par exemple).
 

3.1. Etude et conservation de la diversité génétique du palmier dattier
Pour limiter l’érosion génétique, il est urgent de recenser et de conserver la diversité phoenicicole de la zone méditerranéenne. De nombreux travaux ont déjà été réalisés dans les différents pays notamment à l’aide de marqueurs phénotypiques. Les marqueurs moléculaires de type microsatellites développés conjointement entre l’IRD, le CIRAD et l’équipe de la Faculté des Sciences de Tunis ont permis de caractériser les cultivars de la palmeraie de Tunisie (Zehdi et al., 2004). Ces outils moléculaires sont actuellement utilisés pour étudier la diversité génétique des palmeraies d'autres pays. Il convient à présent de constituer une clé d’identification des cultivars afin de standardiser les procédures au niveau international. Ces outils permettront de recenser les ressources génétiques phoenicicoles des différents pays, afin d’organiser leur conservation et leur sauvegarde.
 

3.2 La micro-propagation in-vitro
Le réseau AUF « Embryogenèse somatique du palmier dattier pour la sauvegarde des variétés traditionnelles et l'adaptation à la culture en Algérie, en Mauritanie, au Sénégal et à Djibouti » a été créé en 2006. Il regroupe des chercheurs des Universités du Sénégal, de Mauritanie et d’Algérie, du Centre d’Etudes et de Recherches de Djibouti (CERD) et de l’IRD de Montpellier. Ce réseau est ouvert aux chercheurs intéressés par la micropropagation du palmier dattier, notamment dans la zone sahélienne. Il vise à favoriser la mise en commun des connaissances acquises et des avancées technologiques en matière de micropropagation des génotypes d’intérêt. Les procédés de clonage du palmier dattier par embryogenèse somatique permettent, à partir de la cellule indifférenciée, la production de l’embryon puis de la plantule. De plus, ce réseau sera le support d’échange de matériel végétal adapté aux contraintes abiotiques ou de variétés traditionnelles.
 

3.3 L’étude de la détermination du sexe
La sélection de nouvelles variétés issues de germination représente une autre piste d'intérêt dans l’enrichissement des ressources génétiques phoenicicoles. Elle constitue de plus un outil précieux pour la lutte contre les maladies et les différents ravageurs. Cependant, ce mode de multiplication présente un grand inconvénient. En effet, le sex-ratio est de 50% d’individus mâles et de 50% d’individus femelle. Cette situation constitue une grande contrainte étant donné que le sexe de la plante n’est connu qu’au bout de 6 à 7 ans. Pendant cette période, il est nécessaire d’entretenir des plantes improductives. En permettant de sélectionner dès le jeune âge les pieds femelles dans les parcelles issues de semences, l’identification précoce du sexe des plants de palmier dattier constitue un enjeu considérable afin de limiter les coûts en plantation. La compréhension de la détermination précoce du sexe du palmier dattier ouvrira donc de nouvelles perspectives pour la mise en place de programmes d’amélioration génétique chez cette espèce.
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Le projet Mersi 
Le projet Mersi est financé par l'Agence Universitaire de la Francophonie (AUF) et piloté par l’IRD (Montpellier).
L’objectif de ce projet est, dans un premier temps, de participer activement à l’enrichissement de la production de données génétiques et moléculaires du palmier dattier lesquelles seront mises à la disposition de la communauté scientifique internationale. 
Dans un second temps, les données générées seront valorisées par l’analyse génétique du patrimoine phoenicicole, en vue de sa conservation et de l’identification de marqueurs moléculaires du sexe. 
A plus long terme, ces travaux permettront la mise en place de programmes d’amélioration génétique du palmier dattier.

Calendrier
-1ère action : constitution de ressources génétiques 
-2ème action : constitution de ressources moléculaires : Analyse du transcriptome du palmier dattier
-3éme action : étude de la détermination du sexe

Coordination
Institut de Recherche pour le Développement (IRD), Montpellier, France & Faculté des Sciences de Tunis (Université de Tunis El Manar).

Collaborations
*Centro studi e ricerche per le palme (CRSP) San Remo, Italie
*Unita di Ricerca per la Floricoltura e le Specie Ornamentali (CRA/FSO), Italie
*Laboratoire de recherche sur les Zones Arides (Université des Sciences et de la technologie Houari Boumediène), Alger, Algérie 



 Biotechnologies du palmier dattier par F Aberlenc
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 4. PROJET DE CARACTÉRISATION GÉNÉTIQUE ET DE CONSERVATION DE LA PALMERAIE NATURELLE DES ILES CANARIES
  

4.1 Le projet Canariensis
Phoenix canariensis, palmier ornemental d'importance mondiale, est aujourd'hui menacé tant dans son aire d'origine que dans sa zone de culture périméditerranéenne. La diversité et la structure génétique de l'espèce dans son milieu naturel demeurent encore inconnues. L'intégrité des populations spontanées est menacée par la pollution génétique provoquée par les espèces introduites, en particulier le Phoenix dactylifera. Ce dernier représente est en outre un vecteur de diffusion du charançon rouge et d'autres ravageurs. Dans ce contexte, Pedro Sosa, de l'Université de las Palmas (Gran Canaria) en collaboration avec l'IRD (J.-C. Pintaud) a obtenu un financement de 3 ans (2010-2012) du ministère espagnol de la recherche pour étudier en détail la structuration génétique de l'espèce et caractériser les flux de gènes interspécifiques. Cette étude inclura environ 40 populations réparties sur 7 îles. Le suivi des populations se fait en relation étroite avec les autorités locales qui se chargeront également d'implémenter les mesures conservatoires définies à l'issu de l'étude.
 

4.2 La diffusion moderne de Phoenix Canariensis
Une prolongation possible de cette étude, avec d'autres financements qui seraient à rechercher, serait de comparer la structure génétique des plantations ornementales en Europe du Sud avec celle des îles Canaries. Les données disponibles, en particulier sur San Remo, indiquent que les plantes cultivées sur la Côte d'Azur ont une base génétique extrêmement étroite. Elles proviennent sans doute pour la plupart d'un seul lot de graines mis en culture au 19ème siècle. Ce manque de variabilité pourrait être un facteur de sensibilité de l'ensemble de la palmeraie ornementale au charançon rouge. On s'attend en revanche à ce que les populations naturelles présentent une forte structuration, avec des phénomènes d'isolation sur 7 îles et d'adaptation à des conditions climatiques variées. Ce pool génétique pourrait servir de base à la reconstitution des palmeraies ornementales sur une base génétique diversifiée, afin d'en garantir une meilleure viabilité.
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 Présentation officielle du projet Canariensis par P. Sosa
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 5. LE PROGRAMME ITALIEN PHOENIX DE RECHERCHE/CONSERVATION 
Le programme régional de recherche/conservation Phoenix vise principalement à contribuer à la caractérisation de la biodiversité de Phoenix dactylifera, au travers d’études portant sur la palmeraie historique de la Riviera italienne et de la Côte d'Azur. Il s’inscrit par ailleurs dans l’étude des caractéristiques traditionnelles de l’agriculture dans ces régions, dans les domaines de la palmiculture et des cultures d’ornement. Ce programme se propose ainsi d’impulser et de soutenir les recherches consacrées aux connaissances et aux savoir-faire locaux, ainsi qu’à l’agrodiversité.
5.1 Le contexte régional de la Juridiction des Palmes 
La palmeraie historique de Bordighera se situe sur la partie italienne de la Riviera. Localisée à une latitude qui est loin de correspondre à l’habitat naturel du dattier (43°47’N), elle abrite un millier de palmiers, présents depuis le moyen-âge, voire même depuis l'Antiquité. Elle est de plus isolée depuis cette époque, puisque ce n’est qu’à la fin du XIXème siècle qu’on introduit ici le palmier comme arbre d’ornement. Ce caractère d’isolat, ainsi que les menaces qui pèsent actuellement sur la survie de la palmeraie historique ont conduit à inclure le site dans le programme de recherche Genetrop. 
5.2 Le cadre de l’étude. 
- Constitution d’échantillons de plantes 
- Etablissement d’une carte d’identité de chaque individu
- Création d’une banque de tissus et d’échantillons d’ADN
- Analyse phénotypique et génotypique
- Reproduction contrôlée par graines, par clonage et par multiplication in vitro 
- Identification des phénomènes d'hybridation
- Collecte d'archives et de témoignages relatifs à l'histoire des cultures et du paysage
- Recherche de mesures conservatoires à destination des collectivités locales.
 
5.3 Interprétation des résultats régionaux
L’analyse de similarité globale qui a été menée au terme de cette recherche préliminaire a permis de commencer à cerner l’agrobiodiversité de la zone de San Remo et Bordighera par rapport à la diversité mondiale du dattier. Nos recherches sur la palmeraie historique de Bordighera / San-Remo portent aussi sur l’agriculture traditionnelle des régions trans-frontalières de la Riviera italienne et de la Côte d’Azur française. Elles visent ainsi à constituer une base de données à destination des chercheurs ainsi que des acteurs locaux (agriculteurs et collectivités) dans le domaine de l’agro-biodiversité, avec un intérêt plus particulier porté à l'acclimatation des plantes exotiques. 
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 Présentation générale du Projet Phoenix
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 6. ETUDES LOCALES RELATIVES A L'HYBRIDATION DES PALMIERS
Depuis une dizaine d'années l'utilisation de l'analyse dans le proche infrarouge s'est largement répandue dans l'industrie, pour le contrôle qualité, mais aussi dans le domaine médical. Le grand avantage de cette technique est la facilité d'échantillonnage, car elle permet des analyses multi-composants très rapides et de faible coût, malgré la lourdeur de la phase d'étalonnage préalable. Mise en œuvre parallèlement au génotypage, elle pourrait ensuite s’y substituer.
Le Centro Studi e Ricerche per le Palme de Sanremo (CSRP) finance et coordonne ce projet, dont Jean-Christophe PINTAUD (IRD-Montpellier) assure la direction scientifique, en collaboration avec Benoit BERTRAND et Fabrice DAVRIEUX (CIRAD-Montpellier), Antonio MERCURI et Marco BALLARDINI (CRA-FSO, Sanremo). Flavie BIDEL (Université de Metz) a publié les premiers résultats de la recherche dans le cadre d’un mémoire de stage. 
6.1 Phase 1 (2009) : compte-rendu de l’approche exploratoire
Un total de 98 spectres ont été acquis en 2009 et des études au niveau intraspécifique (33 individus de Phoenix dactylifera) et interspécifique (6 espèces) ont pu être réalisées. Par l’intermédiaire de tests statistiques, il a pu être montré qu’il est préférable de ne prendre en compte que le proche infrarouge (1100-2500 nm), à l’exclusion du spectre visible. En conclusion, il est apparu que le phénotypage par SPIR était prometteur pour identifier des espèces du genre Phoenix, et probablement aussi leurs hybrides, mais pas pour détecter de structuration génétique fine au niveau intraspecifique. 
6.2 Phase 2 (2010) : élaboration d’un protocole d’échantillonnage
L’étude menée en 2010 comprenait 150 échantillons de feuilles matures, récoltées sur deux jours afin de minimiser la variation environnementale. Afin de vérifier la répétabilité de la SPIR, des clones cultivés sur de l’île de Porquerolles ont également été inclus à l’étude pour deux variétés : Bousthami et Thori, ainsi que des échantillons provenant de divers cultivars des USA. Ces échantillons sont liophilisés et broyés en fine poudre pour être ensuite analysés en Spectrométrie Proche Infra Rouge. En isolant les longueurs d'ondes intégrant les variations génétiques et en retirant les longueurs d'ondes intégrant les variations environnementales ont espère que la SPIR permettra de distinguer les espèces et surtout les hybrides.
6.3 Phase 3 (2011) : échantillonnage in situ
La dernière phase du projet conduira à mettre au point un scanner portable permettant un travail d’identification in-situ. Il sera expérimenté dans les espaces Verts de la Ville de Sanremo, qui finance et coordonne ce projet. Cette nouvelle initiative est susceptible d’intéresser les jardins botaniques et les producteurs de palmes en général. Au travers de son soutien à ce projet, le CSRP souhaite affirmer sa vocation à développer la recherche expérimentale en matière de phéniciculture, dans le souci de contribuer à la mise en valeur du riche patrimoine paysager de ses espaces verts, emblème touristique de l’ensemble de la région.
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L’analyse des génotypes de Phoenix de la Riviera italienne inclue des hybrides, ayant une grande valeur ornementale, qui proviennent surtout des espaces verts de Sanremo, où plusieurs espèces du genre se trouvent en proximité. Le climat favorable de la zone a permis l’introduction d’une grande diversité d’espèces de palmiers, qui aujourd’hui caractérisent le paysage en lui donnant une apparence assez exotique. 



 Application de la Spectrométrie dans le Proche Infra Rouge (SPIR) à la caractérisation dss palmiers
par F. Bidel
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