Analyse de marqueurs microsatellites
dans le genre Phoenix



Contexte de |’étude

Développement de marqueurs moléculaires pour Phoenix
dactylifera avec le CIRAD en marge d’une opération sur Elaeis

guineensis

Obtention d’echantillons de la plupart des especes de Phoenix
grace au reseau des scientifigues spécialistes de palmiers et des
jardins botaniques (Sasha Barrow-Kew, Larry Noblick-MBC,
Carlo Moricci-Canaries, Robert Castellana-Bordighera, Michel
Ferry-Elche, Catherine Ducatillon-Thuret etc...

Acceuil d’une stagiaire tunisienne a I’IRD de Montpellier pour
|’étude de la diversité génétique de 50 cultivars de dattiers

tunisiens.

Fourniture des marqueurs moléculaires a Sally Henderson
(NHM, Londres), pour I’étude de Phoenix atlantica aux iles du
Cap Vert.

Au total, 150 échantillons de Phoenix analysés, representant
toutes les especes saufP. paludosa et P. andamanensis, et

Incluant 85 échantillons de P. dactylifera dont plus de 50 CV
identifiés d’Europe, d’Afrigue et d’Asie occidentale.



|_es margueurs moléeculaires de
type micro- et minisatellites

» Ce sont des portions particulieres de molecules
d’ADN caractérisees par des repetitions d’un
motif particulier composé d’une ou plusieurs des
quatre bases (A, T, G, C) qui composent I’ADN.

* Lorsque le motifest court (1 a 6 paires de bases),
on parle de microsatellites.

 Lorsque le motifest plus long (Jusqu’a 150 pb), on
parle de minisatellites.



Microsatellites

Bactris acanthocarpa BH AAA AT AT CT T T T T T T T T T T T T T T
Bactris dahlgreniana JCP267 A A A T A T C |t/ T T T T T T T T T - :
Bactris macana JCP268 A A A T A c T 1T 1T 1T 1T T T T T T T T

Bactris gasipaesGU JCP207 AAA AT AT CT T T T T T T T T T T -

Bactris gasipaesBR JCP266 A A A T A c T 1T 7T 1T 1T T T T T T -

Bactris gasipaesPE JCP301 A A A T A c T 1T 1T 1T T T T T T T T

Bactris gasipagsNI JCP265 AAA AT AT CT T T T T T T T T T

Bactris r|par| 611 AAA AT AT CT T T T T T T T T T T

e Vil -
Microsatellite mononucleotldlque (T)n
CCCAGTACGTAAGAGAGAGAGA---——————————————— TGCCA... (GA) S5

CCCAGTACGTAAGAGAGAGAGAGAGAGAGA--—--- TGCCA.. (GA)9
CCCAGTACGTAAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGATGCCA... (GA) w

Bactris setulosa JCP813
Bactris setulosa 703
Bactris setulosa 775
Bactris plumeriana P276
Bactris plumeriana BH775S

G

Microsatellite dinucleotidique (GA)n
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Caractéristiques et propriétes des
microsatellites

« Ce sont des structures tres abondantes dans les
génomes, présentes chez les animaux, les
vegeétaux, les bacteries et les organelles
(chloroplaste et mitochondrie)

 Les microsatellites sont généralement tres
polymorphes, ce qui en fait des marqueurs tres
utiles en génétique des populations

* Les microsatellites évoluent rapidement (taux de
mutation éleve), ce qui les fait diverger entre
especes méme tres proches



Geénotypage de locus microsatellites nucléaires (GA)n
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Identification d’un minisatellite chloroplastique a partir
de données de sequences dans le genre Phoenix

P.ibericaJCP260 ¢ T A T A .

Rtheophr-asiJCP21 C T A T A ¢ T A Aﬂ AﬂT T A ¢ T A A ¢ Fn A C T AAC T A C T A T A
PsylvestisgcP2, ¢ 7 p.0 B4 - - 11- 11 m 8- - - .. R OQOVYM- - - QM . - - - o

P.atlantica JCP210 C T I E T A A ¢ A ¢ T . . c T A A cC TH ¢ T . TOA - -
SZ1 c T H T H c 1T A A A T - I n - - - - - - - - - - - .

Motifa 12 paires de bases (CTAACTACTATA) répéte 2 a 6 fois,
dérivé d’un microsatellite trinucléotidique (CTA)n

Microsatellite dodécanucléotidique génotypé chez Phoenix(5 haplotypes)



Interét du minisatellite chloroplastique

* |l présente un patron de variation distinct
entre especes et permet a lui seul
d’identifier certaines especes

o |l présente une hérédité maternelle (du fait
de son origine chloroplastique) et permet
dans certains cas d’identifier le parent
femelle chez des hybrides



Variabilité du minisatellite chloroplastique
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Résultats du genotypage de 16 locus
microsatellites nucléaires (GA)n

Groupe de
P. at/antica Phoenix
occidental
_ P. theophrasti (Atlantique-Inde)
P. dactylifera
P. caespitosa

< 2

P. sylvestris



Résultats du génotypage de 16 locus
microsatellites nucléaires (GA)n

Groupe de
Phoenix oriental

(Inde-Pacifigue)

P. roebelenii



Relations genetiques dans Phoenix dactylifera
Identification moléculaire de cultivars clonaux

bl/b8- Kentu
b.Wi- Kukli
b3/b7. Oin lal
al/al m iNIMC' IKUF LA/ - Gou ntli
b5/bti - Tarnri

c5/c7 m A mmilri

bS/bS- mPilC-I R25

c2/i? m M itlimoudia
Glidr* Mttig
bl/bl- Gasbi
mPACIRSS b6/bH- Okiult Dcgla
An"ou
. bl/bl- Boiifugous
niPdCIKKf bl/ba- T159
b2/h8 - Fcrmltt
L)3/b6 - Hanra
al/arm  mPdCJRES b3/b3- ()m dssaycd
b4/b5- Lcmsi
bl/b3- Fhal Ksdil™
bl/bfi- Htv
b4/b4 - Khouftimi
HS C$/C7 Chodak
mIMCIRSS 1=4b8- ml'dCl I<25 L A
c7/c7  Ftimi Méme clone
b5/b5- Kharroubi
_____ b6/b8 - Smiti sous deux
L>7/0fi- Ifejjou .
mPdCIK78 - noms
bJ/bl- Kcrhtlou Ahnmr Tozeur
al/aO- mPdCIRHS bl/bfi- Dcnga
Arit hti .
b7/b8- MPAC1R2S c5/c7 H o Gabeés
Rnclidi
;] Inlll Bon hiittiim

Zehdi et al. 2004. Hereditas 141: 278-287.



Relations genetiques dans Phoenix dactylifera
Identification moleculaire de cultivars clonaux
Quelles sont les affinites des pieds males?

|| L1 T Kiiiniii

al/a5---—- mPdCIR85 - bl/ba 117N méle

Les pieds males
présentent souvent
de tres fortes
affinitées avec des
cultivars (femelles)
déterminés

Dans les oasis traditionnelles de Tunisie, 40% des pieds males mais
seulement 2 CV* sur 38 génotypes sont affines de “Deglet Nour”.

* “*Horra” et “Okhet Degla” _ _
Zehdi et al. 2004. Hereditas 141: 278-287.



Relations genetiques dans Phoenix dactylifera
Origine des dattiers de Bordighera et de Elche

"Deglet Nour" (Algeérie)

CV Tunisiens "Horra" et "Okhet Degla"
tres proches de "Deglet Nour", et
males apparentes

Geénotype local (Bordighera)

Geénotype local (Bordighera) Groupe |
Geénotype local (Bordighera)

Origine inconnue (Dakar) Génotypes

Génotype local (Bordighera) affines de
Génotype local (Bordighera) Deglet Nour™
Geénotype local (Bordighera)

Geénotype local (Bordighera)

Extrait d’un phénogramme incluant 85 individus de P. dactylifera



Relations genetiques dans Phoenix dactylifera
Origine des dattiers de Bordighera et de Elche

Pdacty JCP42I
II Pdacty JCP427
--- Pdacty JCP260
- Pdacty JCP419
--- Pdacty JCP428
--- Pdacty JCP422
I II Pdacty JCP424
Pdacty JCP425
_______ Pdacty MUC1800
Pdacty JCP429
I\/ --- Pdacty JCP447
----- Pdacty JCP448
- Pdacty JCP449

Pdacty MNC1398

Génotype local (Elche) GrOUpe I
Génotype local (Elche) :
Phoenix"iberictf Ibérique

Geénotype local (Bordighera)
Geénotype local (Elche)

Génotype local (Bordighera) Groupe 111
Génotype local EIche?

Geénotype local (Elche Bordighera-

Geénotype local (Elche) Elche
'Bou Feggous" (Maroc)

'‘Medjoul™ (Maroc) _

'Medjoul llicitan" (Elche)  Groupe 1V
'La Confitera" (Elche) Origine
Origine inconnue (Kew) Mareeaine

Extrait d’un phénogramme incluant 85 individus de P. dactylifera



Relations genetiques dans Phoenix dactylifera
Origine des dattiers de Bordighera et de Elche

VI

130 %

80
O Elche
m Bordighera

Mauritanie O O Tunisie
Tunisie 0 Mauritanie
Bordighera
Elche

Importance relative des 4 groupes de cultivars



Relations génétigues dans Phoenix dactylifera
Origine des dattiers de Bordighera et de Elche

Les palmeraies de Bordighera et de Elche présentent
une composition génetique tres différente.

« A Bordighera, il y aune tres forte predominance de
génotypes proches de « Deglet Nour », CV d’origine
algéerienne (ces genotypes sont absents a Elche).

* A Elche en revanche, les affinités des génotypes
correspondent plus aux proximités géographiques
(composantes ibérique et marocaine).

 Les deux palmeraies ont cependant en commun des
génotypes qui leur sont apparemment propres (rares a
Bordighera, communs a Elche), que I’on n’a pas
retrouve, jusqu’a présent, en Afrique du Nord.



Relations genetiques dans Phoenix sylvestris

Les vieux Phoenix sylvestris
du sud de la France semblent
représenter une introduction
unique d’origine indéterminee



Relations génétiques de Phoenix atlantica

De |’avant vers |’arriere
des graphiques :

- P. atlantica
- P. dactylifera

- P. sylvestris

S. Henderson et

- P. canariensis
al. En prep.



Relations génétiqgues  Phoenix atlantica

S. Henderson et
al. En prep.



|dentification des hybrides

 Du fait de la grande differentiation géenetigue
interspécifique, et en particulier de la présence
d’alleles diagnostiques de chaque espece, il est facile
d’identifier des hybrides

* Les hybrides les plus communs en culture sur la Cote
d’Azur sont des P. canariensis x sylvestris et P.
canariensis x P. dactylifera, parfois rehybrides avec

P, reclinata.

 Les hybrides ne sont pas toujours reconnaissables, en
particulier certains palmiers qui semblent étre de purs
P, sylvestris sont en fait des hybrides avec P.
canariensis (descendants des P. sylvestris femelles
purs plantés au 19eme siecle pollinisés par P.
canariensis)




noenix canariensis X
dans les Tles Canaries

Aux Tles Canaries, des individus
Isolés mais fréquents de Phoenix
morphologiquement proches de P.
dactylifera (feuilles glauques,
pennes dans différents plans), mais
souvent a tétes multiples, sont en
fait des hybrides spontaneés entre
Phoenix canariensis (le plus
souvent comme parent femelle) et
P. dactylifera. Ces spécimens n’ont
aucune parenté avec P. atlantica et
ressemblent plus a P. dactylifera
méme lorsque leur genome est
majoritairement issu de
P.canariensis.



Hybrides Phoenix atlantica X dactylifera
dans les Tles du Cap Vert

P. dactylifera P. atlantica

Contamination génétique des P. atlantica
endémiques par les P. dactylifera introduits
(phénomene localisé)



Conclusion

Possibilitée d’identifier moléculairement toutes les especes de
Phoenix ainsi que leurs hybrides et les CV de dattiers de maniere
extrémement fiable a condition d’avoir une bonne base de
donneées de référence, laguelle est encore incomplete

Applications possibles pour I’identification des individus en
culture, des la plantule, pour la certification variétale, pour la
mise en evidence de pollution genéetique d’especes sauvages
potentiellement menacées

Reste a élucider I’origine de Phoenix dactylifera qui ne montre
aucune affinité avec les especes sauvages, en particulier P.
atlantica, P. theophrasti et P. sylvestris.

Les marqueurs utilises ne permettent pas de determiner le sexe
des individus



Moleculiir Ecology Nobes (2004} 4, 256-258 doi: 10.1111/j.1471-~286.2004.00634.x

PRIMER NOTE

Nuclear microsatellite markers for the date palm (Phoenix
dactylifera L): characterization and utility across the genus
Phoenix and in other palm genera

N.BI1LLOTTE,*N. MARS E1ILLAC,* P, BROTTIER/t J.-L, NOYER,+J.-P. JACQUEMOUD-COLLET *

C. MOREAU,JT. COUVREUR4M.-H. CHEVALLIER,*J.-C. FINTAUDJand A.-M. RISTE RU'CCI*
*C/RAD (Cenf de coopéraiion Internationale en Redterche Agronomique pour le Développement), UMR 1096 Polymorphismes
d'intérét Agronomique, TA 40/03 Avenue Agropolis, 34398 Montpellier Cedex 5, France, IGENOSCOPE (Centre National de
Séquencage), 2 rue Gaston Crémieux CP5706,91057 Evry cedex, France,pRD (Institut de Recherdie pour le Développement), UMR
DGPC/DYNADIV, 911 Avenue Agropolis BP 64501,34394 Montpellier Cedex 5, France

Abstract

A (GA)§ microsatcllitc-cnrichcd library was constructed and 16 nuclear simple sequence
rcpeat (SSR) loci wcrc charactcrized in Phoenix dactylifera. Across-taxa amplification and
genotyping tests showcd the utility of most SSR markers in 11 other Phoenix species and
the transferability of some of them in Elaeisguineensis, 11 species of Pritchardia,Pritchar-
diopsisjeannetieyi and six species of Astrocaryum. The first tobe published for P.dactylifera,
these newSSR resources are available for ailtivar identification, pedigree analysis,gennp]asm
diversity aswell as genetic mapping studies.

Keyioords: across-taxa utility, date palm, microsatellite, ftoctvu'jr
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Gcenetic diversity of Tunisian date palins {Phoenix dactylifera L.)
revealed by nuelear microsatellite polymorphism
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Zchdi, S., Trifi, M., Billotte, N., Marrakcht M. and Pintaud, J C. 2004. Gcnetic diversity of Tunisian date pulws.
(Phoenix dactylifera L.) revcalcd by nuclcar microsatcllite polymorphism. — Heivditas 141: 27B-2B7. Lund, Swcden. ISSN
001B-0661. Rcccived March 9, 2004. Acccpted October 26, 2004

Fourtocn microsatellite loci of Phoenix dactylifera were targeted to examine the gcnctic diversity m Tunisian date-palms
jrerivplasm. They showed a high level of polymorphism in 49 accessions from throc main oascs with littlc géographie
structure within Tunisia. The miciosatcllitc data agrées with previous analyses of Tunisian gcrmplasm using other molccular
marfccrs. ]00% of local date-palms accessions wcic succcssfully flngerprintcd and casily distinguished by the hclp of only
threc loci. The possibility of using microsatcllitcs for large scalc mok'cular lahclling ofoffshoots and in vitro planticts and
their implication in the plant matcrial certification is discusscd.
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