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1 Introduction

Selon la classification des blés (MacKey, 1966), l'épeautre [Triticum
aestivum (L.) Thell. ssp. spelta (L.) Thell.] et le blé tendre [Triticum
aestivum (L.) Thell. ssp. vulgare (Will.) MK.] représentent deux des

six groupes qui constituent l'ensemble des blés hexaploïdes de

génome AABBDD. L'épeautre est cultivé principalement sur des

terres marginales en Allemagne, Suisse, Autriche et Belgique.

Les différences entre l'épeautre et le blé sont peu nombreuses mais
bien marquées (Campbell, 1997). L'épeautre possède un rachis cas-
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sant et son grain ne se décortique pas spontanément au battage, con¬

trairement au blé. L'épeautre est généralement plus grand et pos¬

sède des épis plus longs que le blé (Winzeler et al, 1994). Sa

croissance est plus vigoureuse en conditions défavorables (Riesen

et al, 1986 ; Rûegger et al, 1990, 1993) et sa teneur en protéines

est plus élevée (Schmid et Winzeler, 1990). Il est particulièrement
adapté à l'alimentation animale et est actuellement apprécié pour la
fabrication de produits du terroir.

Les principales limitations agronomiques de l'épeautre sont sa sen¬

sibilité à la verse et son faible rendement. Au cours des dernières

décennies, la principale stratégie suivie pour améliorer l'épeautre a

été de le croiser avec le blé. Cependant, les utilisateurs et améliora-

teurs recherchent actuellement des caractères plus typiques de

l'épeautre. La généalogie des épeautres actuels laisse penser que

leur base génétique est très étroite. L'utilisation des ressources

génétiques en épeautre paraît attrayante pour son amélioration. Une

meilleure connaissance de la diversité génétique de cette céréale est

donc requise.

Chez le blé tendre, les microsatellites détectent plus de polymor¬

phisme que les RFLP dans les études de biodiversité (Rôder et al,
1995). Le but du présent travail est de déterminer les potentialités
des études de microsatellites développées chez le blé tendre pour
déterminer le niveau de variabilité existant parmi les épeautres.

I Matériel et méthodes

Matériel végétal

Dans un premier temps, 30 accessions d'épeautre et 9 de blé tendre

ont été étudiées. Les épeautres étudiés représentent la plupart des

cultivars disponibles et des lignées les plus prometteuses pour les

régions où l'épeautre est habituellement cultivé. Ils proviennent de

programmes d'amélioration menés en Allemagne, Suisse et

Belgique. Dans un deuxième temps, 148 épeautres supplémentaires
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ont été étudiés, pour la plupart d'anciennes races locales, provenant
de différentes collections en Europe et aux USA.

Extraction de l'ADN

Les feuilles de plantules ont été maintenues une nuit à -70 °C, puis
broyées et homogénéisées dans de l'azote liquide. Le tampon d'ex¬
traction (600 pi de 100 mM Tris pH 8, 50 mM EDTA pH 8, 500 mM
NaCl, 10 mM P-mercaptoéthanol) a été ajouté et le mélange incubé
à 100 °C pendant 10 mn, puis centrifugé à 14 000 tr/mn à 4 °C durant
15 mn. Le surnageant a été transféré dans deux volumes d'ethanol
absolu (-20 °C) et 1/10 volume d'acétate d'ammonium 10M, incubé
à -70 °C pendant 30 mn et centrifugé comme ci-dessus. L'ADN pré¬

cipité a été séché à l'air, puis resuspendu dans 50 u.1 d'une solution
Tris 10 mM - EDTA 1 mM. Après incubation dans 2 pi d'une solu¬

tion de RNAse à 10 mg/ml à 37 °C durant 15 mn, l'ADN a été fina¬

lement dilué 100 fois.

Microsatellites et amplification PCR

Les 23 microsatellites (Wheat Microsatellites) publiés par Plaschke
et al (1995) ont été analysés. Les amorces ont été synthétisées par
Eurogentec, Belgique. L'amplification PCR a été réalisée selon la
procédure décrite par Rôder et al. (1995), avec toutefois les modifi¬
cations suivantes : 0,5 U de taq polymérase (Pharmacia Biotech,
Belgique), marquage d'une des amorces de chaque paire à l'extré¬
mité 5' par la fluorescéine, 30 cycles PCR (thermocycleur Techne
Cyclogene Dri-Block).

Électrophorèse

Les fragments amplifiés par PCR ont été détectés sur un séquenceur
A.L.F. Express (Pharmacia). Les gels dénaturants ont été préparés

avec du DNA/Page readysol 6 %, 7 M urée et 0,6 x TBE, Temed
0,088 % et persulfate d'ammonium 0,35 %. Un volume de 2,5 pi
de produits PCR dénaturés a été chargé avec 5 pi de loading dye
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(contenant 5 mg/ml de bleu dextrane et de la formamide 5 %) et des

marqueurs internes de 60, 123, 193 et 250 pb. Les conditions de

migration étaient 1 500 V, 50 mA, 34 W, 55 °C, le tampon de migra¬

tion 0,6 x TBE ; l'intervalle d'échantillonnage était fixé à 2 s. La
migration était terminée après 80 mn.

Analyse de données

La taille des fragments a été déterminée par le programme
Allelinks, en prenant la taille de l'allèle séquence de Chinese Spring
comme référence (Plaschke et al, 1995). Les distances génétiques
(DG) basées sur les données microsatellites ont été calculées par la
formule 1 - proportion d'allèles partagés (Bowcock étal, 1994). Le
dendrogramme a été construit en utilisant la méthode UPGMA dans

le logiciel Phylip de J. Felsenstein.

1 Résultats

Analyse de 30 épeautres et 9 blés modernes

Application des microsatellites
développés sur le blé tendre

Des produits d'amplification ont été obtenus avec chacun des

23 microsatellites testés. Cependant, plusieurs n'ont pas produit
d'amplification claire et répétitive pour plusieurs génotypes de blé
et d'épeautre. Pour d'autres, dont l'unité de répétition n'était que

d'une paire de nucléotides, la détermination exacte de la taille des

allèles s'est révélée malaisée. Seuls les 17 autres microsatellites ont
été retenus pour les analyses ultérieures.

Allèles chez l'épeautre et le blé tendre

Chaque accession présente une composition allélique unique, à l'ex¬
ception de la paire d'épeautres Sertel-Ostar. Un total de 113 allèles
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différents a été trouvé, parmi lesquels 34 sont spécifiques d'une
accession unique (30,1 %). Le nombre total d'allèles est de 88 chez
l'épeautre et de 70 chez le blé, parmi lesquels 43 sont spécifiques
de l'épeautre (48,9 %) et 25 spécifiques du blé (35,7 %). Au total,
60,2 % des allèles sont spécifiques d'un groupe (épeautre ou blé
tendre).

Le nombre moyen d'allèles par (Wheat Microsatellites) est de 6,65
± 2,83 (moyenne ± déviation standard) et varie de 2 à 13, la valeur
de PIC moyen est de 0,64 ± 0,16 et varie de 0,26 à 0,84. Pour plu¬

sieurs WMS, les valeurs de PIC diffèrent nettement entre l'épeautre
et le blé. Des différences dans la distribution de fréquence de la taille
des allèles entre blé et épeautre ont également été observées (fig. 1).
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I Figure 1

Distribution de fréquence des allèles chez le blé et l'épeautre
aux loci WMS 18, 95, 154 et 174.

Distances génétiques intra et inter des groupes

La DG moyenne, deux à deux sur les 39 génotypes, est de 0,656
±0,181 et varie de 0 à 1. Les DG sont sensiblement plus faibles
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parmi les épeautres (0,573 ± 0,172) que parmi les blés (0,706
± 0,14), attestant de la faible variabilité génétique des cultivars
modernes d'épeautres.

La distance moyenne, deux à deux entre chaque épeautre et chaque

blé tendre, est de 0,782 ± 0,113. Ainsi, la distance moyenne entre
les groupes est supérieure à la distance moyenne à l'intérieur de

chaque groupe pris séparément, montrant que, malgré les nombreux
croisements réalisés entre le blé et l'épeautre, les deux groupes res¬

tent distincts.

Dendrogramme

La première division dans le dendrogramme isole le blé « Chinese
Spring » de l'ensemble des autres accessions. La division suivante
sépare les 30 épeautres et le blé Renan des 7 blés tendres restants.

Dans le groupe des épeautres, Renan et trois épeautres les plus
éloignées des autres - Schwabenkorn, 65313 et Balmegg - sont
les premiers isolés. La division suivante dans le groupe des

épeautres sépare les accessions belges et l'épeautre suisse
Oberkulmer de toutes les autres accessions suisses. Les accessions
allemandes (issues de croisements entre accessions suisses,
belges, allemandes et autrichiennes) sont distribuées parmi ces

deux groupes, le plus souvent en accord avec leur pedigree. Dans
le groupe suisse, Altgold et son descendant direct 73.88.02 for¬

ment un groupe, de même que Ostro et ses descendants. Dans le
groupe belge, la famille de Rouquin est la première isolée. Les
autres accessions sont divisées en deux groupes : d'une part, la
famille d'Hercule et d'autre part Oberkulmer et deux de ses des¬

cendants directs.

Nombre de loci testés

Afin de tester si le nombre de marqueurs utilisés est suffisant ou

non, l'analyse a été effectuée plusieurs fois en éliminant successi¬

vement les WMS les moins polymorphes. La rétention des 1 0 WMS
les plus polymorphes a révélé une composition unique en allèles
pour chaque accession, à l'exception de la paire Sertel-Ostar,
comme c'était le cas avec les 17 WMS. Elle n'a amené aucun chan¬

gement majeur ni dans les DG ni dans le dendrogramme. La corré-
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lation entre les distances deux à deux obtenues avec 10 et 17 WMS
(fig. 2) est élevée (0,91***).
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I Figure 2
Diagramme de dispersion des relations
entre distances génétiques calculées pour 741 comparaisons
deux à deux entre 39 accessions de blé tendre et d'épeautre,
sur base de l'ensemble des 17 microsatellites
et des 10 microsatellites les plus polymorphes.

Etude des anciennes races locales

La détermination des distances génétiques et la construction du den¬

drogramme reprenant les 178 épeautres (30 cultivars et lignées
avancées et 148 anciennes races locales) ont révélé que la diversité
génétique était nettement supérieure parmi les races locales que
parmi les épeautres modernes.
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I Discussion

Potentialités des microsatellites du blé
pour le génotypage de l'épeautre

Aucun problème particulier n'a été rencontré lors de l'application
des WMS à l'épeautre. L'absence d'amplification chez certaines

accessions s'est produite aussi bien sur des blés que sur des

épeautres. Ces résultats contrastent fortement avec l'application des

WMS à d'autres céréales telles que l'orge et le seigle (Rôder et al,
1995). Ces observations accréditent la vision du blé tendre et de

l'épeautre comme deux sous-groupes d'une même espèce (MacKey,

1966 ; Campbell, 1997).

Des études antérieures ont démontré que les microsatellites révé¬

laient plus de polymorphisme que n'importe quel autre marqueur

chez le blé (Rôder et al, 1995 ; Plaschke et al, 1995 ; Bryan et al,
1997). La valeur de PIC obtenue dans l'étude présente pour le blé

tendre - 0,64 - confirme cette observation.

Avec 17 loci, les profils alléliques générés permettent de différen¬

cier les 741 paires de génotypes, excepté Sertel-Ostar. Une très

bonne discrimination génotypique a été obtenue en utilisant
7 microsatellites chez le soja (Rongwen et al, 1995), 10 chez le riz
(Garland et al, 1999) et 11 chez l'orge (Russell et al, 1997). Des

DG et dendrogrammes ont été générés avec 10 microsatellites chez

le riz (Garland et al, 1999), 15 chez l'orge (Struss et Plieske, 1998)

et 23 chez le blé tendre (Plaschke et al, 1995).

De plus, notre étude a démontré que la réduction à 10 loci n'ap¬

portait aucune perte d'information notable, ni dans l'identification
des génotypes, ni dans les DG, ni encore dans la construction du

dendrogramme. Ce résultat prouve la validité du protocole utilisé
et les potentialités des microsatellites pour le génotypage, la

détermination des distances génétiques et la reconstruction de

phylogenies.
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Distance entre l'épeautre et le blé tendre

Dans cette étude, toutes les amorces mises au point pour le blé tendre

ont fourni des produits d'amplification chez l'épeautre, accréditant

l'idée que les différences entre ces deux groupes sont du niveau

intraspécifîque. Cependant, les DG entre accessions des deux

groupes sont supérieures à celles d'un seul groupe. De plus, le den¬

drogramme généré par les données moléculaires sépare clairement

les 30 épeautres de la majorité des blés. Des études antérieures

avaient conduit à la même conclusion. Liu et al (1990), Keller et al.

(1999 a, b) et Messmer et al. (1999) ont observé un niveau élevé de

polymorphisme de longueur de fragments de restriction entre blé

tendre et races locales d'épeautre. Les deux groupes sont également

séparés dans l'étude de Dvorak et al. (1998). Des différences ont

également été observées entre des cultivars modernes d'épeautre et

le blé tendre dans des études de marqueurs RFLP (Siedler et al,
1994). Ceci suggère que, malgré l'utilisation fréquente de blé tendre

dans les programmes d'amélioration de l'épeautre, les cultivars

modernes d'épeautre restent distincts du blé tendre.

1
1 Conclusion

Nous démontrons ici l'utilité des microsatellites du blé tendre pour

les études génétiques chez l'épeautre, les potentialités des distances

génétiques basées sur la proportion d'allèles partagés pour la

reconstruction de phylogenies dans un groupe de génotypes proches

les uns des autres, l'étroitesse de la base génétique des cultivars
modernes d'épeautre, et la plus grande diversité parmi les anciennes

races locales. Cette approche peut être appliquée à l'étude des res¬

sources génétiques en races locales d'épeautre, pour aider à la

construction d'une « core collection » et pour servir de guide dans

le choix de races locales en épeautre pour des programmes d'amé¬

lioration, afin d'élargir la base génétique de l'épeautre moderne.
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