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Résumé 

L'ideiirification de 21 écharztilloiu de jìguier (Ficus carica L.) représentant différentes 
variérés cultivées a été réalisée pal- la technique RAPD (random amplified polymor- 
phism DNA). Des amorces donnant des résultats reproductibles et révélant du poly- 
morphisme au sein d'un sous-ensemble de quatre génotypes ont été préalablement 
sélectionnées. 19 marqueurs sont obtenus par l'utilisation de 12 amorces et ont permis 
de caractériser 17 génotypes. L'analyse a mis en évidence une erreur d'étiquetage 
pour un échantillon et une synoiiymie pour deux autres. La reproductibilité des résul- 
tats, la stabilitg au sein d'un clone et le polymorphisme suffisamment élevé font de ces 
marqueurs un outil efficace pour l'identification variétale chez le figuier. Les géno- 
rypes étudiés ont une base génétique relativement large sans différenciation en sous- 
groupes distincts, probablement sous 1 'effet d'un brassage de gènes important en popu- 
lations naturelles. Les marqueurs identifés dans cette étude pourraient servir pour 
1 'analyse de la diversité génétique d'un plus grand nombre de variétés cultivées et des 
populations naturelles de Ficus carica. 
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Ficus carica L. est une espèce gynodioïque qui se reproduit spontanément dans la 
région circum-mediterranéenne. II existe deux formes sexuelles : I )  le figuier domes- 
tique ne produit que des graines, ses fleurs mâles sont stériles ; 2) le caprifiguier abrite 
l’insecte-pollinisateur, Blastoplzaga psenes, SOUS forme de larve dans les ovaires des 
fleurs femelles et produit du pollen [20]. Cette espèce est abondamment cultivée sur le 
pourtour méditerranéen car elle produit des figues qui sont, pour la plupart, comes- 
tibles. La production est commercialisée SOUS forme de figues fraîches OU séchées. Les 
figues, pour être séchées, nécessitent une teneur en sucre élevée qui ne peut être obte- 
nue que par pollinisation, alors que les figues fraîches sont produites, en majeure par- 
tie, par des variétés parthénocarpiques ne nécessitant pas de pollinisation. La culture du 
figuier s’est toujours accompagnée d’une connaissance plus ou moins précise de varié- 
tés de cette espèce. Une variété de figuier regroupe tous les individus qui sont issus 
d’un même génotype par multiplication végétative. Ce génotype, généralement prélevé 
directement dans la nature, est choisi pour ses caractères agronomiques (grosses figues 
charnues s’il s’agit de figues fraîches ou bien sucrées dans le cas de figues séchées, 
production importante de figues,...). Beaucoup de collections de variétés de figuier 
sont maintenues par des pépiniéristes qui sont confrontés à des erreurs d’identification 
et à des synonymies. 11 est donc nécessaire de disposer de moyens permettant l’identifi- 
cation des variétés qui sont rassemblées au sein d’une collection. 

Le moyen classique d’identification des génotypes est basé sur les caractères mor- 
phologiques. Utilisant des critères comme la taille et la forme du fruit et de la feuille, 
l a  couleur de l’épiderme, etc., Condit [IO] a pu classer un peu plus de 600 variétés de 
figuiers. Néanmoins, ces caractères sont le plus souvent sous l’influence des conditions 
du milieu [9] et, en général, ne correspondent pas à des critères alternatifs qui permet- 
tent de séparer les phénotypes en groupes distincts bien définis [32]. Plusieurs travaux 
ont utilisé le polymorphisme protéique comme moyen d’identification des variétés (3, 
2, 351. L‘étude de 61 van< Lés de figuiers 2 l’aide de 4 loci polymorphes a permis de 
distinguer 4 1 spectres alloenzymatiques différents dont certains sont communs à 
2 variétés ou plus [33]. Le succès de l’identification des’ génotypes par les marqueurs 
enzymatiques est conditionné par le nombre de systèmes enzymatiques et d’allèles étu- 
dits. Ce nombre étant souvent limité, il ne permet pas d’avoir un polymorphisme suffi- 
samment important pour caractériser l’ensemble des variétés [2, 30, 33 351. De plus, 
comme les protéines sont des produits d’expression des gènes, elles peuvent varier 
selon l’organe, le tissu, le stade de développement ou même selon les conditions du 
milieu [4]. Le polymorphisme de longueur des fragments de restriction obtenu par 
l’utilisation de sondes minisatellites [l 1, 291 ou de sondes microsatellites [36] permet 
d’identifier avec succès les génotypes, même dans le cas d’une base génétique étroite. 
Cependant, cette technique reste très laborieuse à mettre en œuvre et nécessite souvent 
l’emploi de la radioactivité. 

Récemment, une technique basée sur í’amplification en chaîne par polymérisation 
ou PCR (polymerase chain reaction) nommée random amplzjìed polymorphism DNA 
(RAPD) a ét6‘développée par Williams ef al [41] et par Welsh and McClelland [37]. 
Les amorces utilisées sont des séquences arbitraires et peuvent s’hybrider à de l’ADN 
répété, comme à des séquences de faible nombre de copies [39, 411. Les marqueurs 
obtenus par cette technique ont généralement une transmission mendélienne [7, 181. Ils 
peuvent être utilisés comme marqueurs d’introgression [I] ou dans certains cas pour 
déterminer la patemité et les relations de parenté entre individus 115, 381. Par ailleurs, 
ils sont utilisés dans la construction des cartes de liaison génétique [21, 311. Cette tech- 
nique n’est pas limitée par le nombre d’amorces et permet d’identifier fréquemment le 
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polymorphisme qui existe entre individus étudiés. Elle offre le moyen d’étudier la 
variabilité génétique au sein d’un complexe d’espèces [24, 401, dans les populations 
naturelles d’une même espèce [S, 17, 26, 341 ou pour caractériser les différents géno- 
types [16, 22, 39,441. 

Le nombre croissant des travaux réalisés à l’aide des marqueurs RAPD laisse à pen- 
ser qu’ils seraient un moyen adapté à l’étude de la variabilité génétique de 
Ficus carica. Ce travail consiste à rechercher et à caractériser des marqueurs RAPD en 
vue d’identifier les différents génotypes qui sont présents au sein d’un ensemble 
d’échantillons de figuiers. Notre objectif est de montrer que l’application de la tech- 
nique RAPD à l’identification des variétés de figuiers est possible, et de disposer d’un 
ensemble de marqueurs pour étudier, par la suite, la variabilité génétique des popula- 
tions naturelles de cette espèce. 

Matériel et méthode 

Matériel végétal 

L‘étude est réalisée sur 2 1 échantillons de figuiers représentant 19 dénominations dis- 
tinctes. I1 s’agit .d’un sous-ensemble représentatif des collections qui sont maintenues 
par les pépiniéristes en  France, qui correspond à des variétés, économiquement, parmi 
les plus importantes. Ce matériel provient de quatre sites différents: les pépinières 
Baud (Vaison-la-Romaine), la collection variétale de Porquerolles (conservatoire bota- 
nique), un producteur de Perpignan et enfin le CEFECNRS de Montpellier (Tableau I). 

Cinq échantillons représentant trois dénominations différentes sont particulièrement 
choisis pour cette étude. II s’agit de Col de Dame blanche, Col de Dame grise et ,I 
de Dame noire, ayant une même forme de réceptacle. Ces trois variétés correspondent 
au figuier domestique sans récolte de printemps; elles partagent un même spectre 
alloenzymatique constitué par 4 loci polymorphes [33]. Elles ont toutes les mêmes 
caractères morphologiques, seule la couleur de I’épiderme des figues les différencie. I1 
s’agit très certainement d’un génotype unique et la différence de couleur notée serait le 
résultat de mutations somatiques maintenues par la multiplication végétative [33].  Pour 
chacune des deux variétés Col de Dame blanche et Col de Dame noire, l’analyse est 
réalisée sur deux échantillons provenant l’un de la collection variétale de Porquerolles, 
et l’autre de la zone traditionnelle de culture de ces variétés à Perpignan. Les deux 
échantillons d’une même variété ont ainsi été multipliés séparément dans deux localités 
géographiques différentes et ce, depuis fort longtemps. L‘analyse de ces échantillons 
permettra de tester la stabilité des marqueurs RAPD au sein du génotype Col de Dame. 

Extraction de l’ADN génomique 

L‘ADN est extrait selon la méthode de Dellaporta er al [12] 2 partir de bourgeons 
végétatifs donnants car, pendant l’hiver, le figuier est dépourvu de feuilles. Un test de 
comparaison entre ce type d’extraction et celui réalisé h partir de jeunes feuilles obte- 
nues en serre montre qu’il n’existe aucune différence dans la qualité de l’ADN et les 
résultats obtenus. La quantité d‘ADN génomique est estimée par spectrophotométrie et 
coloration au bromure d’éthidium après électrophorèse. 
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Tableau I. Liste des échantillons de figuier. 

Numéro Nom Collection d'orieine 

1 
2 
3 
4 

5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 

Da up h i n e 
Violette Dauphine 
Col de Dame grise 
Col de Dame blanche (échantillon 1) 
Col de Dame noire (échantillon 1) 
Col de Dame noire (échantillon 2) 
Bourgeassone noire 
Violene de Sollies 
Marseillaise 
Verte d'Argenteuil 
Longue d'ao.ût 
Ost" Prolific 
Madeleine des deux Saisons 
Grise de Saint-Jean 
Tardive Août Turkey 
Sultane 
Noire voisine de la Sultane 
Grise ronde à chair rose 
Grosse longue verte 
Roscoff 
Col de Dame blanche (échantillon 2) 

Porquerolles 
Pépinières Baud 
Porquerolles 
Porquerolles 
Porquerolles 
Perpignan 
Porquerolles 
Pépinières Baud 
Pépinières Baud 
Pépinières Baud 
Pépinières Baud 
Pépinières Baud 
Pépinières Baud 
Pépinières Baud 
Pépinières Baud 
Pépinières Baud 
Pépinières Baud 
Pkpinières Baud 
Pépinières Baud 
CEE-CNRS, Montpellier 
Perpignan 

Conditions de la PCR et de I'électrophorèse 

Les amorces (Operon, USA) sont des oligonucléotides de 10 bases ayant une propor- 
tion en CG dépassant 50 5% (Tableau II). La réaction d'amplification est réalisée dans 
un volume de 25 p1 contenant 10 mM tris-HC1 à pH 8,3 ; 50 mM KCI ; 1,5 mM 
MgCi, ; 0,001 % gélatine ; 100 pM pour chacun des désoxynucléotides (dATP, dCTP, 
dGTP et dTTP, Boehringer), environ 10 ng d'ADN génomique ; 0,4 pM d'amorce et 
une unité de Taq polymérase (Perkin Elmer Cetus). Ce mélange est couvert par deux 
gouttes d'huile minérale (Sigma) pour empêcher l'évaporation du liquide lors de la 

. réaction d'amplification qui est conduite dans un appareil Trio-ThermoBlock (Biome- 
trdA1lemagne). La réaction de PCR commence par une étape de dénaturation durant 
5 mn à 95 "C i elle est ensuite soumise à 45 cycles. Chaque cycle comporte 1 mn à 
95 OC, 1 mn à 35 OC et 2 mn à 72 "C. La réaction de la PCR se termine par une étape 
d'élongation finale pendant 6 mn 2 72 OC. Les produits d'amplification sont séparés par 
électrophorèse sur gel d'agarose à 1,5 % dans du tampon TBE 1X à 4 voltslcm pendant 
environ 4 h. Ils sont ensuite visualisés au bromure d'éthidium sous lumière UV 
(3 12 nm) et photographiés avec un film noir et blanc (667, Polaroïd). 
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Tableau II. Liste des amorces utilisées dans l’analyse. 

Nombre Nombre de 
Code Séquence 5’ - 3’ de produits marqueurs 

d’amplification RAPD 

OPA1 1 
OPA 16 
OPA18 
OPHll 
OPK 17 
OPX5 
OPX9 
OPXl1 
OPY4 
OPY 1 1 
OPY14 
om12 

CAATCGCCGT 
AGCCAGCGAA 
AGGTGACCGT 
CTTCCGCAGT 
CCCAGCTGTG 
CCTTTCCCTC 
GGTCTGGlTG 
GGAGCCTCAG 
GGCTGCAATG 
AG ACGATGGG 
GGTCGATCTG 
TCAACGGGAC 

3 
3 
4 
5 
6 
3 
4 

6 
3 
6 
2 
3 

1 
2 
2 
2 
2 
1 
1 
2 
1 
2 
1 
2 

Analyse des données 

Les produits d’amplification sont visualisés sur gel d’agarose sous la forme de bandes. 
A la suite d’un test de répétabilité, ces bandes sont codées sous la forme de 
présencdabsence pour l’ensemble des individus analysés. La présence est notée quelle 
que soit l’intensité de la bande. Par commodité de langage, un marqueur RAPD ea  
qualifié de locus à deux allèles (présence ou absence de la bande). L’analyse par ces 
marqueurs permet de caractériser chaque échantillon par un profil multilocus. La varia- 
tion entre génotypes est évaluée en calculant l’indice de similarité de Nei et Li [27] 
pour l’ensemble des échantillons pris deux à deux selon la formule suivante : S = 2 x 
N,,/(N,+ NB) où NAB est le nombre de bandes communes à l’individu A et à l’indivi- 
du B, NA et N, correspondent respectivement au nombre de bandes de l’individu A et 
de l’individu B. La probabilité d‘avoir un même profil multilocus pour deux individus 
pris au hasard peut être calculée par la moyenne de l’indice de similarité à la puissance 
de la moyenne du nombre de bandes par individu [29]. Les relations qui existent entre 
les génotypes sont illustrées par un dendrogramme construit à partir de la matrice de 
similarité de Nei et Li [27] en  utilisant la méthode de la classification ascendante hié- 
rarchique non pondérée sur le critère de la distance moyenne (UPGMA ; [5] et le logi- 
ciel Phylip [ 141. 

. .  

Résultats et discussion 

Sélection et validité des marqueurs RAPD 

Un ensemble de 85 amorces est testé sur quatre échantillons : Dauphine, Col de Dame 
grise, Madeleine des deux saisons et Roscoff. Environ 25 % de ces amorces (21 au 
total) sont immaatement exclues de cette étude car pour certaines, il y a absence totale 

403 



B. Khadari, P. Lashemes, F. Kjellberg 

d’amplification et pour d’autres les produits d’amplification obtenus sont mal définis et 
difficilement interprétables. Parmi les 64 amorces retenues, 27 génèrent du polymor- 
phisme (Figure 1). Chacune de ces amorces est ensuite testée une deuxième fois sur les 
quatre génotypes, puis une troisième fois sur l’ensemble des échantillons étudiés. Parmi 
les 14 premières amorces testées de cette manière, 12 sont retenues pour l’identifica- 
tion des génotypes étudiés car les produits d’amplification obtenus sont ripétables à 
chacune de ces trois amplifications réalisées (Figure 2). 

Taille 
Ob) 

2000 
1584 

947 

500 

Taille 
(Pb) 

2000 
1584 

947 

500 

Figure 1. Exemple de sélection des amorces révélant du polymorphisme au sein de quarre géno- 
types (de gauche à droite: I’échantillon 20, 13, 3 et 1). Les amorces testées sont de gauche à 
droite : OPX5, OPXl, OPA18 et OPA9. (a) photographie du gel, (b) diagramme utilisant la pré- 
sence de bandes. 
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2000 
1375 

947 

Figure 2. Exemple de produits d’amplification obtenus à partir de 20 échantillons de figuier (de 
gauche à droite : l’échantillon 1 jusqu’à 20) en utilisant l’amorce OPA16. 

Un total de 64 produits d’amplification est obtenu par les 12 amorces utilisées dans 
cette étude dont 16 ne sont pas pris en compte (soit 25 % du total). 29 produits d’am- 
plification (soit 45 % du total) sont présents chez l’ensemble des échantillons analysés, 
ils correspondent à des loci monomorphes. 19 produits d’amplification (soit 30 % du 
total) correspondent à des loci polymorphes, ils constituent l’ensemble des marqueurs 
RAPD utilisés pour l’identification des génotypes étudiés (Tableau II). Le nombre de 
produits d’amplification obtenus à l’aide d’une seule amorce varie de deux à six avec 
une moyenne de 4. Chacune de ces amorces permet d’avoir un à deux marqueurs 
RAPD (Tableau II). 

L’utilisation des amorces de courte séquence rend la réaction de la PCR très sen- 
sible aux conditions de l’amplification. De ce fait, des résultats reproductibles ne sont 
obrenus que dans le cas où ces conditions sont optimales et strictement les mêmes pour 
les différentes réactions [15,42]. Les marqueurs RAPD utilisés dans cette étude sont le 
résultat d’une sélection sur les amorces et sur les produits d’amplification. En effet, la 
présence de résultats non reproductibles montre l’importance de cette sélection [45]. 

La possibilité d’une co-migration des fragments d’ADN amplifiés constitue, dans 
certains cas, une difficulté pour l’interprétation des résultats RAPD. L‘utilisation de 
l’un des fragments amplifiés comme sonde permet par hybridation de vérifier s’il s’agit 
du même locus [41]. Les marqueurs utilisés dans cette analyse n’ont pas été vérifiés 
selon cette méthode. Cependant, nous avons montré que le marqueur OPY14 a une 
transmission. biparentale au niveau de la génération F1 (résultats non publiés). Les 
autres marqueurs ne sont pas testés car ils ne sont pas polymorphes entre les deux 
parents étudiés. De plus, la probabilité d’avoir une co-mi,gation pour des individus 
appartenant à une même espèce, comme dans ce cas. est faible [19]. 

Polymorphisme et identification des génotypes 

L‘analyse des 21 échantillons de figuier par ces marqueurs permet de distinguer 
17 profils multilocus différents (Figure 3). Une même combinaison de bandes est com- 
mune à quatre échantillons de Col de Dame, à l’exception de Col de Dame blanche 
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provenant de Porquerolles. Les marqueurs RAPD sont donc parfaitement stables pour 
différents clones d’un même génotype. Cette stabilité caractérise la variété Col de 
Dame noire pour laquelle deux échantillons sont multipliés séparément dans deux loca- 
lités géographiques différentes depuis de nombreuses années. Elle caractérise aussi les 
trois variétés obtenues par mutation somatique à partir d’un génotype unique Col de 
Dame. De la même manière, Wolff et Peters-Van Rijn [43] obtiennent un seul profil 
multilocus pour I3 cultivars de chrysanthèmes (Dedranthemh grandij7ora Tzvelev) 
issus d’un même clone d’origine. L‘échantillon Col de Dame blanche provenant de 
Porquerolles est caractérisé par une combinaison de bandes très différente des autres 
Col de Dame. En effet, l’indice de similarité de OS7 entre ces deux génotypes traduit 
une différence sur 9 marqueurs (Tableau III). I1 s’agit donc d’une erreur d’ttíquetage 
dans la collection. Quant à I’échantillon Bourgeassotte noire et Violette de Sollies qui 
ont le même profil multilocus, il s’agit, après une enquête réalisée auprès des respon- 
sables de collections, d’un même génotype ayant deux nominations différentes selon la 
provenance. La Figure 3 montre qu’aucun génotype n’est caractérisé par un seul mar- 
queur. 

Les marqueurs RAPD utilisés ont permis d‘identifier l’ensemble des échantillons 
analysés. Cette identification est fondée par le fait que les 17 profils multilocus se dis- 
tinguent par au moins trois allèles (Tableau III, Figure 3). Par ailleurs, la probabilité 
pour que deux individus différents partagent une même combinaison de bandes est infi- 
me, de l’ordre de 5,10-3 (0,6110-67). L‘utilisation de 19 marqueurs RAPD prévoit, dans 
le cas oÙ ces marqueurs ne sont pas liés, un total de 524 288 (219) combinaisons multi- 
locus différentes possibles. De telles possibilités sont difficilement réalisées par l’em- 
ploi des alloenzymes dont le polymorphisme est limité par le nombre de loci et d’al- 
lèles généralement faibles 12, 30, 33, 351. Bailey [3] définit trois critères pour 
l’identification variétale : 1 )  une variati. i1 suffisamment importante pour distinguer les 
différentes variétés, 2) une variation intra-variétale minimale, 3) une reproductibilité 
dans les résultats. En remplissant ces trois conditions, les marqueurs RAPD utilisés 
dans notre étude sont donc bien adaptés à l’identification des génotypes. 
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Figure 3. Diagramme illustrant les différents profils multilocus des 21 échandllons étudiés. 
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Tableau III. Matrice de similarité basée sur l’estimation de l’indice de  similarité de Nei & Li [27]. Moyenne = 0,61, erreur standard = 0,14. 

echan tillon I 2 3 4 5 6 7 8 9 IO I I  12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 

Dauphine . 1,oo 
Violette Dauphine 0,75 1,OO 

Col de Dame grise 0,30 0,58 1,OO 

Col de Dame blanche (Cch.1) 0,67 0,72 0,57 1.00 

Col de Dame noire (6ch.l) 0,30 0,58 1,OO 0.57 1,OO 

Col de Dame noire (6ch.2) 0,30 OS8 1.00 0.57 1.00 1,OO 

Bourgeassotte noire 0,57 0,80 0,48 0.64 0,48 0,48 1.00 
Violette de Sollies 0,57 0,80 0.48 0,64 0,48 0.48 1.00 1,OO 

Marseillaise 0,60 0,83 0,50 0.57 0,50 0.50 0,67 0.63 1.00 
Verte d’A rgcntcri i I 0.60 0.sx 0.so 0.57 0.so 0.50 0.48 0.4x 0.40 I .o0 

Longue d’ao0i 0,SO 0.67 0,SO 0.57 0.50 0.50 0.57 0.57 0,SO 0.00 I -00 

Osborn Prolific 0,86 0.72 0,4X 0.82 0.48 0.48 0,64 (1.64 O,S7 OS7 0.48 1.00 

Madeleine des deux Saisons 0,70 0,67 0,40 0,57 0.40 0.40 0.57 0.57 0,60 0,50 0.70 0.57 1.00 
Grise de Saint-Jean 0,53 0.60 0.63 0.60 0.63 0,63 0.50 050 0,53 0.74 0.63 0.60 0-53 1,OO 

Tardive Brown Turkey 0,73 0,77 0.64 0,91 0.64 0.64 0.52 0.52 0.64 0.64 0,55 0,78 0.64 0.67 1,OO 

Sultane 0,47 0,67 0,47 0,47 0,47 0,47 0.56 0.56 0,47 0,35 0,59 0.56 0,47 0,50 0,53 1,OO 

Noire voisine de la Sultane 0,57 0,72 0,57 0,57 0,57 0,57 0,73 0,73 0,76 0,48 OS7 030 0,67 0,60 0,73 0’56 1’00 

Grise ronde h chair rose 0,64 0,85 0,54 0,91 0,54 0,54 0,78 0,78 0,64 0.54 0,64 0,78 0,63 0,57 0,75 0,63 0,52 1,OO 

Grosse longue verte 0’45 0,69 0,82 0,73 0.82 0,82 0,52 0,52 0,64 0,54 0,73 0,61 0,55 0,67 0,75 0,53 0,70 0.67 1,OO 

Roscoff 0,70 0,74 0,52 0,78 0,52 0.52 0,58 0,58 O,6l 087 0,70 0,67 0,61 0,80 0,72 0,30 0,50 0,72 0,64 1,OO 

Col de Dame blanche (6ch. 2) 0,30 0,58 1,OO 0,57 1,OO 1,OO 0,48 0,48 0,50 0,50 0,50 0,48 0,40 0,63 0,64 0,47 0,57 0,54 082 0,52 1,OO 
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L‘identification de 21 individus de figuier pourrait être réalisée par un choix de 5 à 
6 marqueurs indépendants. Or, il faut au moins 17 marqueurs, puisque les deux géno- 
types les plus proches (S = 0,911 ont en commun 16 allèles (Tableau III, Figure 3). Le 
fait que ce nombre de marqueurs nécessaire est multiplié par un facteur de 3 suggère 
que certains de ces loci sont liés, eVou qu’un sous-ensemble de combinaisons multilo- 
cus n’est pas représenté sous l’effet de l’échantillonnage. Le nombre de marqueurs à 
utiliser dans ce type d’étude est important puisqu’il s’agit de pouvoir séparer les diffé- 
rents génotypes par le minimum de marqueurs possibles afin d’économiser le coût 
d’analyse 1231. 

Variabilité génétique chez le figuier 

Les 12 amorces utilisées dans cette étude ont donné 48 produits d’amplification répé- 
tables, soit 4 produits d’amplification par amorce en moyenne. Ce nombre est faible 
comparé à celui obtenu chez d’autres espèces [ 16, 22, 26, 43,451. L‘obtention d’un tel 
résultat limite le nombre de marqueurs RAPD qui est en moyenne de 1,5 chez le 
figuier (Tableau II). Dans un cas comme le pommier oÙ une seule amorce a donné 14 
produits d’amplification [22], les 19 marqueurs peuvent être obtenus par 2 à 4 amorces 
contrairement aux 12 amorces utilisées dans notre étude. L‘électrophorèse sur gel de 
polyacrylamide, en  augmentant la résolution des produits d’amplification, permet 
d’avoir plus de marqueurs RAPD que l’électrophorèse sur gel d’agarose [6, 131. 

Sur un ensemble de 85 amorces testées, 27 ont révélé du polymorphisme (soit 
29 %). Ce polymorphisme est plus faible que celui obtenu chez d’autres espèces [16, 
25, 39, 451. I1 était donc nécessaire de procéder à une première sélection d’amorces 
révélant du polymorphisme au sein d’un sias-ensemble de 4 génotypes. Cette méthode 
a permis d’économiser les coûts et le temps en évitant d’analyser inutilement l’en- 
semble des échantillons par des amorces non informatives. Néanmoins, le polymorphis- 
me révélé par l’utilisation des amorces sélectionnées est étroitement lié à la base géné- 
tique formée par ces quatre génotypes. I1 peut, de ce fait, introduire un biais dans 
l’analyse de la variabilité génétique de l’ensemble des échantillons. L‘indice de simila- 
rité moyen pour ces 4 génotypes est de 0,54 ; il n’est guère différent de l’indice moyen 
pour l’ensemble des échantillons qui est de 0,61. Ces 4 génotypes constituent alors un 
sous-ensemble représentatif de la variabilité génétique existant au sein de l’ensemble 
des échantillons. De ce fait, le choix de ces génotypes n’introduit pas de biais quant 5 
l’analyse de la variabilité. 

La matrice résultant du calcul de l’indice de similarité pour l’ensemble des échan- 
tillons pris deux à deux (Tableau III) montre que cet indice varie de 0,30 à 0,91 pour 
les génotypes ainsi identifiés, avec une moyenne d’environ 0,61, et une variation de 
23 %. Les génotypes caractérisés partagent alors une base génétique relativement large. 
Cependant, l’apparentement entre ces individus, illustré par le dendrogramme (Figu- 
re 4) montre qu’il n’y a pas de groupement de génotypes bien individualisés. Les tra- 
vaux de Van Heusden et Bachmann [34] montrent que chez Microseris elegans, 
10 génotypes dont chacun est caractéristique d’un biotope et d’une population, sont 
nettement séparés en 4 groupes, alors que leur indice de similarité ne varie que de 0,48 
à 0,91 avec une moyenne de 0,64 et une variation de 20 %. Cette séparation en groupes 
est en rapport avec la distribution géographique des populations de Microseris elegans 
ainsi que le flux de gènes relativement limité. La variabilité génétique existant au sein 
des génotypes de figuier n’est pas structurée, malgré un indice de similarité qui varie 
de 0,30 à 0,91, probablement sous l’effet d‘un important brassage de gènes. 
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1 Col de Dame blanche (kh. 1) 

Tardive Brown Turkey 

Violene Dauphine 

Grise ronde 

Bourgeassoae noire 

Violene de Soues - 
- 

I Col de Dame grise 

MarSeillaiSC 

Noire vokiie Sultane 

Verte d'Argenteuil 

Roscoff 
- 
- 
- Grise de saint Jean 

L 

I Col de Dame noire ( k h .  1) 

I Col de Dame noire ( k h .  2) 

Sultane 

f I Col de Dame blanche (6ch. 2) 

I Grosse Longue Verte 

Figure 4. Dendogramme construit par UPGMA à partir de l'indice de similarité de Nei et Li 
1271. 
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Conclusion 

Cette étude iiiontre que l'application des niarqueun R.APD pour I'identiiication de 
variriires au sein d'une collection est possible. Elle a p" i s  de caractCriser les iiiar- 

qucurs qui peuvent servir pour identifier I'ensenible des ichuntillons prrisents dans unc 
collection comme celle du conservatoire botanique de Porquerolles. En effet. les 
19 marqueurs déterminés permettent d'obtenir. sou> I'hypothtse d'indCpendance. 
571 2SS (2") profils multilocus différents. Un ensemble de 500 echantillons devrait 
facilement irre identifié. Cette technique offre. en o w e .  I'avantaee d'Erre facile à 
mettre en osuvre et permet d'éviter l'emploi de la rudioactìvit2 et d'obtenir rapidement 
des rcsultats [28 ] .  Cependant. elle présente I'inconvCnient d'être trts  sensible au 
moindre changement dans les conditions de PCR. Bien que travaillant : ~ e c  les mêmes 
conditions optimales. i l  arrive parfois que la PCR soit mediocre ou ribsente, ce qui 
montre que certains parametres ne sont pas encore maîrrisCs [-U]. En \-UT d'obtenir des 
résultats reproductibles, il est donc primordial de faire une sPlectiori intense sur les 
amorces et sur les produits d'amplification. 

Cette étude montre que ces génotypes ont une base gCnétique relativement large 
sans différenciation e n  groupes distincts. La variabiiitP non structurée obtenue est due 
probablement à un brassage de gènes, niais le faible nombre d'Cchantillons analysés. 
pour l'essentiel d'origine française, ne permet pas de tester cette hJ'pothèse. Condit 
[ I O ]  dénombre un peu plus de 600 variités de figuier provenant de différents pays 
niiditerranéens. II serait donc intéressant d'élargir I'etude 3 un  plus grand nombre de 
variités issues de régions différentes et de comparer les résultats obtenus B d'autres 
études sur la variabilité génétique des populations naturelles de Ficic.v corico. Cepen- 
dant. les marqueurs RAPD présentent I'inconvc,iient d'?tre dominants car Ia présence 
d'un fragment d'ADN amplifié ne permet pas de distinguer un hCttrozygote d'un 
homozygote 17, 151. Dans ces conditions, les érudes de ~Cnétique des populations, qui 
sont importantes pour comprendre les flux de gtnes au sciii des populations. sont diffi- 
cilement réalisables. Néanmoins, des premiers travaus utilisant les marqueurs RAPD 
pour I'étude de la différentiation génétique entre populations naturelles montrent l'inté- 
rCt de ces marqueurs dans ce type d'études [S, 17, 26. 341. La comparaison de la diver- 
siti $nétique entre les génotypes cultivés et les populations naturelles conduit 5 l'éva- 
luation des ressources génétiques de l'espèce. Ces connaissances permettront de savoir 
s'il faut élargir le pool génétique des collections, et d'établir une stratégie d'échan- 
tillonnage dans les populations naturelles. Une étude utilisant à la fois les marqueurs 
RAPD et les alloenzymes permettrait de mieux comprendre les relritions génétiques 
entre plantes cultivées et sauvages de Ficirs carica. 
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