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Théme : Etude moléculaire du polymorphisme des protéines de réserves
d une accession de blé dur (Triticum durum Desf.) cultivée en Algérie

Résumé
La gestion et la conservation des ressources génétiques d’' une espéce cultivée doivent requérir une
bonne connaissance de sa variabilité morphol ogique et génétique pour sa conservation contre son
érosion. Pour cela nous avons effectué une é&ude agro-morphologique, biochimique et moléculaire
afin d'apprécier la diversité morphologique et agronomique intra et inter variétale, ainsi que le
polymorphisme biochimique et génétique des protéines de réserve (gluténines HPM , FPM et les
gliadines) existant chez les 100 génotypes appartenant aux quatre variétés locales de blé dur
(Triticum durum Desf.), a savoir, alexandrinum , merciense , valenciae et italicum cultivées en
Algérie. Les mesures des paramétres agro-morphol ogiques ont été réalisées a maturité des plantes.

Les résultats obtenus par les paramétres agro-morphologiques ont montré |’existence d'une
diversité inter-variétale trés importante entre les quatre variétés de sorte que les génotypes de la
variété alexandrinum et la variété italicum possedent les valeurs les plus performants, aors que les
génotypes de la variété murciense montrent les valeurs les plus réduites.

L’ analyse biochimique par éectrophorése monodimensionnelle (SDS-PAGE) a révélé la présence
d’'un faible polymorphisme intra variétae et un polymorphisme important entre les génotypes des
guatre variétés ; les génotypes de la variété alexandrinum et murciense possedent des bandes a-B-y
gliadines, aors que les génotypes de la variété valenciae présentent des bandes de type y et ®
gliadines.

L’ étude moléculaire porte sur trois types de techniques, a savoir la technique PCR/Bulk, le
marquage moléculaire a travers le marqueur PCR/RFLP et |e séquencage des genes codant des
gliadines. Les deux amorces Glu-DX5 et LA1 destinées a I’amplification de génes des gluténines
mettent en évidence la pauvreté de ces génes chez tous les génotypes des quatre variétés. Alors que
I”’amorce 56MN utilisée pour |I'amplification des génes des gliadines, montre |’ abondance de ces
derniers chez tous les génotypes des quatre variétés. Pour le marqueur PCR/RFLP appliqué sur
onze génotypes des quatre variétés séectionnées sur la base de leurs abondance en génes des
gliadines ont produit le méme nombre d’amplifiant de poids moléculaire 536 pb. Avec onze
fragments monomorphes. L’analyse du séquencage de deux génotypes sélectionnées de chaque
variété montre |’ existence d’ un tres faible polymorphisme entre les génotypes des quatre variétés et
révélent qu'ils sont trés liés génétiquement.

Mots clés: Blé dur, polymorphisme, genes codant, gluténines, gliadines, diversité morphol ogique,

marqueurs mol éculaires RFL P, séquencage



Theme :Molecular study of polymorphism storage protein of durum wheat’s
group (Triticum durum Desf .) cultivated in Algeria
Abstract

The managment and conservation of genetic ressources of a cultivated specie must requir a good
knowledge of its morphological and genetic variability for its conservation against its erosion. For
this we have carried out an agro-morphological, biochemical and molecular study, in order to
appreciate the morphological and agronomical diversity intra and inter-varietal, as well as the
polymorphism biochemical and genetic of reservation’s protein (glutenins HPM, FRM and the
gliading) existing among the 100 genotypes belonging the four loca varieties of durum wheat
(Triticum durum Desf .) ,namely, alexandrinum, merciense, valenciae and italicum cultivated in
Algeria. The measurments of agro-morphological parameters were carried out at plants maturity.
The results obtained by of agro-morphological parameters showed the existence of a very
important inter-varietal diversity between the four varieties so that the alexandrinum and italicum
variety’s genotypes have the highest performances values, while murciense variety’s genotypes
show the lowest values.

The biochemical analyse by one-dimentiona electophoresis (SDS-PAGE) reveaed the presence of

low intra-varietal polymorphism and important polymorphism between the genotypes of four
varietes ; the genotypes of alexandrinum and murceinse variety have a By gliadins bands, while

the gemotypes of valenciae variety present typer et gliadins bands.

Molecular study include three technical’ s type , namely PCR/BULK technical, molecular marking
across the PCR/RELF marker and genes's sequencing coding gliadins. The two primers GL U-
DX5 and LA1 aimed at the amplification of glutenins's genes highliting the the poverty of these
genes in al genotypes of the four varieties. While the primer 56MN used for the amplification of
gliadins's genes wich shows the abudance of these in al the genotypes of four varieties. For the
marker PCR/RELF apply on deven genotypes of four varieties dected on the basis of thier
abudance of gliadins's genes produced the same namber amplifing molecular wheight 536 pb.
With eleven monomorphic fragments. The sequencing’s analyse of two genotypes selected of any
variety shows the existence of a very weak polymorphism between the genotypes of four varieties
and reveal that they are very genetically related.

Key words: durum wheat, polymorphism, coding genes, glutenins, gliadins, morphological

diversity , molecular markers RELF, sequencing .
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Introduction

I ntroduction

Les ressources phyto-génétiques constituent un matériel  pour répondre aux besoins
nutritionnels et médicinaux de I’humanité. Tout lui venait de la cueillette, et c'est par la
suite qu'il acommencé a opérer un choix au sein de la multitude d'espéces que lui offrait la
nature. C'est ainsi que I'homme a commencé par privilégier certaines especes en les
déplacant de leur environnement naturel pour les avoir prés de lui  dans des conditions
particulieres d'ou la naissance de l'agriculture .Les paysans ont inventé I’ agriculture et
également affiner leurs connaissances et leur savoir faire , béati des systémes durables
depuis des siecles en utilisant les ressources génétiques locales .Ainsi donc, le réle des
pratiques agricoles traditionnelles qui utilisent une gamme trés variée de ressources
génétiques locales a été et demeure encore déterminant dans les processus de la sélection et
de l'amédlioration variétade , de méme que dans la production de semences et par

conséguent le dével oppement agricole.

Le développement agricole a conduit a des variétés trés performantes mais qui s est
accompagné d’ une réduction de la diversité génétique. Il est donc nécessaire de constituer
une réserve génétique, comprenant des ressources tres diversifiées susceptibles de répondre
aux besoins futurs de I"homme. Ces ressources sont matérialisees sous forme de variétés,
anciennes et modernes, de population ou génotypes locaux et especes sauvages proches des

plantes cultivées.

Depuis 1900, on a perdu les trois-quarts environ de la diversité génétique des plantes
cultivées. Indéniablement, les merveilles de I’améioration de production ont eu comme
conséquences |’ érosion de la diversité génétique de beaucoup de récoltes, y comprisle blé,
dd au remplacement de cultivars autochtones avec les cultivars modernes a haut rendement
(Braun et al., 1998).

La gestion des ressources génétiques passe d'abord par un inventaire de la diversité
génétique disponible dans une espece et la description de |’ organisation hiérarchique de
cette diversité entre individus, population, sous-especes, etc. Ces informations sont
précieuses pour faire un premier état deslieux et faire un choix de génotypes a conserver et
a évaluer en priorité .Cependant une meilleure compréhension des facteurs historiques et
évolutifs faconnant la diversité génétique tant au niveau moléculaire que phénotypique est
également importante pour pouvoir statuer sur le niveau de diversité existant au sein d' une
espece. Cette connaissance permettra aussi de trancher une vision trés patrimoniale des
1
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ressources genetiques oul I’ érosion de la diversité est irréversible sur le temps court (50-100
générations), (bataillon et al., 2007).

Lamise en vaeur de |'apport des ressources phyto-génétiques dans I'amélioration des blés
cultivés ne peut étre réalisée qu'apres une étude génétique, biochimique et moléculaire
approfondie. Les évaluations qui ont pour objectif de décrire la diversité peuvent faire
appel a des marqueurs biochimiques (protéines de réserve et certains systémes
enzymatiques) ou moléculaires (marqueurs RFLP, microsatellites...etc.), ou protéomiques
(recherche de certains protéomes pour couvrir la diversité génétique). L’identification
phénotypique basée sur la description des caractéres morphologiques et agronomiques
sont largement utilisées pour évaluation de la diversité génétique des génotypes de blé
(Van Hintum et Elings, 1991). Cependant les traits des caractéres morphologiques ont de
nombreuses limites telles qu'un faible polymorphisme, une faible héritabilité, une
expression tardive des caracteres et peuvent étre contrélés par des genes a effets

épistatique et pleiotropique (Nakamura, 2001).

Les céréales occupent al’ échelle mondiale une place primordiale dans e systéme agricole.
Elles sont considérées comme une principale source de la nutrition humaine et animale.
Les deux espéces du blé les plus cultivées au monde sont le blé tendre (triticum aestivum
L.) qui représente plus de 90% de la production mondiale et le blé dur (Triticum durum
Desf.) 5% traditionnellement cultivé dans le bassin méditerranéen (Gooding, 2009). Selon
laFAOQ, la production mondiale de blé en 2016 s établirait a 723 millions de tonnes (FAO,
2016). En Algérie, la production cérédiére a atteint 3,3 millions de tonnes en 2014 (FAO,
2015) par ailleurs elle constitue I’essentiel de la ration alimentaire quotidienne de la
population et occupe une superficie de 2.7 millions d  hectares (Benbelkacem, 2013).

La variabilité génétiqgue des blés cultivés, résultat de 10000 ans de culture a
considérablement diminué ces derniéres années en raison de I'introduction des techniques
scientifiques modernes pour les besoins de la sélection. L'érosion rapide et continue du
patrimoine génétique du blé a diminué les possibilités damélioration des rendements et
rendu les cultures du blé dans e monde de plus en plus vulnérables a de nouveaux stress
biotiques et abiotiques.

La culture du blé dur (Triticum durum Desf.) est une spéculation qui domine la
céréaliculture algérienne. Elle occupe des superficies qui ont varié entre 544.000 et

2
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1.600.000 ha, au cours de la période 1994/95 a 2007/08, soit une production qui varié de
486.000 a 2.055.000 tonnes (Adjabi, 2010).

La culture de blé dur pratiquée en Algérie utilise un germoplasme de deux types: les
génotypes locaux traditionnels, caractérisés par un faible potentiel de production, qui ont
été modelés au cours des années par la pression sélective exercée par les facteurs du
milieu. Les génotypes d’ introduction nouvellement séectionnés et caractérisés par un haut
potentiel de production, leur disparaissent plus rapidement a cause notamment de leur
inadaptation et de leur sensibilité ala secheresse. L’ introduction de ce matériel génétique a
fait régresser les variétés locales en les marginalisant pendant les années favorables avant
de disparaitre aleur tour aprés les années défavorables. Cet état de fait arétréci ladiversité

des blés durs dans |e pays.

L’objectif de notre travail de these est d'analyser la variabilité morphologique et
agronomique de quelques variétés anciennes , locales de blé dur cultivé en Algérie et la
diversité genétique de leurs protéines de réserve comme les sous unités gluténines de haut
et faible poids moléculaire et les gliadines grace aux marqueurs moléculaires PCR/ RFLP
et le sequencage et afin d’arriver a des stratégies de leur gestion et de conservation contre

I’ érosion génétique.

Ce manuscrit est diviseé en trois chapitres:
Chapitre | est consacré a la synthése bibliographique, dans laquelle des travaux
antérieurs sur le blé sont présentés, des généalités sur les caractéres
morphol ogiques et agronomiques puis le grain du blé et ses protéines de réserve.
Chapitre Il est consacré a la description du matériel végétal et des différentes
techniques d'analyses utilisées pour étudier leur morphologie, leur potentiel
agronomique, biochimique et moléculaire.

Chapitre I11 est consacré aux résultats obtenus et la discussion.

- Cemanuscrit se termine par une conclusion générale et |es perspectives.
3
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Chapitrel Synthese bibliographique

1. Synthese bibliographique

1.1. Géné&ralitéssur leblé

1.1.1. Définition

Le blé est une monocotylédone de la famille des Poaceae appartenant au genre
Triticum. Cette plante annuelle produit un fruit sec indéhiscent, le caryopse. Le blé
tendre (Triticum aestivum L.) et le blé dur (Triticum durum Desf.) sont les deux especes
les plus cultivées dans le monde. Le blé tendre est congtitué de trois génomes
possédant chacun 7 paires de chromosomes homologues, soit 42 chromosomes au
total. Il possede une structure génomique hexaploide (AA BB DD) et le blé dur une
structure tétraploide (AA BB).

Le blé dur d'un point de vue phylogénétique est issu de deux hybridations
interspécifiques suivi d'un doublement chromosomique. Le croisement entre Triticum
monococcum (A) et un Aegilops (B) a donné un individu de structure génomique (AB)
avec 14 chromosomes. Apres doublement chromosomique est apparu Triticum turgidum
ssp. Dicoccoides (AA BB), ancétre du blé dur (Chapman, 2009 ; Chen et al., 1984 ; Gill et
Kimber, 1974). Le second croisement interspécifique a eu lieu entre Triticum turgidum
ssp. Dicoccoides et Aegilops tauschii (D) ce qui a donné un individu (ABD) possédant

21 chromosomes. Ce dernier a subi un doublement chromosomique (AA BB DD).

1.1.2. Origine géné&tique

Les espéces ancestrales qui seraient al’ origine du blé dur cultivé sont diploides avec 2 n =
14. Une hybridation spontanée entre ces especes a été a l'origine de la formation
d une nouvelle espéce riche en gluten, ¢’ est le blé dur ou amidonnier (Clerget, 2011).

Le blé dur est dlotétraploide avec deux génomes AABB, comptant au tota 28
chromosomes (2n=4x=28), contenant le complément diploide des chromosomes de
chacune des espéeces souches. Comme telle, chaque paire de chromosomes du génome A
a une paire de chromosomes homologues dans le génome B, a laguelle elle est étroitement
apparentée.

D’aprés Cook et al., (1993) , le blé téraploide (2n=4x=28 chromosomes) résulte d’un
croisement rare mais naturd entre deux éspeces de blés diploides. En effet , les
chromosomes d'un hybride sterile de génome AB se dédoublent spontaniment pour

produire un hybride tétraploide fertile AABB par le phénomeéne de |’ amphidiploidie.



Chapitrel Synthese bibliographique

Les anayses cytologiques et moléculaires laissent croire que les sous-espéeces de T.
turgidum seraient issues de | hybridation spontanée de Triticum monococcum L. subsp.
boeoticum (Boiss.) (Synonyme : Triticum urartu : AA) avec une espece de blé diploide
inconnue contenant le génome B (Feldmen, 1976). Selon Kimber et Seras (1987), une
ou plusieurs des cinq especes diploides de la section Stopsis du genre Triticum
pourraient avoir fourni le génome B aux blés polyploides. D’aprés | analyse
moléculaire, le génome de T. speltoides s apparente plus au génome B du blé dur et du
blé tendre (Talbert et al., 1995). En outre, I'anayse de I’ADN des chloroplastes montre
que T. speltoides est probablement |e donneur maternel du blé dur (Wang et al., 1997).

Le résultat de cette hybridation naturelle est I'’amidonnier sauvage (Triticum turgidum
ssp. dicoccoides qui a éé domestiqué plus tard sous la forme du blé amidonnier
(Triticum turgidum ssp. dicoccum.

Des milliers d’années de culture et de sélection ont abouti a la formidable variabilité des
blés tétraploides issus de |I’amidonnier sauvage. Un certain nombre de sous-especes ont
donc été caractérisées, principaement daprés les caracteres morphologiques (Van
Slageren, 1994): T. turgidum ssp. paleocolchicum, T. turgidum ssp. polonicum, T.
turgidum ssp. turanicum, T. turgidum ssp. carthlicum, T. turgidum ssp. turgidum et
T.turgidum ssp. durum. Parmi tous les blés tétraploides cultivés, T. turgidum ssp. durum
est deloinle plusimportant.

A son rythme, la nature fabrique donc & I’infini des organismes génétiquement modifiés
assurant ainsi une grande diversité du monde vivant, ¢’ est ce qu’on appelle I’ évolution.
Les blés domestiqués actuels sont en effet des especes polyploides dérivées des espéces
ancestrales sauvages diploides. L’homme n'intervient ici qu’au niveau de la sélection qui
n'a plus rien de naturdle. Il privilégie les especes les plus faciles a cultiver, les plus
résistantes, les plus productives, les plus rentables en fonction de I’ utilisation qu'il en
fait (Clerget, 2011).

1.1.3. Origine géographique

II'y aenviron 12.000 ans, un petit groupe dhumains a pris le virage du chasse-cueillette a
la culture de plantes pour la survie durable. La découverte de I'agriculture a entrainée
de nombreux changements dans la culture humaine, un phénoméne connu sous le nom
révolution néolithique est le résultat de la domestication progressive de graminées

cultivées dont la plus ancienne semble étre le blé dur (Feillet, 2000). L’agriculture a



Chapitrel Synthese bibliographique

renforcé le mode de vie sédentaire, ce qui a conduit a la stratification de la société et au
dével oppement de technologies (Salamini et al., 2002). Les plus anciennes concentrations
connues de céréales résultant de pratiques agricoles ont éé repérées lors de fouilles
archéologiques en 10 000 avant J-C. en Jordanie. 1l sagit de blés non brisants
(engrain et amidonnier) et d’ orge (paumelle) (Clerget, 2011).

Le blé est I'une des premiéres especes cultivées par I'nomme au proche Orient, il y a
environ 10.000 a 15.000 ans avant J.C (Herve, 1979). Des restes de blés, diploide et
tétraploide, ont é&é découverts sur des sites archéologiques au proche orient d aprés
Harlan (1975) et on croit que le blé dur provient des territoires de la Turquie, de la Syrie,
de I'lrag et de I'lran selon Feldmen (2001).

Crigine de
Triticesm furgudurm

s _;.1::: !‘3?1_;-?;-_1':;
Legende
Y

Figure 1. Origine et diffusion de Triticumturgidum (Bonjean, 2001).
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1.1.4. Classification

Le blé est une monocotylédone qui appartient au genre Triticum de la famille des Poaceaes

(Feuillet ,2000)

D’ apréslaclassification APG |11 (2009). Le blé dur est classé de la maniere suivante :
Classification de Cronquist (1981)

Regne plante

Sous-régne Tracheobionta

Division Magnoliophyta

Classe Liliopsida

Sous-classe Commelinidae

Ordre Cyperales

Famille Gramineae

Tribu Triticeae

Genre Triticum

Espéece Triticum turgidum

Sous-espece Triticum turgidum subsp.durum (Desf.)

Synonymes Triticum durum
Classification APG 111 (2009)

Ordre Poales

Famille poaceae

1.2. Morphologiedu blé

Le blé est une plante herbacée annuelle, a systéme de reproduction autogame et
cléistogame: €elle se reproduit par autofécondation et sans ouverture de la fleur (Navile,
2005). Le systeme radiculaire est fasciculé assez développé s on le compare a celui des
graminées prairiales (Soltner, 2005). Il comprend des racines séminales produites par la
plantule durant la levée, ains que des racines adventives qui se forment plus tard a partir
des noauds a la base de la plante et constituent le systéme radiculaire permanent qui assure
lanutrition de la plante (Hammadache, 2001).

Le systéme aérien est formeé d’un certain nombre d’ unité biologique (talles) partant d’ une
zone sSituée a la base de la plante (le plateau de tallage) (Moule, 1980) et donnant

ultérieurement les brins. Le nombre de brins dépend de la variété, des conditions de
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croissance et de la densité de plantation (Bozzini, 1988). La tige (chaume) est cylindrique,
dressé, habituellement creuse et subdivisée en entre-nceuds. Certaines variétés possedent
toutefois des tiges pleines (Clark et al., 2002). Les tiges sont engainées par des feuilles a
nervures parallél es issues chacune d' un entre —nceud (Soltner, 2005).

Les grains de blé dur sont de couleur blanc-jaunétre ou rougeétre, suivant les variétés. Leur
texture est normalement vitreuse, d’ apparence translucide. Ils sont en général étroits et
amincis aux deux extrémités, plus au moins comprimeés latéralement et présentent une
saillie dorsale marguée ainsi par un sillon profond, étroit et bien dessiné. Leur section
transversale est plus ou moins triangulaire, leur embryon est large avec un scutellum ovale,
leurs dimensions varient avec les variétés et les conditions de végétation (Boufenar et al.,
2006).

1.2.1. Hauteur delaplante

La plante présente un certain nombre de caracteres morphologiques qui conférent un
aspect particulier a la plante tel que le port par exemple ou a la variété lorsque celui-ci est
fixé et quil en devient une caractéristique.Ces caractéres ont une incidence sur le
rendement en grain ou sur laqualité du grain, méme s elle est parfoisindirecte.

Ledent, (1978) a établi une bonne corrélation entre le poids sec total sans épi et celui de
I’épi ; ceci montre nettement que les talles bien développées portent les plus beaux épis.
Selon Simpson, (1968) |es plantes courtes sont plus productives que les plantes hautes car la
capacité de tallage des premiers est plus importante.

Le coefficient de corréation entre le rendement et la hauteur de latige est tres variable selon
les génotypes de blé tendre (Hanifi- Mekliche, 1983). Fonseca et Paterson, (1968) ont établi
des corréations positives entre la hauteur de la plante, les composantes du rendement et le
rendement en grain, qui varient selon I’année d’ essai et lalignée utilisée. La hauteur de la
plante et les composantes de rendement ainsi que la précocité présentent des
corrélations hautement significatives. Les coefficients de corréation entre d' une part la
hauteur de la tige, et d’autre part le nombre d’épis par plante, le poids du grain et la
précocité, ont respectivement les coefficients suivants : r = 0,206 ; r = 0,484 et r =-0,222
(Johnson, 1966).
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1.2.2. Col del’ épi

Lalongueur du dernier entre nceud est importante du fait qu’elle éloigne I’ épi du feuillage
limitant ainsi les risques d’ infestation par d’ éventuelles mal adies de méme que le col del’ épi
se situe en pleine lumiere, ce qui augmente I'intensité de la photosynthése (Baldy, 1974 ;
Doussinault, 1978). Lalongueur du col de I’ épi est associée positivement au rendement de
I’épi (Delecolle et Gurnade, 1980).

Auriau, (1978) a souligné I’importance non seulement du roéle du col de I'épi mais auss
des barbes, dans la maturation du grain. Le col jouerait le r6le d’un organe provisoire
dans latranslocation des assimilats vers|’ épi, ils ont trouvé une corréation positive entre la
longueur du col de I’épi et le rendement. Grignac, (1978) a mis en évidence une liaison
positive mais faible entre le rendement et lalongueur du dernier entre-nceud ainsi qu’ avec le

rapport de lalongueur du dernier entre- noaud et celle de latige.

1.2.3. Epi

D’apres Blum ,(1989) I’ épi joue un réle dans la photosynthése et la production d’ assimilats
nécessaires au remplissage du grain , quant la derniere feuille devient sénescent.Les
derniers orgaines chlorophylliens (glumes et barbes) jouent un réle prédominant dans la
formation du grain. Les barbes par leur port dressé et leur position contribuent dans la
trandocation des assimlats stockés a son niveau et donc a la photosynthése (Gate et
al.,1990).

1.2.4. Feuilles

Selon Auriau, (1978) les hydrates de carbone du grain sont issus de I'activité
photosynthétique des parties supérieures de la plante au moment méme de la formation du
grain. C'est ainsi gque les derniéres feuilles, le col de I’épi et I’ épi [ui-méme fournissent
la presgue totalité des hydrates de carbone des grains ; lerdle del’ avant derniére feuille sans
étre nul, est généralement faible. Lataille de |’ épi et la gaine de la derniere feuille ont une
liaison étroite, les gaines sont mieux corrélées au rendement que les feuilles (Ledent, 1978).
Boyeldieu, (1980) a trouvé que les meilleurs rendements en grain chez le blé éaent
obtenus avec des indices foliaires de 8 a 10, a condition que le couvert végétal ne verse
pas.

Gauthiers et Joudrier, (1991) constatent que les blés tétraploides et héxaploides

présentent une activité photosynthétique plus accrue jusgu’ au début de I’ épiaison, mais lors
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du développement du grain, cette activité baisse chez les formes sauvages et s accroit chez
lesformes cultiveées.

La surface du limbe est associée positivement avec le rendement en grain par plante et le
poids de 1000 grains (Ledent, 1978). Oulie ,(1986) a montré que le rendement en grain est
lié al’ activité photosynthétique de laderniérefeuille. Ledent, (1978) aétabli une corrédlation
positive entre le poids sec de la graine et de la derniere fedille et le rendement, de méme
gu'il a éabli une liaison plus éroite entre la deuxiéme et la troisiéme feuille avec le

rendement par épi plutét qu’ avec lafeuille sommitale.

1.3. Rendement du blé

Le rendement en grain s élabore par éape au cours des différentes phases de dével oppoment,
il résulte d’'un certain nombre de composantes et de nombreux effets physiologiques qui se
forment successivement ou simultaniment durant le cycle vegetatife (Ingoat et Couvreur,
1979).

L’ objectif principal dans un programme d’amélioration des plantes vise en premier lieu a
accroitre le rendement qui est un caractere polygénique (Picard, 1991), tres variable selon
les conditions éco-climatique et techniques (Boauf, 1948). L’expression de ce caractére
résulte du fonctionnement d’'un peuplement, c'est-a-dire de I’ensemble des plantes qui,
pendant |a durée du cycle végétatif sont en concurrence pour |’ utilisation des ressources du
milieu (Masleet al., 1981).

Le rendement s’ élabore tout au long du cycle de développement de la plante (Couvreur et
Masse, 1983 ; Amboulet et al, 1983) ; c'est le résultat de I’ intéraction d’ un certain nombre
de composantes et de nombreux effets physiologiques qui se forment successivement ou
simultanément durant le cycle végétatif, entre lesquels des phénomeénes de compensation
interviennent (Ingoat et Couvreur, 1979). Dans certaines limites, les composantes du
rendement entrent en concurrence entre elles, ce qui peut affecter le rendement (Grignac,
1978 et Vilain, 1987).

La progression génétique dans |’ accroissement du rendement en grain est le résultat de
deux facteurs essentiels, a savoir |’ accroissement du rendement biologique ou le progres
génétique doit résulter d’ une augmentation de I’ efficience photosynthétique des céréal es qui
est la résultante de I’ effort consenti sur les caractéres morphologiques et physiologiques
(Amboulet et al., 1983).
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La qualité technologique est un caractere variétal tres influencé par les facteurs du
milieu (Boauf, 1948; Sadli, 1993). C'est ains qu'une nutrition azotée et potassique
convenable engendre une bonne formation du grain ainsi gu’ une bonne qualité (Rousset,
1986 et Roy, 1989) ; de méme qu’ un sol riche en phosphore accél ére la précocité et donne
une bonne qualité du grain avec plus de résistance alaverse (Grignac, 1978). En conditions
humides, lors de la maturation, les grains du blé dur deviennent farineux a cause des
fissurationsintercellulaires (Percival, cité par Grignac, 1970) : ¢’ est le mitadinage. Une forte
évapotranspiration pendant le remplissage des grains engendre des grains ridés : c'est
I’ échaudage (Chevalier, 1957 ; Boyeldieu, 1980 et Masle, 1982).

1.3.1. Composantes du rendement

La formation des composantes est étallée dans le temps, elle est donc soumise a différentes
conditions de croissance, comme €elle subit auss les effets de compensation entre les
composantes (Abbassenne et al., 1998). L’ effet de compensation entre les composantes du
rendement est un mécanisme de développement important qui est a méme de reconstituer
le rendement en grain lors de la reprise aprés stress (Blum,1989). Cette compensation
dépend du parcours d’ elaboration du rendement et des processus physiologiques lies au
genotype : durée de vie des feuilles, poids relative de I'épi et taux de mobilisation des
assimilas. Dans certaines limites, ces composantes entrent en concurrence ce qui peut

affecter le rendement (Grignac, 1978 et Bouzerzour et al., 2000).

Selon Li et Gill, (2004), le rendement en grain est le caractére agronomique le plus
important et le plus complexe, il est determiné physiologiquement par la source (les
organes photosynthétiques, surtout les feuilles supérieures) et la capacité de translocation
des assimilats, en plusil est le produit d’ une série de compsantes, nombre de plantes/ unité
de surface, nombre d épis par plante, hombre de grain par épi et le poids du gran.
Génétiquement, il est controlé par de nombreux genes, a action additive, de dominance,
d épistasie et de |’ intraction génotype x environnement (GXE).

Chez les céréales un certain nombre de caractéristigues mesurables constituent les
composantes de rendement que I’ on peut schématiser selon la formule suivante : Nombre
d' épis/m?2 x Nombre de graing/épi x Poids de 1000 grains (Vilain, 1987).

La part de chaque composante dans I’ éaboration du rendement dépend du génotype ainsi
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quedesconditionsdu milieu.
- Nombre d'épispar unitedesurface

Le nombre d épis s éabore au cours de la montaison, il est immédiatement suivi du
nombre de grain par épi qui se determine au stade épiason. Le nombre d' épis par metre
carré est la composante du rendement la plus etroitement liée au rendement (Bouzerzour et
al., 2000). Les meilleurs rendements en grain de blé dur en zones semi-arides et en région
meéditerranéene sont les résultats de la capacité génétique a produire plus d’ épis par unite
de surface associée a une bonne fertilité (Oudjani, 2009).

Selon Bouzerzour, (1992) le nombre d' épis par métre carré est négativement corrélé au
rendement en grain, au nombre de graing/m? et au nombre de grains par épi, ceci vient
probablement du fait que les conditions du milieu des hauts plateaux favorisent la production
d épis par unité de surface qui agissent négativement sur la fertilité et indirectement sur le

rendement.

- Nombred’épis par plante
Bensalem et al., (1991), ont établi une liaison entre le tallage épi et le rendement ; par
contre ils n'ont pas trouvé de liaison entre le talage herbacé et le rendement en grain.
Selon Nass, (1973) le nombre d’ épis par plante est la composante |a plus prépondérante du
rendement. L’ accroissement du nombre d’ épis n’ entraine pas toujours une augmentation du

rendement acause delacompétition induite par lenombrede grainspar épi (Combe, 1981).

- Nombredes grainspar épi

Selon Dunder, (1976) le rendement du blé est tres dépendant du nombre de grains par épi, le
coefficient de corrélation entre les deux caracteres est de 0,917. Le nombre de grains par
épi est influencé par le nombre d'épis par m?, par les caractéristiques variétaes, par la
disponibilité en eau et par la nutrition azotée et phospho- potassique (Belaid, 1986).
Auss le nombre de grains par épi est en fonction du nombre d' épillets par épi et du
nombre de grains par épillets (INA, 1979).

Chez le blé tendre, on peut trouver 3 a5 grains par épillets alors que chez I'orge, il N'y a
qu’un grain par épillet (Lafarge et Gaul, 1985).

Selon Bendjama (1977), le nombre de grains par épi varie fortement et diminue avec

I” augmentation de la densité de semis.

12



Chapitrel Synthese bibliographique

- Poidsdemillegrains

Le poids de 1000 grains dépend des conditions de nutrition et de peuplement (Masle, 1982).
Un coefficient de corrélation variable de 0,08 &4 0,80 est trouvé par Aissani, (1989) entre le
rendement et le poids de 1000 grains, dans les conditions des hauts plateaux sétifiens. Un
poids de mille grains faible peut étre le résultat de maladies de fin de cycle
(fusariose), ou de pluies tardives assosiées a de fortes chaleurs et a un degré moindre a
la verse (Gate et al., 1991). Une élevation brusgque de la température durant la phase
d’ accumulation des réserves cause I’ échaudage fait chuter le taux d'azote dansle grain et le
rend léger (Chevaier, 1957). Selon Grignac, (1970) cette baisse du taux d'azote dans le
grain ne favoriserait pas la formation d'un grain vitreux, ce méme auteur reléve une
relation étroite entre le poids de 1000 grains et e mitadinage.

Un apport delafumure azotée pendant la croissance des grains accroit |e poidsde 1000 grains
(Combe, 1981). Une relation positive a été établie entre le niveau moyen du pallier d’ eau
du grain et le poids spécifique a la maturité (Malet et Gurnade, 1981), cependant Sadli,
(1993) n'atrouvé aucune relation entre le rendement et le mitadinage. Fonseca et Paterson,
(1968) on trouvé une héritabilité au sens étroit de poids de 1000 grains de 0,472.

1.4. Grain du blé

Le grain de blé est constitué de 3 grandes parties : le germe, |’albumen et les enveloppes
(Figure 2). Il est constitué mgoritairement d’amidon qui représente environ 70% de la
matiére séche du grain et qui est situé dans I’abumen. Les protéines représentent entre 10
et 15% de la matiére séche et se retrouvent dans tous les tissus du grain de blé avec une
concentration plus importante dans le germe et la couche a aeurone (Pomeranz, 1988).
Les pentosanes (polysaccharides non amylacés) représentent quant a eux entre 2 et
3% de la matiére séche et sont les principaux constituants des parois cellulaires de
I’albumen (70 a 80%).
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Figure 2. Coupe au niveau de grain du blé dur (Clerget, 2011).

1. 4.1 Protéinesdu grain deblé

Les protéines forment (8-18%) de la matiere séche du blé dur ; elles sont inégalement
réparties entre les différentes couches histologiques du grain. (Feillet, 2000). Leurs
répartitions n'est pas uniforme dans le grain, formé de plusieurs parties distinctes de point
de vue morphologique et fonctionnelle. Ainsi, la couche a aleurone est constituée de (30-
35%) de protéines, le germe de (35 - 40%) aors que le péricarpe ne contient que (6 -7%)
de protéine et le centre de I'dbumen amylacé (6 - 9%) seulement. Mais globalement et
compte tenu de I'importance pondérae relatif de ces différents tissus, (60 - 80%) des
protéines se trouvent dans I'albumen.

Les protéines du blé dur sont divisées selon leurs caractéristiques biologiques et leur
localisation dans le grain, on distingue ains deux classes de protéines : les protéines
métaboliques aves les albumines et les globulines (15 - 20% des protéines) et les protéines
de réserve avec les gliadines et les gluténines (80 - 85% des protéines) (Wrigley et Bietz,

1988). Les abumines —globulines, encore appelées protéines solubles, sont constituées
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d'un grand nombre de protéines se différenciant par leurs propriétés physico-chimiques
(poids moléculaire, point isoélectrique, acides aminés) et fonctionnelles (activités
enzymatiques. o- et B-amylase, protéases, oxydoréductases; inhibiteurs enzymatiques,
pouvoir émulsifiant et moussant). On les retrouve dans l'ensemble des différents
compartiments de la graine. Les gliadines et les gluténines, aussi appelées prolamines en
raison de leur richesse en proline et en glutamine, représentent une source d'acides aminés
pour la germination et pour le développement de la graine (Rchard et al., 1996). Ces
protéines de réserve sont majoritairement localisées au sein de I'abumen amylacé. Elles
sont également les principaux constituants du gluten, le complexe protéique viscoélastique
obtenu par lavage al'eau d'une péte de blé dur.

Les protéines de réserve qui sont accumul ées dans I'albumen amylacé du grain représentent
environ (72%) des protéines totales du grain et sont celles dont les propriétés
technologiques sont les plus exploitées (Godon et al., 1996). Les protéines de réserve du
grain de blé dur, appelées prolamines en raison de leur richesse en résidus proline et
glitamine, sont a la base de la formation d' un réseau viscoélastique (gluten) lors du
pétrissage de la pate et donc de I’ aptitude a la panification du blé.les prolamines ne sont
présentes que chez les céréales, alors que les principales protéines de réserve des autres
plantes a fleurs sont les albumines et les globulines. Les prolamines sont constituées de
protéines monomeériques, les gliadines (40% des prolamines), et de protéines
polymétrigues, les gluténines, elle- mémes formant 2 sous groupes: Les sous-unités de
faible poids moléculaire (HPM : 40% des prolamines) et celles de haut poids moléculairee
(HPM : 20% des prolamines).

1. 4. 2. Propriétésdesprotéines

Depuis les travaux d'Osborne en 1907, les protéines du blé sont classiquement réparties en
quatre classes en fonction de leur solubilité; les albumines , solubles dans I'eau, et les
globulines, solubles dans les solutions salines neutres, souvent regroupées sous le terme de
protéines solubles, dabumines- globulines ou de proténes cytoplasmiques ou
métaboliques; les gliadines solubles dans les alcools dilués ( éhanol 70% ), et les
gluténines, protéines résiduelles insolubles dans les solvants , partiellement solubles dans
les solutions acides diluées et dans I'urée, et solubilisées en présence de détergents (SDS)

et de réducteurs (mercapto-éthanal).
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Les gliadines et les gluténines, principaux constituants du gluten, constituent les protéines
de réserve dans lesquelles la jeune plantule puisera I’ acide aminé dont elle a besoin au
moment de la germination du grain. Les teneurs en protéines solubles dans I’ eau, dans les
sels, I'é¢hanol 70% et l'acide acétique 0.01IN et en protéines insolubles sont
respectivementégales a (18 - 22%), (12 - 16%), (9 - 18%), (19 - 26%) et (16 - 23%) ; leurs
propriétés fonctionnelles ne sont pas connues. Dans le germe ces mémes proténes
représentent 32%, 20%, 15%, 1% et 32% des protéines totales compte tenu de ces
différences de solubilité, de nombreuses méthodes d'extraction séquentielle des quatre
groupes constitutifs des protéines du blé (albumine, globuline, gliadine et gluténine) ont été
proposées. Les séquences eau/éthanol/acide acétique /détergents / réducteurs sont les plus
souvent retenues. Le degré d’homogénéité des fractions protéiques isolées dépend de la
nature et de |'ordre de passage des solvants, du nombre d’ extraction, du rapport farine /
solvant et de la température. Si le premier solvant est une solution saline, les gluténines
sont plus contaminées par les gliadines que lorsque de I'eau désionisée est utilisée en
premier.

Lorsque les gliadines et les gluténines sont extraites du gluten, leur solubilité dans |'eau est
d'autant plus marquée que le gluten a été isolé de la farine en utilisant des solutions salines
(NaCl) plus concentrées. NaCl accroit les propriétés hydrophiles du gluten, non seulement
en contribuant a la rupture des interactions entre les lipides et les acides aminés
préalablement enfouis au sein des régions hydrophobes. On peut également supposer que
le traitement du gluten par Nacl a pour effet d'accroitre les interactions entre les gliadines
et les gluténines et que le complexe gliadine-gluténine formé serait plus soluble dans I'eau
gue les seules gluténines.

En 1986, Shewry a proposé une autre classification basée sur le degré de polymérisation et
la teneur en acides aminés soufrés des protéines insolubles : les gliadines forment la
famille des prolamines monomériques, mélange de chaines polypeptidiques simples de
teneur variable en soufre ; les gluténines sont regroupées dans la famille des prolamines
polymériques constituées de sous-unités de faible et de haut poids moléculaire,
rassemblées au sein d'agrégats par des liaisons disulfures. Le schéma de la Figure (3)
permet de rapprocher cette classification de celle d'Osborne (1907).
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Figure3: Comparaison des classifications des protéines du blé d aprés d’ Osborne, (1907)
et de Shewry et al .,(1986).

1.4.3. Composition en acides aminés

Les protéines du blé dur ont une teneur spécialement élevée en acide glutamique,

principalement sous forme amidée. Elles sont riches en proline et leucine et pauvres en

lysine. Les albumines et |es globulines contiennent moins d'acide glutamique et de proline

gue les protéines du gluten mais leur teneur en lysine est beaucoup plus élevée. Les

gliadines et les gluténines sont particuliérement peu chargées. Les protéines du gluten se

caractérisent par une teneur élevée en acide glutamique et en proline et par une faible

teneur en acides aminés basiques : elles doivent certaines de leurs propriétés fonctionnelles

a cette composition assez particuliére.
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1.5. Protéinesderéservedu blédur

Ce sont les prolamines, protéines riches en proline et glutamine qui ne sont présentes que
dans I'albumen (Moss, 1962). Les gliadines constituent (30 - 40%) des protéines totales de
la farine. Leur masse va de 25 a 80 kDa et elles peuvent étre séparées en quatre sous-
groupes éectrophorétiques o, B, v, € o gliadines, chacun contenant de nombreuses
protéines proches en composition et structure (Anderson et Greenel997). Les polyméres de
gluténines se composent de sous-unités de faible poids moléculaire (SG-FPM) d environ
de 25 a 45kDa liées aux sous-unités des gluténines de haut poids (SG-HPM) de 70 a 90
kDa par des liaisons disulfures inter-chaines. Les SG-FPM- possédent également des -
gliadines (Muller et al., 1998) pouvant égaement é&re polymérisées avec les
gluténines. Les réles des différents composants de gluten dans la fonctionnalité de la
pate sont complexes (Gupta et al.,1992 ; MacRitchie et al., 1991 ; Khatkar et al.,
2002).

Bien que les SG-HPM ne représentent qu’ environ 30% des gluténines et moins de 1.8%
de la farine totale, eles jouent un role déterminant dans la valeur d' utilisation du blé. La
diversité alédliqgue des sous unités des gluténines (codés par 6 loci complexes) se
caractérise par des combinaisons de sous unités parfois tres différentes. De plus, certaines
de ces sous unités se distinguent par le nombre de liaisons intermoléculaires qu’ elles
peuvent établir dans la formation du réseau polymérisé aboutissant au gluten. La mesure
des tailles de polymeres, rendue possible par « Analysis of Flow Feld Flow Fractionation
Muli Angular Laser Scanning AFFFF MALS », révéle que la fraction des gluténines va de
6 x10° Daaplus de 17x10° Da (Lemelin et al., 2007).

D’apres Branlard en 2012, e gluten est essentiellement constitué de protéines, maisil peut
contenir auss quelques granules d’amidon et des lipides. Le gluten est formé de deux
familles de protéines; les gliadines et les gluténines.Les gliadines sont des proténes
monomeriques de poids moléculaire alant de 15 a 85KDa. Les gluténines sont par contre
des protéines polymérisées par des liaisons covaentes (disulfure), et leur poids varie de
200 KDa a plus de 45000 KDa.La rupture de ces liaisons permet de révéler les sous-unités
de haut et faible poids moléculaires (SG-HPM et SG-FPM) constituves des gluténines. Les
sous-unités gluténines forment un réseau tridimentionnel dans lequel s agregent les

gliadines généralement repliées sous forme de pelote.
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1.5.1. Accumulation desprotéinesderéservelorsdela croissancedu grain

De nombreux auteurs ont éudié I’accumulation et la polymérisation des gluténines au
cours du développement du grain de blé tendre (Johansson et al., 1994, Gupta et al., 1996,
Stone & Nicolas, 1996, Carceller & Aussenac, 1999 , Daniel & Triboi, 2002, Rhazi et al.,
2003, Shewry et al., 2009), les travaux conduits sur le blé dur éant plus rares. Ceux-ci
ont montré, par analyse de profils éectrophorétiques, que toutes les fractions
protéiques (a -, B-, y- gliadines, w-gliadines et les SG-FPM e HPM, ans que les
albumines) étaient synthétisées simultanément (Galterio et al., 1987, Bénétrix et al.,
1994). Les travaux conduits sur le blé tendre ont également montré qu'entre 5 et 13
JAF, la synthése des SG-HPM se produit en méme temps que celle des SG-FPM et des
gliadines, selon le génotype et les conditions de croissance (Johansson et al., 1994, Gupta
et al., 1996, Carceller & Aussenac, 1999, DuPont & Altenbach, 2003, Abonyi et al., 2007)
et se poursuit jusgu'a I’ entrée en dessiccation du grain. En outre, il a éé montré par une
analyse des populations dARNm (par RT-PCR) que les génes individuels des SG-HPM et
au moins sept genes de SG-FPM, présentent des profils temporels de régulation identiques
(Altenbach et al., 2002).

En revanche, Panozzo et al. (2001) ont signalé que les SG-FPM ne sont synthétisées en
quantités significatives qu’aprés 14 JAF, clairement apres les SG-HPM. Plus récemment
des travaux utilisant une procédure plus précise que l'analyse densitométrique des gels
SDS-PAGE ont confirmé que les transcrits codant pour les SG-HPM précédent d'environ 2
jours 'accumulation de ceux codant pour les SG-FPM et les gliadines et continueraient au
dela de la phase d’ accumulation de la matiére seche (essentiellement relative a la synthese
d amidon) (Shewry et al., 2009). Selon ces auteurs les différentes fractions de protéines de
réserve (gliadines, SG-FPM, SG-HPM) saccumulent surtout entre 14 et 35 JAF et
selon des profils relatifs d’accumulation stables (par rapport a la quantité finale de
chague fraction protéique).

Des résultats contradictoires sont rapportés par Gupta et al. (1996) qui soulignent
que lerapport entre SG-HPM et SG-FPM augmente au cours du dével oppement du grain.
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1.5.2. Gliadines

Les gliadines représentent environ 45% des protéines de réserve du blé dur. Elles sont
constituées d'un grand nombre de polypeptides répartis en quatre groupes : a, B, v, € o en
fonction de leurs mobilité décroissante, lors d'un fractionnement sur gel d'électrophoréese
en milieu acide, et par ordre croissant de poids moléculaire (Woychik et al., 1961) . Les a-
B- et y-gliadines présentent un poids moléculaire de I'ordre de 30-45kDa avec des pHi
compris entre 6.5 et 8, tandis que les - gliadines se distinguent par un poids moléculaire
plus élevé , alant jusgu'a 75kDa et de pHi compris entre 5 et 7 (Feillet ,2000, Shewry et
halford,2002).

Les séquences primaires des a- et - gliadines sont tres proches, c'est pourquoi elles sont
souvent regroupées sous un terme unique de gliadines de type o ou encore a - gliadines.
Les gliadines contiennent principalement de résidus glutamine et proline (Bushuk et
Wrigley, 1974) et sont typiquement pourvues d'un nombre pair de résidus cystéine
.Toutefois, plusieurs auteurs rapportent |'existence de gliadines modifiées, présentant un
nombre impair de cystéines et donc capables de former des ponts disulfure inter-chaines.
De ce fait éles se trouvent impliquées dans les polymeres de gluténines (Masci et al.,
1993, Masci et al.,1999) (Figure 4).

gliadine de type gamma

—] COOH

gliadine de type alpha

NHz — — COOH

R —

=7 domaine répétitif domaine unique —SH

Figure 4 : Représentation simplifiée de la structure primaire des gliadines (Feillet, 2000).
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1.5.3. Gluténines

Les gliuténine représentent (40-50%) des protéines de réserve du blé dur. Elles se
présentent sous la forme de polymeéres polydisperses stabilisés par des liaisons disulfures
intermoléculaires qui peuvent atteindre des tailles supérieures a 1 million (Wrigley, 1996).
L'encombrement moléculaire de ces polymeéres alié a leur faible densité de charge et leur
propension a interagir rendent difficile leur analyse par les techniques biochimiques
classiques. Ce sont des assemblages protéiques insolubles dans I'eau et I'éthanol et
solubilisés en présence d'agents fortement dissociant comme I'urée (Pomeranz, 1965) ou le
dodycyl sulfate de sodium (SDS) (Graveland et al.,1979) .

les polypeptides qui composent les gluténines sont appelés sous-unités de gluténines,
libérés aprés I'action d'agents réducteurs de ponts disulfures et sont également insolubles
dans les tampons classiques, seuls les solvants protéiques polaires assurent leur mise en
solution .Ces sous-unités sont séparées en deux sous-groupes , les SG-FPM (poids
moléculaire compris entre 30et 45kDa ) et les SG-HPM (poids moléculaire compris entre
70 et 90kD).

-Les SG-FPM se rapprochent des gliadines par leur composition, leur structure secondaire
et leurs propriétés physico-chimique (Payne et Corfield, 1979 ; Tathan et al., 1987). Les
SG-FPM séparées par SDS-PAGE ont été subdivisées en trois groupes (B, C et D). Le
groupe B, le plus abondant, inclut trois types de sous-unités appelées s- m- et i-. Ces sous-
unités différent par leurs séquences qui représentent respectivement des résidus sérine,
méthionine et isoleucine en position N-terminale. Le groupe D inclurait des - gliadines
ayant acquis un résidu cystéine (D'Ovidioet Masci ,2004). Le groupe C est constitué de
sous-unités présentant un faible encombrement (<35kDa).

L es sous-unités gluténines de faible poids mol éculaire représentent 60-80%, des glutinines,
soit 20 - 30% des protéines de la farine de blé dur. Leur masse moléculaire est comprise
entre 36 et 44kDa. Elles sont classées, selon les auteurs, sur la base de leur poids
moléculaire ou de la composition en acides aminés de leur séquence N-terminale, mais
aucune de ces classifications ne sest imposée.

Les SG-FPM ont une composition en acides aminés voisine de celle des a- et y- gliadines,
mais avec davantage de sérine et de valine et moins d'acide aspartique et d aanine.

Comparativement aux SG-HPM, elles se caractérisent par une teneur élevée en cystéine
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(les SG-FPM connues contiennent huit résidus cystéine) et en acides aminés non polaires
(phénylalanine, valine, leucie, isoleucine et méthionine), ce qui les rend particuliérement

hydrophobes ; leur teneur en glycocolle est par contre beaucoup plus faible.

En se basant sur les caractéristiques structurales des groupes B, C et D Kasarda, (1989) a
suggéré l'existence de deux types de SG-FPM. Le premier type, qui englobe
principalement les SG-FPM de type B, aurait |a capacité de former deux ponts disulfures
intermoléculaires permettant I'extention des polymeres de gluténine. Le second type,
présent parmi les SG-FPM de type C et D, ne possédant qu'un seul résidu cystéine et
pourrait jouer un role dit de terminaison.

-Les SG-HPM présentent un poids moléculaire compris entre 70 et 90 kDa
Comparativement aux SG-FPM, elles incluent un nombre limité d'espéces moléculaires,
avec en général 2 a 3 sous-unités pour les blés durs (Triticum durum)), contre 4 a5 pour les
blés tendres (Triticum aestivum). Chez ces deux espéces, elles représentent respectivement
(5 - 10%) de protéines totales. Les SG-HPM sont classées en type x et y selon leur
structure primaire et le nombre de résidus cystéines présents dans leurs séquences, en

général pair pour le types x et impair pour lestypesy.

Le poids moléculaire de sous-unités gluténines de haut poids moléculaire est compris entre
67 495 et 88 137 (valeurs calculées a partir de la séquence des génes correspondants et
aprés élimination du peptide signal) .Ce sont des protéines linéaires qui doivent leurs
propriétés a la présence de résidus cystéines en positions C- et N- terminales et a une
région centrale dont la strcture, répétitive, contribuerait al'éasticité du gluten (figure 5).
Leur teneur en glycocolle est particulierement élevée, cing fois plus que celle des
albumines—globulines, 10 fois plus celle des gliadine et des SG-FPM; celle en
phénylalanine est trésfaible.

Les domaines N- et C- terminaux ont une structure globulaire en hélices a et entourent un
domaine répétitif central , de longueur moyenne estimée & 500 A, qui posséde une
conformation en spirale basée sur la présence de coudes B .Pour les neuf sous-unités
connues , le nombre d'acides aminés du domaine répétitif est compris entre 481 et 690,
dont 1 ou O cystéine : larégion non répétitive N- terminale contient entre 88 et 104 résidus

dont 3 a5 cystéines et larégion C- terminale 42 résidus, dont 1 cystéine.
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Figure 5: Représentation simplifiée de la structure primaire des sous-unités gluténines de
faible et de haut poids moléculaire (Feillet, 2000).

L'analyse de leur structure fait ressortir deux grands domaines: un domaine répétitif situé a
I'extrémité N- terminale, riche en proline et en glutamine, dépourvu de cystéine et de
composition différente selon les sous-unités ; un domaine variable, pauvre en proline et
riche en cystéine et dont la structure a été conservée chez les autres protéines de réserve du
blé, ce qui permet de supposer qu'elle est essentielle al'organisation ou ala fonction de ces
protéines. La structure secondaire des SG-FPM compterait 37% dhélices o, 15% de
feuillets B, 28% de coudes et 20% de structure aléatoire. Le domaine répétitif serait le
plus riche en coudes B. (Feillet, 2000).

1.5.4. Structures primaires et secondair es des prolamines
Les prolamines partagent des caractéristiques structurales communes. Leur structure
primaire peut étre subdivisée en domaines distincts dont certains sont constitués par des

séquences de 6 a 8 acides aminés répétés ou alors des séquences enrichies par un acide
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aminé spécifique (méthionine) (Shewry & Halford, 2002).

Les ségquences primaires de gliadine se composent de deux domaines distincts : un
domaine N-terminal composé de séquences répétées et un domaine C-termina non
répétitif. Le domaine répétitif est fait de séquences basées sur des motifs riches en
proline (P) et en glutamine (Q); ce domaine représente la quasi totalité de la séquence des
proté nes pauvres en soufre (Figure 6) (Shewry et al., 1995).

13 251 261
A PQQPFQ

12 125 276
B PQQPFQ 12 3 4 5 6 78

Figure 6 : Représentation schématique des structures primaires des prolamines (Shewry et
Halford, 2002). A) Exemple dune prolamine pauvre en soufre : w-gliadine. B)
Exemple d' une prolamine riche en soufre : y-gliadine. P : proline ; Q : glutamine ; F :

phénylalanine. Les ponts disulfuresintramol éculaires sont schématisés en rouge.

Le domaine non répétitif contient la quasi-totalité des résidus cystéine. Huit cystéines sont
présentes chez les y-gliadines contre six chez les o -gliadines (Shewry et Tatham, 1990).
Dans tout les cas, ces résidus sont engagés dans des ponts disulfures intramoléculaires.
En raison de leur caractére monomérique et de I'absence de groupements sulfhydriles, il a
été propose que les 6 résidus cystéines des a -gliadines éaient engagés dans des ponts
disulfures intramoléculaires (Kasarda et al., 1987). Par la suite, les travaux de Miiller et
Wieser (1995) ont mis en évidence que ces ponts intramoléculaires s établissent entre les
cystéines 1 et 4, les cystéines 5 et 7 et entre les cystéines 6 et 8 (Figure 7).
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95 266

PQQPY/ QPPPFP

Figure 7: Représentation schématique de la structure primaire des a-gliadines (Shewry
et Tatham, 1990). Le domaine répétitif, permettant d’identifier deux motifs conservés,

est basé sur les séquences proposées par (Kasarda et al., 1984).

L’ analyse de la structure secondaire des gliadines réalisée par dichroisme circulaire a mis
en évidence que les gliadines riches en soufre ( a-, B- et y-gliadines) ont une
conformation différente de celle des gliadines pauvres en soufre (o gliadines). En
général, les gliadines ont une structure globulaire plus riche en hélices a qu’en coudes f,
sauf les w-gliadines qui ont une structure secondaire riche en coudes . Les polypeptides
sont structurés par des liaisons hydrogenes,Les liaisons disulfures intramoléculaires
assurant le maintiennent du repliement de la chaine (Tatham et Shewry, 1985, Shewry et
Tatham, 1990), plus spécifiquement, les a- et B- gliadines possedent un domaine N-
terminal qui contient la maorité des coudes B, le domaine C-terminal est constitué
d hélices o, et est plus compact.

En ce qui concerne les SG-FPM, la structure générale a été revisée, et un nouveau
modéle a été proposé par (D'Ovidio et Masci, 2004). Cette structure présente un peptide
signa de 20 acides aminés, une courte région N-terminae (13 aa) qui contient
généralement le premier résidu cystéine, un domaine répétitif riche en glutamine et une
région C-terminale. Cette derniére région peut étre subdivisée en trois : une région riche en
cystéine contenant 5 résidus cystéine, une région riche en glutamine contenant 1 résidu
cystéine et enfin une région C- terminale conservée contenant la derniére cystéine
(FigureB).
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Figure 8 : Schéma proposé pour des structures typiques de SG-FPM de type m et s (A) et
typei (B) (d'aprés D'Ovidio et Masci, 2004).

Les cystéines sont désignées selon le systeme de | ettres proposé par Kohler et al., (1993).
Les astérisques entourés (SH) représentent les cystéines tenues pour former des ponts
disulfures intermoléculaires e les astérisgues encadrés indiquent les cystéines
supplémentaires signal ées dans les SG-FPM de type-i.

En général, les SG-FPM possedent 8 résidus cystéines, dont 6 sont engagés dans des ponts
disulfures intramoléculaires. Des études portant sur |'analyse des peptides cystines dérivés
de fractions de gluténines ont mis en évidence des informations importantes sur la
cartographie des ponts disulfures intra et intermoléculaires des SG-FPM (Kdéhler et al.,
1993, Keck et al., 1995, Mdller et al., 1998). Il est donc bien éabli que ces sous-unités
contiennent six résidus cysténes impliqués dans des ponts disulfures intramoléculaires et
deux résidus cystéines qui sont susceptibles d'étre impliqués dans des ponts disulfures
intermoléculaires, & savoir le premier (C°) et le septiéme (C¥) (Figure8). Ces résidus
sont entourés par des régions de grande flexibilité, ce qui pourrait favoriser la
polymérisation (Masci et al., 1998, D'Ovidio et Masci, 2004).

Toutes les SG-HPM ont une structure similaire, avec des domaines non-répétitifs aux
extrémités N-terminales (81 a 104 résidus) et C-terminales (42 résidus) encadrant un long
domaine répétitif centra (627 a 827 résidus) (Shewry et al., 2002). Les domaines non-
répétitifs N- et C-terminaux ont une structure globulaire principalement en hélices o et

ils entourent le domaine répétitif central, de longueur moyenne estimée 2500 A, qui
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possede une conformation en spirale basée sur la présence de coudes B (Tatham et al.,
1990, Shewry et al.,2002).

Les cystéines sont majoritairement dans le domaine non-répétitif. Les sous-unités de type
X possedent quatre résidus cystéine conservés (3 dans le domaine N-terminal, 1 dans le
domaine C-terminal), et les sous-unités de type y contiennent généralement sept résidus
cystéine conserveés (5 dans le domaine N-terminal, 1 dans le domaine répétitif et 1 dans le
domaine C- terminal). Entre les différentes SG-HPM, les domaines C-terminaux ne
différent que par des substitutions. C'est par exemple le cas de la sous-unité 1Bx20,
largement présente chez le blé dur (Branlard et al., 1989), qui différe des autres sous-unités
de type x. Elle ne contient qu’un seul résidu cystéine dans les 47 premiers acides aminés
du coté N terminal, les deux autres étant remplacés par des tyrosines (Y) (Tatham et al.,
1991, Shewry et al., 2003) (Figure 9).

Les travaux de Kohler et al., (1993) ont mis en évidence que le premier et le deuxieme
résidu cystéine de SG-HPM de type x sont impliqués dans un pont disulfure
intramol éculaire et n’ont pas d implication dans la formation de polymeres. A l'inverse,
le troisiéme et le quatrieme, respectivement présents dans les parties N- et C-terminales,
seraient impliqués dans la formation de ponts intermoléculaires. En accord avec ces
résultats, les deux résidus de la SG-HPM 1Bx20 seraient donc impliqués dans des

ponts disulfures intermoléculaires.

N C
Yag Ys3 Cysras
Cyssq

Figure 9 : Représentation schématique des positions des résidus cystéines dans la structure
primaire de la SG-HPM 1B x 20 d'apres les sequences présentées par Shewry et al .
(2003).

1.5.5. Modalités d’appariement des sous-unités gluténines
Une approche utile pour obtenir des informations sur les modalités d'appariement des
différentes sous-unités a été |’ analyse des produits de la réduction partielle ou progressive

des liaisons disulfures stabilisant les polymeéres. Partant d'un gluten partiellement réduit et
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akylé, des diméres de SG-HPM ont éé isolés (Lawrence & Payne, 1983, Werner et al.,
1992). Ces diméres se sont révélés majoritairement formés d’ une SG-HPM de type x et
d'une autre de type y, plutét que par deux SG-HPM de type x tandis que des dimeéres y-y
n'ont jamais été identifiés. Les travaux de Tao et al., (1992) ont par ailleurs mis en
évidence la formation de liaisons intermoléculaires spécifiques entre |I’extrémité C-
terminale des SG-HPM de type x et I’ extrémité N-terminale des SG-HPM de type y. De
ces éudes découle I’ hypothése que les diméres x-y des SG-HPM pourraient fonctionner
comme des «brigues é émentaires» dans les polymeéres de gluténines (Figure 10) (Shewry
et al., 2003).

ﬁ e e e c 5G-FPM

SG-HPFM detype y C

SG-HPM detypey C

Figure 10 : Schéma d'association des SG-HPM et des SG-FPM et localisation des ponts
disulfuresidentifiés d'apres Shewry et a. (2003).

1.5.6. Modéestructural global despolymeres de gluténines

De nombreux modéles ont été proposés pour rendre compte de la structure polymérique de
la gluténine. Néanmoins, aucun des modeles proposés ne fait actuellement I’ unanimité et
I’ organisation moléculaire des polymeres de gluténines n’est toujours pas connue du fait,
principalement, de leur solubilisation difficile et de la grande diversité des sous-unités de
gluténines entrant dans leur composition (Kasarda et al., 1976). Les polymeres de
gluténines seraient stabilisés par des liaisons de faible énergie (liaisons hydrogénes non-
covalentes et hydrophobes) et par des liaisons covalentes, notamment les ponts
disulfures intermoléculaires. Le nombre de résidus cystéine et leur position dans la
structure primaire des différentes sous-unités gluténine joueraient un réle déterminant
sur la talle et la structure finale des polymeres de gluténine (Morel et Bonicel, 1996 ;
Lafiandraet al., 1999).
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Ewart, (1968) fut I’un des premiers a fournir des preuves de la présence d'un arrangement
largement linéaire de plusieurs sous-unités de gluténine au sein d'un polymére de

gluténine sans toutefois exclure la possible existence de ramifications.

Khan et Bushuk, (1979) en se basant sur I’encombrement en taille et la composition en
sous-unités de polymeres de gluténine extraits par des solvants plus ou moins
dénaturants ont proposé un modéle reposant sur I’ existence de deux types de complexes
de type | et II. Dans ce modéle, le complexe de type | comprend uniguement des sous-
unités de poids moléculaire inférieur & 68 kDa, maintenues agrégees par des liaisons
hydrogéne et des interactions hydrophobes. Le complexe de type Il inclus des SG-FPM et
des SG-HPM liées par des liaisons disulfures intermoléculaires et stabilisées par des
liai sons non-coval entes extrémement fortes. Les complexes detype | interagirait avec les
types Il par I'intermédiaire de liaisons hydrophobes. Graveland et al., (1985) ont formulé
I'hypothese que les polymeéres de gluténine sont construits autour d’un squel ette linéaire de
SG-HPM liées par leurs extrémités terminales avec une alternance de SG-HPM de type
X et y. Sur cet enchainement linéaire, les SG-FPM viendraient se brancher en se
connectant avec les SG-HPM de typey, qui possedent un nombre impair de cystéines.
Kasarda (1989) a proposé un autre modele basé sur les connaissances disponibles sur les
structures et la composition des sous-unités de gluténine. Ce modele propose que les
cystéines des extrémités des SG-HPM de type-x et de typey forment des ponts
intermoléculaires par I'intermédiaire d’ une ou plusieurs SG-FPM. Il a également suggéré
gue ce mode de polymérisation aléatoire ne serait pas favorable a la formation de longues
chaines de SG-HPM dans la mesure ou le nombre de SG-FPM est six fois supérieur au
nombre de SG-HPM.

1.5.7. Déterminisme génétique et localisation chromosomique des protéinesderéserve
Le génome du blé dur contient 16 milliards de bases. Un géne peut exister sous différentes
formes et coder des protéines différentes : on parle d aléles. L’ emplacement d' un géne sur
un chromosome est un locus. Il arrive que plusieurs genes sont trés proches les uns des
autres et sont, de ce fait, transmis ensemble de génération en génération : ils forment un
bloc de genes au sein desquels des recombinaisons de genes sont trés rares ; on parle de

blocs, ou de groupes, aléliques. Les loci des genes codant pour les gliadines et les
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gluténines sont indiqués dans le tableau (1) et localisé sur la (Figure 11).
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Figure 11 : Locaisation des génes codant pour les gliadines et les gluténines (Feillet,
2000).

Le nombre de blocs aléliques connus est voisin de 120 pour les six loci gliadine, de 40
pour les loci SG-FPM et d'une quinzaine pour les loci SG-HPM. Au sein d'une méme
variété de blé, on dénombre entre 15 et 20 gliadines, sept a 16 sous —unités gluténines de
faible poids moléculaire (SG-FPM) et trois a cinq sous-unités gluténines de haut poids
moléculaires (SG-HPM). Chague locus Glu -Al, Glu-Blet GluD1, codant pour les SG-
HPM, comprend deux genes x et y ; le poids moléculaire des sous-unités codées par les
premiers est supérieur a celui des sous-unités codées par les seconds. Les variétés de blé
tendre possedent les six génes codant pour des SG-HPM, mais trois, quatre ou cing sous-
unités gluténines seulement. Les différences observées entre le nombre de genes et le
nombre de sous-unités sexpliquent par la présence de génes silencieux : le géne Al-y chez
tousles blés, les genes B1-y et/ou A1-x chez certains (Feillet, 2000).

Le polymorphisme de ces derniers a été particuliérement éudié, en raison des relations
mises en évidence entre la présence de certaines sous-unités de haut poids moléculaire et la

qualité d'utilisation des blés.
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Tableau 1: Loci des géenes codant pour les gliadines et les gluténines (Feuillet, 2000)

Chromosomes (A, B et D) Loci Protéines

Bras court des chromosomes 6 | Gli —A2, Gli-B2, Gli-D2 | a-, B-, o- gliadines
Bras court des chromosomes 1 | Gli-Al, Gli-B1, Gli-D1 -, v-, B- gliadines
Glu-A3, Glu-B3, Glu-D3 | SG-FPM
Bras court des chromosomes 1 | Glu-A1l, Glu-B1, Glu-D1 | SG-HPM

1.6. Amédioration génétique du blé

L’amélioration des plantes est définie comme étant I'art et la science de la création de
variétés. Du point de vue génétique, elle peut étre considérée comme |I’ensemble des
processus qui, a partir d'un groupe d’individus (population, écotype) n’ayant pas certains
caracteres au niveau recherché, permet d obtenir un autre groupe d'individu -variété-
apportant un progres (Gallais, 1990). Avec les avanncées de la génétique et les découvertes
en physiologie végétale durant la deuxieme moitié du X X*™ siécle, les séléctionneurs ont
aujourd’ hui accés a des outils et des méthodes plus performantes qui ont permis de réaliser
de véritables bonds en termes progrés génétiques.

La comprehension des mécanismes de transmission des genes controlant les caractéres
d'interet a permis al’homme de cumuler d’ une facon beaucoup plus efficace les caractéres
agronomiques les plus intéressants dans les variéties qu'il cultivait (Bouazza, 2003).

Une richesse de données sur |a structure génomique des blés cultivés sest accumul ée apres
presque un siecle de recherche. Commencgons par les expériences génétiques pilotes
menées par Nilsson-Ehle, (1909) et les études cytologiques de Sakamura, (1918) et de Sax,

(1918), les outils pour étudier la génétique ont beaucoup évolué au cours des années.

Dans les années 20, la méthode d'analyse nucléaire de génome, basée sur I’ observation,
sur des plagues en verre, des appariements des chromosomes dans les hybrides
interspéecifiques (Kihara, 1919; Sax 1922) a donné des informations sur la constitution de
génome, la phylogénie et I'évolution des espéces des genres Triticum et Aegilops
(récapitulés par Lilienfield, 1951).

Dans les années 30, le commencement de I'étude des aneuploides de blé a déclenché I'ére
de tracage cytogénétique et d'analyse des genes des différents chromosomes et bras de blé
(Sears et Sears, 1978).
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Dans les années 70, des techniques de coloration modernes ont été employées pour
analyser les structures chromosomiques des céréales, et un caryotype cytogénétique de blé
a été développé (Cox, et al., 1991).

Dans les débuts des années 80, des méthodes Non-isotopiques in situ, sur des plagques en
verre sont utilisées pour tracer des ordres d'/ADN des chromosomes (hybridation in situ), ce
qui a permis de construire un caryoptype du blé (Rayburn et Gill, 1985).

Ces méthodes cytogénétiques et moléculaires ont considérablement facilité |'analyse
cytogénétique du génome de blé et des espéces qui leur sont apparentés. Dans les années
80, les techniques d'analyse moléculaire font leur apparition et des cartes génétiques de blé
tendre, blé dur et deux espéces ancétres ont été développées (Dubcovsky et al., 1996 ; Van
Deynzeet al ., 1995 ; Marino et al., 1996) .

Le siecle afini par le développement des cartes physiques des 21 chromosomes du blé, en
se basant sur des marqueurs moléculaires (Gill et al ., 1993 ; Delaney et al., 1995) . Ces
cartes physiques préparent le terrain pour tracer et cloner certains génes agronomiques
significatifs dansles blés polyploides.

Toutes les nouvelles variétés de blé doivent égaler ou dépasser les normes de qualité, de
comportement agronomique et de résistance aux maladies avant d’étre considérées pour
I’ enregistrement (CRC, 2002).

La faiblesse des rendements réalisés en blé dur est a attribuer en partie au matériel
génétique utilisé, constitué essentiellement de variétés anciennes (Hachemi, 1979).

Le matériel d'introduction, au haut potentiel génétique, trés exigeant, éprouve des
difficultés d adaptation aux conditions trés variables du milieu de culture (Bouzerzour
et Djekoun, 1996). Il ne présente pas toujours les caractéristiques recherchées par les
agriculteurs, dont le systéme de production dominant est |'association céréaliculture-
élevage. Ces caractéristiques sont une production de paille et de grain acceptable, méme
en années difficiles (Ceccarelli et al., 1992).

En effet, les variétés nouvelles se caractérisent par une réduction de la hauteur, suite a
I"introduction des genes de nanisme, qui semble s'accompagner aussi d’ une réduction du
systéme racinaire (Hurd, 1974 ; Berger et Planchon, 1990). La masse et le volume racinaire
plus réduit de ce matériel, semblent expliquer en partie ce comportement (Benlaribi et al.,
1990).
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1.6. 1. Différentstypes des marqueurs utilisés dans I’identification du blé

1.6. 1.1. Marqueurs morphologiques

lls sont représentés par les caracteres morphologiques habituellement utilisés par la
sdlection classique, comme la hauteur, la précocité, les composantes et |le rendement entre
autres .Ces marqueurs se caractérisent cependant par certains inconvénients dont leur
sensibilité a I'effet du milieu, ce qui les rend peu efficient en sélection .En plus ils sont
couteux dans leur mise en ocauvre et ils nécessitant des populations trés larges, a conduire
sur plusieurs années dans plusieurs environnements (Prioul et al.,1997).

Les marquers morphologique sont déa connus comme des outils efficace pour |’ estimation
de la diversité génétique du blé (Al Khanjari et al., 2008).ains que la caractérisation des

ressources genétiques est une étape clé pour la sélection (Amallah et al.,2016).

1.6. 1. 2. Marqueur s biochimiques

Les isozymes sont utilisés comme des marqueurs biochimiques en amélioration des
plantes. Ce sont des enzymes généralement exprimeés dans les cellules végétales, ils sont
extraits et visualisés sur gel éectrophorétique pour déterminer le polymorphisme
enzymatique. Ces marqueurs sont plus efficients que les marqueurs morphologiques,
cependant ils ne présentent pas un polymorphisme élevé, surtout chez les génotypes
homozygotes (Zhu et al., 1999).

l.6.1. 3.Marqueurs moléculaires

L’ essor des techniques de marquage moléculaire au cours des derniéres années a conduit a
des changements considérables dans plusieurs branches de la biologie, notamment la
biologie moléculaire, la génétique évolutive (cartographie comparative), la génétique
quantitative (détection et identification des locus contrélant les caracteres quantitatifs et
I”amélioration des espéces). Les marqueurs moléculaires sont basés sur le polymorphisme
naturel qui a pour origine I’ADN, lui-méme et les mécanismes qui lui sont associés dont
les phénomenes de délétion, substitution, addition et patterns (Steele et al., 2006). lls
existent plusieurs méthodes pour identifier et amplifier ce polymorphysme moléculaire de
sorte qu'il puisse étre utilisé en sélection. Leur avantage tient au fait qu’ils sont facilement
identifiables, présentant un polymorphysme élevé et sont répartis a travers tout le génome.

Ces marqueurs sont peu sensibles aux effets de I’ environnement, et sont donc aisément
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reproductibles. Ils sont détectables sur tout organe de I’individu éudié (feuilles, racines,
tiges, grains) et a tous les stades végétatifs ce qui permet d anticiper précocement les
meilleures combinaisons géniques.lls sont utiles pour la caractérisation du germoplasme, la
sélction assistée par des marqueurs et pour les analyses génomiques et phylogénetiques
(Steele et al., 2006).

Un marqueur moléculaire est un locus polymorphe qui renseigne sur le génotype de
dominant. Les marqueurs moléculaires correspondent donc au polymorphisme révélé au
niveau de I’ADN. L’anayse de ce polymorphisme par les techniques de biologie
moléculaire s adresse a |’ ensemble du génome, gu'’il soit ou non traduit en protéines, et est
indépendante des conditions de |’environnement. En outre, le nombre de marqueurs
observables est théoriquement illimité et le génotype d une plante peut-étre déterminé a un
stade trés précoce, aussitot que le matériel est disponible pour I’ extraction d’ ADN. Ces
marqueurs seront d' une grande importance dans I'amélioration des cultures a valeur
agronomique et dans les programmes de sélection assistée par marqueurs chez les céréales
(Eagles et al. 2001 ; Langridge et al., 2001 ; Dekkers, Hospital , 2002).

De nombreuses techniques de marquage moléculaire sont aujourd hui disponibles, et de
nouvelles sont régulierement publiées (Gupta et al ., 2001; Langridge et al.,2001 ;
Rafalski, 2002).Les caractéristiques de chacune de ces techniques, ses domaines
d applications, son principe et son colt sont largement détaillés dans plusieurs articles de
synthése (Gupta et al., 1999 ; Santoni et al ., 2000 ; Langridge et al ., 2001).Ces méthodes
peuvent étre regroupées en deux grandes catégories: Les marqueurs de type RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism) et les marqueurs basés sur la méthode de
PCR ( Polymerase Chain Reaction). Le choix du systéme de marquage dépend de I’ objectif
précis fixé, des moyens et des compétences disponibles au laboratoire. Nous décrirons
briévrment les principaus systémes de marquage moléculaire appliqués chez le blé.

- Les marqueursRFLP
La technique RFLP développée par Botstein et al., (1980) repose sur la mise en évidence
de la variabilité de la séquence nucloéotidique de I’ADN génomique aprés digestion par
des enzymes de restriction . Une multitude de fragments d’ ADN de tailles variables est

générée par digestion enzymatique, puis séparée sur gel d'agarose et transférée par
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capillarité sous forme dénaturée sur une membrane de nylon. Cette membrane est mise en
contact avec une solution contenant un fragment d’ ADN ou sonde qui permet de repérer,
par hybridation moléculaire, des fragments d’ ADN génomique qui lui sont homol ogues.

La différence entre deux génotypes est révélée par autoradiographie s la sonde est
marquée par le phosphore radioactif, ou par réaction colorée s elle est associée a un
conjugué enzymatique. Le polymorphisme détecté est d & des mutations au niveau des
sites de restriction de I'enzyme (polymorphisme de site de restriction) et/ou a des
délétiong/insertions d’'un fragment d’ ADN au voisinage de la zone génomique reconnue
par la sonde. C'est le couple enzyme/sonde qui constitue le marqueur. Bien que cette
technique soit co-dominante et permette une analyse génétique compléte, elle est lente et
laborieuse. Les étapes de transfert et d hybridation empéchent une automatisation du
travail.

Chez les graminées, par exemple, cette technique a éé utilisée pour convertir
certaines sondes RFLP en marqueurs STS (Williams et al., 1990). Cependant La
technigue de PCR/RFLP est surtout utile lorsque peu de marqueurs doivent étre
manipulés sur un grand nombre de plantes, comme dans le cas de marqueurs liés a des
genes de résistance aux parasites. Elle autorise un crible rapide sur des populations
importantes.

- Lesmarqueursdetype PCR

Le développement de la technique PCR offre I'avantage d'anayser les marqueurs
moléculaires en un temps court tout en utilisant des concentrations faibles d ADN. Les
marqueurs basés sur la technique PCR tendent a remplacer les systémes classiques (les
marqueurs morphologiques, iso-enzymatiques et RFLP) et deviennent tres nombreux. Les
marqueurs les plus largement utilisés chez le blé sont les microsatellites ou SSR (Simple
Ségquence Repeat) , I'AFLP, (Amplified Fragment Lenght Polymorphism) et la RADP
(Randomly Amplified Polymorphic DNA).

- Lesmicrosatellitesou SSR
Selon Morgante et Olivieri, (1993) ces marqueurs sont constitués de séquence de di-, tri-
ou tétra-nucléotides répétés en tandem. Ces ééments sont uniformément répartis en

plusieurs exemplaires sur |I’ensemble du génome d’'une espéce et présentent un taux de
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polymorphisme éevée. Ce polymorphisme repose sur la variation du nombre d'unités de
répétitions constituant le microsatellite. Les séquences flanquant ces ééments répétés
permettent de définir les amorces qui seront utilisés pour I’amplification PCR. L’analyse
des produits amplifiés s effectue sur un gel dacrylamide. C'est la paire d’amorces
spécifiques des bordures droite et gauche du microsatellite qui constitue le marqueur. Si les
SSR constituent de bons marqueurs moléculaires (reproductibles, co-dominants et aisés
d utilisation), leur caractérisation initidle est toutefois assez lourde. En effet, leur
production doit passer d’ abord par le clonage et e séquencage de ces é éments répétés.

La technique ISSR a été largement et diversement appliquée dans I'étude de la
variabilité génétique des plantes (Godwin et al., 1997) et la caractérisation de certains
organismes fongiques (Grunig et al., 2001). Ainsi, elle a éé utilisée pour déterminer le
polymorphisme génétiqgue des especes de Sorghom, Ipomoea, Eucalyptus, Oryza,
Lupinu, Asparagus, etc (Yang et al., 1996; Prevost et Wilknson, 1999; Qian et al.,
2001).

- Technique AFLP

Elle est fondée daprés Vos et al., (1995) sur la mise en évidence conjointe de
polymorphisme de sites de restriction et d'hybridation damorces arbitraires. Cette
technique utilise a la fois les enzymes de restriction et I'amplification PCR. L’ ADN
génomique est clivé par deux enzymes de restriction. Des adaptateurs de séguences
connues et spécifiques des enzymes de restriction utilisées sont gjoutés aux extrimités des
fragments de restriction générant ainsi une matrice pour I’amplification. Une premiére
amplification, dite pré-amplification, est réaisée a I'aide damorces de séguences
complémentaires a la séquence des adaptateurs et des sites de restriction.

La deuxieme amplification, dite sélective, utilise des amorces identiques aux premieres
mais prolongées a I’ extrimité 3 de quelques nucléotides arbitraires (de 1 & 3 nucléotides).
Ainsi, seuls sont amplifiés les fragments possédant les bases complémentaires de ces bases
arbitraires .Ces amorces sélectives permettent de réduire le nombre de fragments amplifiés
a une centaine. Ces fragments sont séparés par éectrophorése sur gel d acrylamide
dénaturant puis visualisés par coloration au nitrate d’ argent ou révélés grace a un marquage
radioactif ou fluorescent réalisé lors de I'amplification sélective. C'est la combinaison
enzyme de restriction /amorce qui permet de révéler le polymorphysme entre les individus

et constitue donc le marqueur AFLP.
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La technique AFLP est puissante, stable et rapide .En outre, elle ne nécessite aucune
connaissance préalable de séquences du génome de la plante étudiée ni la construction des
banques génomiques ou ADN. , al’encontre des SSR ou des RFLP. Elle connait une large
application dans le fingerprinting, I’identification des cultivars et la détermination de leur
relation phylogénétique, la cartographie des génomes et le clonage. Toutefois, la
dominance, le colt élevé (elle est couverte par un brevet de la société néerlandaise
Keygene qui amis au point cette technique) et les difficultés techniques liées au marquage
par AFLP limitent son utilisation a grande échelle pour des applications comme la

sélection assistée par marqueurs.

-Technique RADP

D’apres Williams et al.,1990 cette technique consiste en I'amplification par PCR de
fragments de I’ ADN génomique en utilisant des amorces arbitraires de taille courte (10pb).
Une amorce RADP permet généraement |I’amplification d'une dizaine de fragments
correspondant a des locus dominants. Les produits d amplification sont généralement
visualisés par éectrophorése sur gel d aragose. Le polymorphisme décelé est d0 a des
mutations soit dans les régions amplifiées soit au niveau des sites de fixation des amorces.
Le polymorphisme révélé est un polymorphisme de sites d’hybridation d’amorce. Les
amorces constituent donc les marqueurs.

Cette technique est simple, rapide et ne nécessite ni un marquage radioactif ni une
connaissance préalable de la séquence nucléotédique. Néanmoins, la RADP mangue de
reproductibilité puisgu’ elle est trés sensible & la concentration de I’ ADN et aux conditions
d’ amplification.

Mandoulakani et al., (2006), ont utilisé les marqueurs RAPD et les protéines de réserve
des semences pour I'identification des meilleures combinaisons parentales de 28 cultivars
de blé iranien dans |’ amélioration de la qualité boulangere du blé.

Dans notre éude on a utilisé les mearqueurs RFLP
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2. Matérid et méthodes

2.1. Matérid végétal
L'estimation de la variabilité morphologique, agronomique et génétique a porté sur une
collection comportant quatre variétés de blé dur (Triticum durum Desf.), a savair,
alexandrinum, italicum, valenciae, murciense, comprenant une population de 100
génotypes (annexel) ,dont les principales caractéristiques botaniques sont décrites ci-
dessous (Tableau 2).

Tableau 2: Caractéristiques botaniques des variétés éudiées et nombre des génotypes
par variété ( Boudour, 2004-2006)

Variétés Nombre | Couleur | Couleur | Couleur et | Formede Précocité | Compacité | Paille
De del’épi | dela formedu I’ épi
génotypes barbe grain
alexandrinum Glabre Noire Blanc Fusiformea | Tardive compacte creuse
08 rouge alongé pyramidal
bossu
murciense Glabre Rouge | Rouge gros Précoce Demi Creuse
40 rouge bossu fusiforme compacte | A demi
creuse
valenciae Pubsent | Blanche Blanc Pyramidal Précoce Lache creuse
37 rouge alongé Parfois a A
bossu Bord compacte
Paraléles
italicum Pubsent Rouge Allongé Pyramidal Demi Compacte Demi
15 rouge Bossu Parfoisa Précoce creuse
blanc Bord
Paraléles

Cette accession provient d'une collection importante de 1019 génotypes étudiés par

Boudour, (2006). Elles sont originaires de différentes régions d’ Algérie.

2.2. Sited’expérimentation et conduite de |’ essai

Le semis a été réaisé au niveau de I’ Ingtitut Technique des Grandes Cultures (ITGC)
d El-khroub, situé & 14 km au Sud-Est de Constantine, a une atitude de 640 m, et a climat
semi-aride. L’ est conduit sur une parcelle relativement homogene, caractérisée par un
sol profond et caillouteux de texture argilo-limoneuse. Le semis a été effectué
manuellement le 28/12/2008 a une profondeur de 3 a 5cm. Chague variété est séparée de

I”autre par deux lignes de seigle et chague génotype est réparti en trois lignes (figure 12).
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Figure 12 : Dispositif de 'expérimentation
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La compagne effectuée en 2008/2009 était favorable pour le développement et la
croissance des plantes avec un cumul de 519.5mm de pluviométrie enregistré entre
Septembre et Mai. Cette quantité est supérieure a celle enregistrée durant la période
2007/2008 avec un cumul de 394.5mm (ITGC ,2009) (Station météorologique de Ain El-
Bey —Constantine).

Les températures moyennes mensuelles variaient entre 6.77 et 10.03C. Le tableau 3

représente la variabilité mensuelle de la pluviométrie et des températures durant cette

compagne.
Tableau 3 : Pluviométrie et température mesurées a EL KHROUB en 2008/2009 (ITGC).
_ Pluviométrie Températures
Mois
2008/2009(mm) Moyennes ( °C)
Septembre 383 2253
Octobre 16.60 17.54
Novembre 37.6 10.03
Décembre o7 6.77
Janvier 76.24 7.29
Fevrier 476 6.44
Mars 81.1 0.4
Avril 133
Mal 62

2.3. Mesure des paramétres

Des caracteres morphologiques et agronomiques sont mesurés durant les phases de
développement de la plante, puis une étude biochimique liée aux protéines de réserve est
effectuée, et pour une meilleure distinction entre les génotypes une analyse moléculaires a
été réalisée en utilisant le marqueur PCR/RFLP et le séquencage des genes codant des

protéines de réserve.
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2.3.1. Paramétres mor phologiques
Les différents paramétres morphol ogiques sont suivis et mesurés tout au long du cycle de
développement de la plante jusgu’a la récolte. Ces caractéres se rapportent a |’ appareil
végétatif, I’ appareil reproducteur et au grain. Ces paramétres mesurés sont:

-La hauteur delaplante (HP) :

Elle est mesurée a maturité, du ras du sol jusqu’au sommet de la plante. On mesure un

échantillon de 5 plantes/génotype. Elle est exprimée en cm.
-Lalongueur del’épi (LE):
On mesure un échantillon de 5 épi sans barbe/génotype, au stade maturité a partir de la
base del’ épi jusgu’ au sommet de I’ épillet terminal, également exprimée en cm.
-Lalongueur desbarbes (LB) :
Elle est mesurée a maturité, avec réaisation de 5 répétitions par plante/génotype, a partir
dul/3 del’épi encm.
-Lenombredestalles herbacées (TH) :
Il est déterminé par comptage direct du nombre de talles herbacés a I’ exception du maitre
brin de toutes les plantes/génotype, a partir du stade de la quatrieme feuille jusqu’ala fin
du tallage puis on déduit la moyenne des talles herbacés/ plante.
-Lenombredetallesépis(TE) :

Ce paramétre est déterminé par le comptage direct du nombre d’ épis formés a |’ exception
du maitre brin de toutes les plantes/génotype, au stade maturité, puis on déduit la moyenne
des talles épis/plante.

-Lasurfacefoliaire (SF) :

La surface foliaire exprimée en cm?, est définie comme éant le produit de la longueur
totale (L, cm) par lalargueur moyenne (I, cm) des feuilles par 0.7149, d’ apres Spagnol etti-
Zeuli et Qualset, (1990) :

SF (cm?)=L x | x 0.7149

-Letaux defertilité (TF%)
Ce parametre est déterminé selon Gallais et Bannerot, (1992) par laformule suivante :

Taux de fertilité = [Nombre de grains par éi/Nombre de fleurs] x 100
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2.3. 2. Composantes du rendement
Les mesures ont porté sur les caractéeres suivants :
-Lenombred’épillet par épi (NE/E) :
Il est déterminé a maturité par le comptage direct du nombre d’ épillets par épi. Cette
opération est répétée 5 fois par plante/génotype.
-Lenombredegrainspar épi (NG/E) :
On compte le nombre de grains par épi de 5 plantes /génotype.
-Lepoidsde 1000 grains (PMG) :
Il est obtenu par |a pesée directe du pois d’un grain par plante de chague génotype al’ aide
d’ une balance de précision, puis multiplié par mille pour trouver le poids de mille grains.
-Lerendement en grains (RDT):
Il est déterminé par laformule suivante de Vilain,( 1987)

Nombre d’ épism*xNombre des grains /épi x PMG

Rendement gtx/ha =

1000

2.3. 3. Etude biochimique
L’ évaluation du polymorphisme des protéines de réserve: gluténines et gliadines a été

réalisé par latechnique d’ éectrophorése monodimensionnelle (SDS-PAGE).

2.3.3.1. Technique d’ électrophor ése monodimensionnelle SDS-PAGE
Toutes les techniques d électrophorése sont basées sur le principe de la mobilité
sequentielle des molécules protéiques dans un support soumis a un courant éectrique.
Cette mobilité est en fonction de:

1- lacharge électrostatique fournie par les acides aminés acides ou basiques.

2- ladimension et laforme des protéines

3- I'intensité du champ électrique (tension aux électrodes et conductibilité de support).

4- lataille des mailles du support.

5- latempérature del’ électrolyte.
La technique d’ é ectrophorese utilisée est celle proposée par Laemli, (1970) modifiée par
Payne et al., (1979) et Singh et al., (1991).La séparation se fait sur gel vertical en systéme
discontinu, en présence d’'un détergent ionisa, le Sodium Dodecyl Sulfate (SDS). Le DDT
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dénature les protéines en rampant les ponts disulfures, et le SDS détruisant les liaisons
faibles. Ceci aboutit alaformation d’ un complexe SDS-protéines dénaturé avec une charge
négative qui masgue la charge nette intrinségue des protéines et annule ainsi la différence
de migration due a la charge électrique. || permet donc une séparation selon la taille, la
conformation et la masse moléculaire. La vitesse de migration des protéines dépend surtout

delataille des mailles du gel et de latempérature de I’ électrolyte.

2.3.3.1.1. Méthode d’ extraction des protéines deréserve

Les protéines de réserve sont extraites a partir de la farine d'un grain entier , selon la
méthode de Singh et al .,(1991), adaptée de la méthode de Marchyllo et al.,(1989).Cette
méthode se base sur I’ extraction séquentielle et nécessite I’ utilisation de trois solutions de
base (annexe5): Solution (A) 50% v/v propan-1-ol; solution (B) 50% v/v propanol-I-
0l.0.08M Tris Hcl pH8.8 et solution(C) la solution tampon 2% p/v SDS, 40% p/v 2
glycéral , 0.02 % p/v bleu de bromophénol 0.08 de Tris Hcl pH =8.

Les gliadines sont extraites en premier dans 1 ml de la solution A , pendant 30 minutes a
60°C, avec deux agitations intermédiaires toutes les dix minutes , suivi dune
centrifugation pendant 1 minute. Le surnagent est ensuite récupéré dans un autre eppendorf
et mis al’ évaporation toute une nuit a 65°C, on obtient ainsi |a fraction gliadine.D’ un autre
coté le résidu est lavé dans 0.5 ml de la solution A, a 65°C pendant 30 minutes, cette fois
sans vortex intermédiaire, puis centrifugé a 10000 tr/min pendant 1 minute, le surnagent
est éliminé par aspiration. Et pour s assurer de |’ élimination compléete des gliadines, et afin
d éviter toute contamination des préparations ultérieures des gluténines , on réintroduit au
résidu , pour latroisieme fois 0.5 ml de la solution A , on vortex , on centrifuge a 10000
tr/min pendant 5 minutes , et le surnagent contenant le reste des gliadines est éliminé par
aspiration. Le résidu forme le matériel de départ de la procédure d'extraction des
gluténines.

Les gluténines sont extraites, en rgjoutant au résidu 0.1 ml de la solution B et d’un agent
réducteur, le dithiothreil (DTT) a 1% . Aprés incubation et centrifugation, on rajoute
encore de la solution A et un agent alkylant , le 4-vinylpyridine. Le mélange est incubé
puis centrifugé. Un aliquote (0.1ml) de surnagent est transféré dans un autre Eppendorf
contenant de la solution C, le mélange est bien agité et ensuite incubé pour une compilation
du SDS avec le polypeptide des gluténines réduites et akyles, et aprés une centrifugation

les échantillons sont préts pour larévé ation.
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Les étapes de I’ électrophorese se font comme suites :
-Préparation des gels

Le support de I’ éectrophorese est formé d'un gel de séparation (separating gel ) , et d'un
gel de concentration (stacking gel) .Ces deux gels sont préparés a base d’ acrylamide a 35%
(p/v) , de N,N’-méthyléne bis-acrylamide a 2% (p/v), du SDS a 10 % (p/v) et de trissHCL
1M , tamponné a pH 8.8 pour le gel de séparation,et a pH6.8 pour le gel de concentration
.Ces deux gels sont polymérisés en présence du Temed et de I’ APS .Le gel de séparation
est préparé le premier , bien mélangé puis collé entre deux plaques en verre, en laissant un

vide de 4 cm pour le stacking gel .une fine couche du butanol est gjouté pour niveler le gel
et pour le protéger de I'air .La polymérisation s effectue a une température ambiante
pendant environ 45 minutes .Ensuite , le gel de concentration est préparé , bien mélangé
puis coulé , et des peignes a 15 puits sont rapidement insérés apres la polymérisation du
stacking gel qui s effectue dans plus de 60 minutes , les peignes sont enlevés en obtenant

ainsi des puits servant pour le dépét des extraits a raison de 15ul chacun.

-Condition de migration
La cuve d éectrophorese est remplie a raison avec un volume suffisant de tampon de
migration, et maintenue a une température constante a 10°C grace a un systéme de
refroidissement. Le gel qui est d'une dimension de 180 x 105 x 1.5mm est soumis a une
intensité constante de 80 mA, et une tension maximale de 1200v .Les protéines chargées
négativement migrent vers |’ anode et sont séparées selon leur encombrement moléculaire,

lamigration est arrétée généralement une demi heure apres la sortie du front coloré.

- Coloration et décoloration.
Les gels des protéines sont fixées dans une solution de TCA a60% , au bleu de coomassie
R250 a 1% (p/v) , pendant 24heures sous agitation .Les gels sont ensuite décolorés en les
placant dans I’ eau du robinet pendant toute la nuit .Une fois les gels sont décolorés , ils
sont placés dans une solution du glycérol a 10% pendant 1heure d’ agitation au minimum
pour étre séchés et conserveés entre deux feuilles de papier polyéthylene.
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2.3. 4. Etude moléculaire

Elle consiste en I'éude de la diversité génétique des genes codants des protéines de
réserve ; des gluténines HPM , FPM et des gliadines des 100 génotypes des quatre variétés
utilisées dans cette recherche par I’ utilisation des marqueurs moléculaire PCR-RFLP et le
ségquencage des genes codants des protéines de réserve (gliadines et gluténines).

Cette partie a été réalisée en Egypte dans un laboratoire de biotechnologie (Alex
biotechnology).

2.3.4.1.Méthode PCR /Bulk

Pour tester la présence ou |’ absence des genes codant des gliadines et des gluténines chez
les 100 génotypes des quatre variétés (alexandrinum, murciense ,valenciae et italicum) on
a utilisé la technique PCR/Bulk qui a permis de regrouper les 100 génotypes des quatre
variétés éudiées d'une fagon aéatoire en 20 lots contenant chacun cing génotypes
(Tableau 4).

Tableau 4: Répartition des génotypes étudiés dans des | ots.

Lot | Génotypes Lot | Génotypes
1 | dexl, aex2, dex3, dex4, aexb 11 | valebl, valeb, valeb, vae?, vales
2 | dex6, dex8, dex9, murl, mur2 12 | valed, vaell, vaell, vael?, valel3

3 | mur34, mur35, mur36, mur37, mur38 13 | valel4, valelb, vael6, vael?, valel8

4 | mur 9, murlO, murl2, mur27, mur20 14 | valel9, vale20, vale?l, vae22, vale23

5 | murl3, murl4, murl5, murl6, murl8 15 | vale2b, vale26, vale27, vale28, vale29

6 | murl9, murl?7 , mur2l, mur22, mur23 16 | vale32, vale34, vale3s, vae36, vale37

7 | mur24, mur25, mur26,murll , mur28 17 | vale38, valel39, valed0, vaed3, vaedd

8 mur 29, mur30, mur31, mur32, mur33 18 | ita?2l, ita22, ita23, ita24, ita25

9 mur4, mur5, mur6, mur7, mur8 19 | ita26, ita28, ita?9, ita30, ita3l

10 | mur39, mur40, mur4l, vale 2, vale3 20 | ita27,ita32, ita3s, ital39, ita40
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- Extraction d’ADN

L’ extraction de I’ADN génomique est faites a partir des feuilles de plantes cultivées dans
des pots, de chaque génotype des quatre variétés, en utilisant seulement les dernieres
paires de feuilles qui ont été prélevées puis déshydratées par Silica gel sans cobalt pendant
une semaine. Cette partie de I'étude a été suivie par I’extraction et la purification de
I”’ADN, selon un protocole d’ extraction ou on utilisé un kit commercial, Qiagen DNeasy
Plant Mini Kit (Courtaboeuf, France), sans modification Doyle et al., (1987) . Ce
protocole a base de détergent cationique CTAB (cetyl trimethylammonium bromide)
utilisé par Murray et al., (1980).

Le tampon d'extraction éant composé de 2% (p/v) de CTAB; 1,4 M NaCl ; 20 mM
NaEDTA; 100mM TrisHCl (pH 8) et 1% de bisulfite de sodium gouté
extemporanément. Environ 20 mg de feuilles déshydratées mises en suspension dans 1ml
de tampon d’extraction préchauffé a 60°C sont broyées dans un mortier stérilisé par
autoclavage, le broyat est incubé & 60°C au bain-marie pendant 60min avec une agitation
manuelle et fréquente par inversion des tubes.

Aprés une centrifugation rapide, 500ul d'un mélange phénol/chloroforme/alcool
isoamylique 25/24/1 sont gjoutés au surnageant, I’ensemble est agité, centrifugé a 10000
tr/min pendant 10 min & 4°C, puis a la phase agueuse sont gjoutés 500ul d’'un méange
chloroforme/al cool isoamylique (24/1). Aprés agitation, I’ensemble est centrifugé a 10000
tr/min pendant 10 min a 4°C. A la phase aqueuse, sont agjoutés 2/3 de volume
d’isopropanol, le mélange est conservé a (-20°C) pendant 30min.

Apres précipitation, I’ ensemble est centrifugé a 10000 tr/min pendant 10 min a 4°C, puis
et apres élimination du surnageant, le culot est séché dans un évaporateur concentrateur
centrifuge sous vide (Speed Vac Savant Instruments, Farmingdale, USA) pendant 5 min et
ré-suspendu en présence de 500 pl de NaCl 1M et de RNase a la concentration finale de
800pg. ml™ pendant 30 min & 37°C. Ensuite, 500ul d’un méange chloroforme/alcool iso-
amylique 24/1 sont ajoutés. Les tubes agités manuellement et centrifugés a 10000 tr/min
pendant10 min a4°C dont ala phase aqueuse sont ajoutés au 2/3 de volume d’ isopropanol,
le mélange est conservé a (-20°C) pendant 30 min.

Apres précipitation, I’ensemble est centrifugé a 10000 tr/min pendant 10 min a 4°C, et
aprés éimination du surnageant, le culot d ADN est séché a I’ évaporateur concentrateur
centrifuge sous vide pendant 5 min et ré-suspendu dans 30ul de TE (10 mM Tris (pH 8),
20 mM NaEDTA) toute la nuit a4°C. Un témoin d’ extraction sans matériel biologique est
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systématiquement inclue dans la procédure. La quantité et la qualité de I’ADN (1,5ul) sont
estimées par dosage au spectrophotometre Nano-Drop (Thermo Scientific Nano-
DropTM8000). L’ évaluation de la pureté par DO a 260 nm et 280 nm est |e rapport DOzeo/
DO2so, et la quantification par DO & 260 nm.

- Electrophorése d’ ADN

L'analyse électrophorétique de I’ADN est réaisé avec 3ul d’ADN, gjouté au 2ul de
tampon de charge (5x), a pH 8 [0.75ml bleu de bromophénol (2%), 5ml glycérol (100%),
2ml NaEDTA, 0.75ml xylene cyanole (2%), 1.5ml H,O]. Le support d’ électrophorese est
formé d'un gel d’agarose a 1% [1 g agarose dans 100ml de tampon TBE (1x) a pH 8 en
présence 2ul de bromure d'ethilium (10ug/ul)]. Aprés avoir coulé le gel, formation des
puits et le laisser polymériser; les échantillons d ADN (5ul) qui sont préparés par
I’ addition de 2ul de tampon de charge au 3ul de I’ADN sont déposés dans les puits et
soumis a un courant de 93volts durant 90min, en utilisant le tampon de migration ‘TBE
(5x) (5.4g Tris, 0.29g EDTA 500mM apH 8, 2.75g Acide borique, 100ml H,0), a pH = 8.

-Amplification del’AND PCR/ Bulk

L’amplification de I’ADN a I’aide d’'une PCR pour les genes codants des gliadines et
gluténines des 100 génotypes regroupés en 20 lots, est réalisée dans un thermo-cycler
d’ ADN (Biometra, GmbH) selon la méthode de Williams et al., (1990) ; Zietkiewiez et al.,
(1994), ou on autilisé trois amorces qui sont :Glu-DX5, LA1 et 56MN, dont la premiere
amorce sert a I'amplification du fragment du gene codant des gluténines HPM et la
deuxieme amorce pour |’amplification de géne des gluténines FPM et |a troisiéme amorce
pour |e géne des gliadines(tableau 5).
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Tableau 5 : Les séquences des amorces utilisées dans I’ amplification des génes codant des

gluténines et les gliadines.

Nom d’amor ce Séquence

- Glu-DX5 F - 5 GAAACCTGCTGCGGACAAGT

- Glu-DX5R -5 GCCTAGCAACCTTCACAATCZ

-LAL1F -5 AAACAGAATTATTAAAGCCGGS

-LA1R -5 GGTTGTTGTTGTTGCAGCAZ

-56MN F - 5 GGATCCATGAAGAAGACCTTTCTCATCCTZ
-56MN R -5 AAGCTTTCAGTTRGTACCGAAGATGCCZ

La PCR est réalisée dans un volume finale de 25ul contenant 2.5ul de tampon PCR (10x),
0.5ul MgCly, 0.5ul dNTP, 0.5 amorce, 2ul ADN, 0.5 Unité Tag-polymérase et 16ul H,O
(Tableau 6).

Cette amplification comprend une phase de dénaturation initiale d ADN de 2,5min a 94°C,
une phase de 30 cycles avec 1min a 94°C , pour la dénaturation de I’ADN, 1min a 37°C
pour I"hybridation des amorces, 1min a 72°C pour |’ élongation et une phase d’ élongation
finale de 10 min a72°C.

On y trouve d abord une phase de dénaturation initiale de 2 min a 94°C, suivie de 40
cycles pour une dénaturation de 94°C pendant 30 secondes, pour une hybridation a 52°C
pendant 45 secondes et pour une extension a 72°C pendant 2min et enfin un dernier cycle
d extension finale a 72°C pendant 7 min.

Aprés 2h, les bandes dADN amplifiées sont visualisées sous lumiére ultraviolette avec
10pg/ul de bromure d éthilium et la taille des fragments est estimée sur la base d'une
échelle d/ADN de 100 a 2000 paires de bases.

Tableau 6: Composantes du volumefinal dela PCR

Tampon deréaction 10X (50mM KCI, 10mM Tris-HCI, 1.5mM MgCI2, pH 9.0) 2.5ul
50mM MgCI2 0.5ul
2mM dNTP 2.5ul
10mM amorce 0.5ul
50ng ADN 2.0ul
0.5Unité Tag-polymérase 1.0ul
H.O 16 pl
Volumefinale 25 pl
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2.34.2. Marqueur RFLP

A partir de lafaiblesse des bandes des génes codant des gluténines et |’ intensité des bandes
des génes des gliadines de la PCR/Bulk , on a choisi onze génotypes de quelques lots qui
présentent |es bandes les plus intenses (Tableau7).

Tableau 7 : Les échantillons choisis pour PCR /RFLP

Numéro del’ échantillon dans |’ accession Echantillon
4 aex 4
7 alex 8
10 mur 2
11 mur 4
18 mur 11
20 mur 13
51 va 4
76 val 32
88 ita23
91 ita26
92 ita27

Aprés I'amplification des genes codants des gliadines avec |I’amorce 56MN de chague
génotype, on a pris 10ul des produits PCR . Ces derniers auxquels on a gjouté 10 pl des
enzymes de restriction, les endonucléases utilisées sont Hindlll et Ecorl. Ce mélange est
chauffé pendant une demi-heure a 37°C . Les fragments digérés ont été fractionnés par
électrophorése dans des plaques SDS-PAGE verticales dans un systéme tampon SDS Tris-
HCI discontinu (pH: 6,8 - 8,8) a une concentration de polyacrylamide de 10% (p / v) Tris/
glycine tampon a été utilisé. L’ électrophorese a été réalisée a un courant constant de 30mA

/ gel 218°C. Les bandes étaient visualisées en utilisant le bromure d’ éhilium (BET).

2.3.4.3. Séguencage

Pour réaliser une comparaison intra et inter-variétale on a choisi deux génotypes de chague
variété pour le séquencage des génes codant des gliadines, afin de déterminer leurs
polymorphisme (Tableau 8).
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Tableau 8 : Génotypes choisi pour le séquencage

Numéro del’ échantillon dans |’ accession Génotypes
4 dex 4
7 alex 8
10 mur 2
11 mur 4
51 va 4
76 val 32
88 ita32
9 ita 26

On a fait la culture des 8 génotypes dans des boites pétri .Aprés deux semaines de la
germination des graines, on a utilisé les feuilles des plantules pour I'extraction d’ ADN
totale selon la méthode CTAB (bromure de cétyl-méthyle-ammonium), (Doyle, 1990). Les
échantillons ont été broyés dans des mortiers en porcelaine autoclaves et purifiés avec un
tampon CTAB a2% et 10ul de RNase A, respectivement, suivi par une incubation a 65°C.
Puis une extraction des protéines est réalisée en utilisant du phénol, du chloroforme, de
I’alcool iso amylique et enfin le CTAB-ADN rgjouté avec 100ul RNase. Le complexe a
été précipité avec del’isopropanol. Le culot d ADN a été lavé deux fois avec de |’ é&hanol a
70%, et séché,. La quantité et la qualité de I'’ADN purifié ont é&é vérifiées par
spectrophotométrie et par I’ é ectrophorése sur gel d’ agarose a 1%.

L’ADN résultant a été mesuré en termes de pureté et de concentration en utilisant un
spectrophotomeétre a nano drops. Les extraits d’ ADN ont été dilués a une concentration de
50ng/pl ™ pour laréaction de polymérisation en chaine (PCR).

Le séquencage d’ ADN (des genes codant des gliadines) a été effectué dans le laboratoire
de LGC Company en Allemagne.

2.4. Etude statistiques des résultats

2.4.1. Résultats agro-morphologiques

Les résultats sont traités et analysés statistiguement par le logiciel SPSS,I’analyse de la
variance (ANOVA) réalisé par le Test de Khi-deux et de Frideman qui nous ont permis de
vérifier la diversité intra-variétale et le Test de Scheffé qui nous a permis de vérifier la
variabilitéinter-variétale.
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Excell Stat version 2014, a été utilisé pour réaiser les Analyses en Composantes
Principales (ACP).

2.4.2. Résultats biochimiques

L’ étude biochimique est réalisée grace a des dendrogrammes construits par I’ utilisation de
la méthode des groupes pairs al’aide du logiciel MEGA_X_10 version 4, pour déterminer

les groupes homogenes possédant les mémes bandes des gliadines et des gluténines .

2.4.3. Résultats moléculaires

Les gels sont photographiés, scannés, puis analysés par le logiciel Bio-Rad. Model Gel
Documentation 2000. Pour les gels PCR/RFLP, les bandes de chaque profil sont désignées
par leur présence (+) ou absence (-). La matrice ainsi établie pour e marqueur généré par
les deux amorces est analysée al’aide du logiciel Bio-Rad.

L’arbre phylogénétique a été construit en utilisant la méhode UPGMA dont le niveau
d'expression des genes a été mesuré par gRT-PCR (Bio-Rad).

La prédiction des séquences nucléotidiques et alignements multiples ont été réalisés en
utilisant Clustal W (V1.83) pour les comparaisons des séquences d’ADN (Thompson,
1994).

L’ alignement multiple des séquences de ce géne de gliadines effectué pour les génotypes
testésal’aidedulogiciel MEGA_X 10 version 4

La matrice de I'identité génétique et la distance sont estimés selon le coefficient de Nei
(Nei, 1978), en utilisant lelogiciel Genetix version 4.05.
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3. Résultats et Discussion
3.1. Paramétres agr o-mor phologiques
3.1.1. Paramétres mor phologiques

Variété alexandrinum :
Dans un premier temps, on a considéré ensemble la hauteur de la plante (HP), longueur de
labarbe (LB) et de !’ épi (LE) (figure 13).
Les résultats obtenus pour la hauteur de la plante (HP) varient entre 66 et 76cm. Le
génotype alex5 présente la hauteur la plus réduite comparativement aux génotypes alex1 et
alex2 qui présentent la paille la plus haute avec des valeurs de 75 et 74cm respectivement.
Le reste des génotypes présentent des valeurs moyennes pour ce paramétre (69 a 71cm).
Pour la longueur de la barbe, les plus considérables sont dellcm chez le génotype alexl
et de 10.8cm pour chacun des génotypes alex3 et alex8 et la plus faible de 8.6 cm, est
enregistrée chez le génotype alex6.Alors que les épis les plus longs sont enregistrés chez
les génotypes alex1 et alex8 avec une moyenne de 6.6 et 6.2cm respectivement ; les épis
courts sont observés chez le génotype alex9 avec une moyenne de 5.2cm. Les autres

génotypes ont les épis de valeursintermédiaires (Figure 13).

Variete alexandrinum

BHauteurde la plante (HP) M Longueur de la barbe (LB) ™ Longueure de |'épi (LE)

T 801
L]
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3 40
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alexl alex? alex3 alexd alexs alexd lewd alex
GEnotypes

Figure 13: Hauteur de la plante, longueur de labarbe et del’ épi des génotypes dela

variété alexandrinum.
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-Le Tallage herbac&(TH)
Les valeurs moyennes du nombre des talles herbacées s étendent entre un minimum de 5.4

talles enregistré chez les génotypes alex9 et alex6, et un maximum de 8.2 talles chez le

génotype alex1 (figure 14).

Variéte alevandrinum
W Tallage herbace (TH)

alexd alexd alewd alexd alexs alexb lexd alexd

—
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o} P = L=2] L= =

Génatypes

Figure 14: Talage herbacé des génotypes de la variété alexandrinum.

-Letallage épi (TE)
Le nombre du talage épi de la variété alexandrinum est proche chez les différents
génotypes. Les valeurs varient entre un minimum de 2.6 talles par épi enregistré chez les
génotypes alex1, alex2, dex3 et alex6 et un maximum de 3 talles par épi chez le génotype
aex5 (Figure 15).
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Variete alexandrinum
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Figure 15: Talage épi des génotypes de la variété alexandrinum.

-La surfacefoliaire (SF)
Le génotype alex8 enregistre la valeur la plus importante de 26.28 cm?,  sivi par le
génotype alex2 avec 25.62 cm?; tandis que le génotype alex4 enregistre la valeur la plus
faible de 14.08 cm?(Figurel6).

Variete alexandrimiom
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Figure 16: Surface Foliaire des génotypes de la variété alexandrinum.
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- Letaux defertilité(TF)

Le taux de fertilité des génotypes de la variété alexandrnium se situe entre 41.42 % et
70.91 %. Les génotypes alex1, alex2, aex3 et alex9 montrent les taux de fertilité les plus
éeveés 64.49 %, 61.59%, 63.31% et 70.91% respectivement (Figurel?).

Variete alexandrinun
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Figure 17 : Taux defertilité des génotypes de la variété alexandrinum.

Variété murciense

- Lahauteur dela plante (HP), lalongueur delabarbe (LB) et del’ épi (LE)
Les valeurs moyennes de |a hauteur des plantes (HP) pour cette variété oscillent entre un
minimum de 39cm chez le génotype mur38 et un maximum de 56¢cm chez le génotype
mur20. 1l est a noter que les génotypes mur38, mur37, mur5 et mur6 représentent le groupe
a paille réduite avec respectivement les valeurs de 39cm, 40cm, 40cm et 4lcm
comparativement aux génotypes mur8, mur9, murlO, murl5, murl8, murl9, mur2l,
mur22, mur23 et mur24 qui représentent le groupe a paille haute ; tandis que le reste des
génotypes présentent des valeurs intermédiaires pour ce caractere.
Les valeurs obtenues pour la longueur de barbe (LB) varient entre 6.6cm et 10.6cm pour
I’ ensembl e des génotypes. La vaeur minimale est notée chez le génotype mur22, alors que
lavaleur maximale est chez |e génotype murb5.
Les longueurs des épis se situent entre 3.8cm enregistrée chez le génotype murll et 6.8cm
notée chez les génotypes mur2 et mur36, alors que le reste des génotypes présentent des
valeurs intermédiaires (Figure 18).
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Figure 18 : Hauteur de la plante, longueur de labarbe et longueur del’épi des génotypes
delavariété murciense.

- Letallage herbacé (TH)
Le tallage herbacé montre que les valeurs minimales oscillent entre 4 et 4.4 tales chez
les génotypes mur2, murl5, mur24, mur27, mur30, mur31, mur34, mur38 et mur39. Par
ailleurs, la meilleure capacité du tallage est observée chez les génotypes mur9 et mur40

avec des valeurs maximales de 6.6 et 7 talles respectivement (Figure 19).
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Figure 19: Tallage herbacé des génotypes de la variété murciense.

- Letallage épi(TE)
Le génotype mur2l enregistre le nombre de talles/épi le plus élevé avec une vaeur
moyenne de 3.4 talles, aors que le génotype mur9 note la valeur la plus faible de 1.6

talle/épi. Les autres génotypes présentent des moyennes intermeédiaires (Figure 20).
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Figure 20: Talage épi des génotypes de la variété murciense.
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-La surfacefoliaire(SF)

Le génotype mur40 posséde la surface foliaire la plus importante de 36.32 cm? suivi par
les génotypes mur26 , mur23 , murl6 , murld , mur28 et mur27 avec des moyennes de
34.4cm?, 27.88cm?, 26.18cm?, 25.6cm?, 25.4cm? et 25.34cm? respectivement tandis que
le génotype mur22 montre lavaleur laplus faible de13.42cm? ( Figure 21)
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Figure 21: Surface foliaire des génotypes de la variété murciense.

-Letaux defertilité (TF)

Le taux de fertilité de cette variété se situe entre une valeur minimale de 5.4% enregistrée
chez le génotype mur8, et une valeur maximale 65.11% chez le génotype mur29. Les
génotypes mur35, mur27 et murd8 possedent les valeurs les plus importantes de 62.78%,
62.7%, 57.96% respectivement, alors que les génotypes murll, mur2l, mur22, possedent
les valeurs les plus réduites : 8.17%, 12.45% et 11.23% respectivement (Figure22).
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Figure 22: Taux de fertilité des génotypes de la variété murciense.

Variété valenciae
- Lahauteur delaplante (HP), lalongueur delabarbe (LB) et del’ épi (LE)
La hauteur de la plante des génotypesval2, val 3, val 4, val15, val16, val18, val22, val 23,

val25, val26, va27, val28, va32, val35, va36 et va37 est en moyenne trés basse et
s éend de 36 a 39cm, aors que les moyennes les plus élevées sont enregistrées chez les
génotypes val 11, vall12, val13, val40, val43 et val44 avec des valeurs qui varient entre 48
et 51cm. Les autres génotypes montrent des hauteurs moyennes situées entre 40 et 47cm.
Les barbes les plus longues sont enregistrées chez le génotype val44 avec une longueur de
11.8cm, alors que les barbes les plus courtes chez les génotypes val3, val22, val28 avec
5.6cm, 4.4cm et 7.2cm respectivement.

Les épis les plus longs sont remarqués chez les génotypes val 3 et val 22 avec une moyenne
de 9.4cm et 10cm respectivement ; alors que les épis courts sont observés chez les
génotypes val 25, val 26, val 27, val 28, val 35, val 36 et val 38 (Figure23).
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Figure 23: Hauteur de la plante, lalongueur de labarbe et del’épi des génotypesdela

variété valenciae

-Letallage herbacé (TH)
La mgjorité des génotypes de cette variété présentent des valeurs maximales entre 6 et 7.8

talles. Lavaleur maximale est présente chez les génotypes val 3, val 26 et val28 dors que la

plusfaible est enregistré chez le génotype vals (Figure 24).
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Figure 24: Talage herbacé des génotypes de la variété valenciae.
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-Letallage épi (TE)
Letallage épi de lavariété valenciae varie entre une valeur minimale de 2 talles par plante
chez les génotypes valll et val28 et une valeur maximale de 3.4 tale chez le génotype
val26 (Figure 25).
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Figure 25: Tallage épi des génotypes de la variété valenciae.

-La surfacefoliaire (SF)
Les valeurs de la surface foliaire de cette variété varient entre une valeur minimale de
21.36cm? mesurée chez le génotype val 8 et une valeur maximale de 43.26 cm? chez le
génotype val2. Les génotypes val20 et val 34 possedent les valeurs les plus importantes de
39.36 cm? et 38.84cm? respectivement . Tandis que les génotypes val 15, val 35, val 36, val 37
, val 38 sont les génotypes qui possedent les valeurs les moins importantes qui se situent
entre 24.24cm? et 21.82cm? (Figure 26).
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Figure 26 : Surfacefoliaire des génotypes de lavariété valenciae.

-Letaux defertilité (TF)
D’ apreés les résultats obtenus de ce paramétre, on remarque que le génotype val22 montre
le taux le plus élevé de 69.7 % ,et le génotype va 15 montre le taux de fertilité le plus
réduit de 24.36%. Les génotypesval3,va 4,va 5,va 6, va 7 ,va 20 ,va 25 ,va 26 ,va
29, val 34 et val 35 possedent les valeurs les importantes entre 50% et 67% (Figure 27).
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Figure 27 : Taux de fertilité des génotypes de la variété valenciae.
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Variétéitalicum
-La hauteur dela plante (HP), lalongueur dela barbe (LB) et del’ épi (LE)

La hauteur des plantes des génotypes de cette variété se situe entre 79 et 97cm avec les
valeurs les plus élevées chez les génotypes ita24, ita25, ita26, ita27, ita32, ita38, ita39 et
itad0 avec des moyennes de 79cm, 90cm , 91cm , 90cm , 95cm, 96cm, 94cm et 92cm
respectivement, suivi par les génotypes ita2l, ita22, ita23, ita28, ita29, ita30 et ita31 avec
desvaleurs qui oscillent entre 79cm et 89cm.

Lalongueur de la barbe de cette variété varie généralement entre 9.6 et 16cm. De ce fait,
les barbes | es plus longues sont observées chez e génotype ita2l et les plus courtes chez le
génotype ita25. Les valeurs de lalongueur d épi chez cette variété sont de 5.2cm chez les
genotypes ita22 et ita32 et 7.4cm chez le génotype itad0 (Figure 28).
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Figure 28: Hauteur de la plante, lalongueur de labarbe et del’épi des génotypesdela
variétéitalicum.

-Letallage herbacé (TH)
Le faible tallage herbacé est enregistré chez les génotypes ita27 et ita29 avec une moyenne
de 4.2 talles, alors qu’'on a remarqué un tallage plus élevé chez le génotype ita23 dont la
valeur est de 6.6 talles, suivi du génotype ita28 avec 6.2 talles, le reste des génotypes
comprennent des moyennes entre 4.2 et 5.2 talles (Figure 29).
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Figure 29: Letalage herbacé des génotypes de la variété italicum.

-Letallage épi (TE)
Le génotype itad0 possede un nombre de tale élevé de 3.6 par contre le génotype ita2l
montre le plus faible de 2.4. Les autres sont intermédiaires (Figure 30).
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Figure 30: Talage épi des génotypes de lavariétéitalicum
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-La surfacefoliaire (SF)
On remarque d’ apres les résultats obtenus que la valeur minimale de la surface foliaire est
enregistrée par le génotype ita39 avec une moyenne de 16.44 cm? et la valeur maximale
enregistré chez le génotype ita21 avec une moyenne de 30.4 cm?®. Les génotypes ita23,
ita25, ita27, ita38 possedent les surfaces les plus importantes avec des moyennes de
25.26cm? 25.62cm? , 27.8cm? et 25.08cm? respectivement (Figure 31).
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Figure 31: Surface foliaire des génotypes de la variété italicum.
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-Letaux defertilité (TF)
Le taux de fertilité chez la variété italicum se situe entre 17.9% et 67.36 %, le taux le plus
faible est observé chez le génotype ita23 alors que le taux le plus élevé chez le génotype
ita27. Les génotypes ita26, ita3l, ita32 et ita39 possedent des valeurs éevées de 60.24%,
60.64 %, 66.27%, 58.03% respectivement (Figure 32).
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Figure 32 : Taux de fertilité des génotypes de la variété italicum.

3.1.2. Lescomposantes du rendement des variétés
Variété alexandrinum

-Le nombre d' épillets par épi (NE/E), de grains par épi (NG/E) et le rendement (NG/m?)
Les moyennes du nombre d'épillet par épi obtenus oscillent entre 14.6 épillets chez le
génotype alex8 et 15.8 épillets chez les génotypes alex3 et adex4; les valeurs des autres
génotypes oscillent entre (15 et 15.4 épillets). Le nombre du grain par épi s étale entre une
moyenne de 13 grains pour le génotype alex9 et 31.8 et 31.4 grains pour les génotypes
alex9 et alex1 respectivement. Le rendement des génotypes de cette variété varient entre
30.4 et 47.4g/ha. Les génotypes les plus performants en rendement sont alex1, aex3 et

alex8, aors que le moins performant est le génotype alex6 (Figure 33).
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Figure 33: Nombre d’ épillets par épi , de grains par épi et rendement des génotypes de la
variété alexandrinum.

-Le poids de mille grains (PMG)
Les génotypes de la variété alexandrinum, sont groupés en deux groupes: le premier
groupe comprend alexl, aex2, alex3 et aex9 qui dépassent 35g de PMG, dors que le
deuxiéme groupe comprenant alex4, alex 5, alex6 et alex8 qui possédent moins de 32g de

PMG.
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Figure 34: Poids de mille grains des génotypes de la variété alexandrinum.
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Variété murciense

-Lenombre d’ épillets par épi, le nombre de grains par épi et le rendement
Le nombre le plus élevé d' épillets par épi est de 17 enregistré chez les génotypes murb et
mur23, alors que le nombre le plus faible de 10.6 est enregistré chez le génotype mur38. Le
reste des génotypes présentent des val eurs moyennes.
A travers les résultats obtenus pour le NG/E on remargque que les génotypes de cette
variété présentent des valeurs trés variables s étalant entre 2.4 enregistré chez le génotype
mur8 et 29.6 chez le génotype mur35.
Pour le rendement, la plus part des génotypes présentent des valeurs relativement faible
entre 2.74g/ha et 21.6g/ha, al’ exception des génotypes murl, mur8, murl6, mur23, mur27
et mur29 qui présentent des valeurs plus importantes de 45.6g/ha; 37.7g/ha; 36.6g/ha;
35.4¢/ha ; 33.9g/ha et 39g/harespectivement (Figure 35).
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Figure 35 : Nombre d' épillets par épi, nombre de grains par épi et rendement des

génotypes de la variété murciense
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-Le poids de mille grains(PMG)
La moyenne du PMG la plus importante est de I’ ordre de 45.89 observé chez |le génotype
mur37 et la valeur la plus faible de 9.3g chez le génotype mur2l. Les autres génotypes
possedent des PMG moyens (Figure 36).
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Figure 36: Poids de mille grains(PMG) des génotypes de |a variété murciense

Variété valenciae

- Lenombred épillets par épi, le nombre de grainspar épi et le rendement
On a enregistré une variation trés importante pour le nombre d épillets par épi (NE/E)
chez les génotypes de cette variété. Les moyennes varient entre 10.2 et 17.4 avec la valeur
la plus réduite chez le génotype val 25 par contre la valeur la plus élevée est obtenu chez
le génotype val 13 et val 43 comparativement aux autres valeurs qualifiées d’ intermédiaire.
Les résultats du nombre de NG/E laissent apparaitre que les moyennes se situent entre 6.2
chez le génotype val 16 et 31 chez |e génotype val 44.
Concernant le rendement, il est a noter qu'il est de 49.4g/ha enregistré chez le génotype
val 35 comme moyenne élevée, contrairement aux génotypes val 5 et val 2 qui marquent
des faibles moyennes 6.53 et 6.75 respectivement (Figure 37).
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Figure 37: Nombre d’ épillets par épi , nombre de grains par épi et le rendement des
génotypes de lavariété valenciae

-Le poids de mille grains (PMG)
Le PMG le plus élevé est celui du génotype val38 avec une valeur de 46.1g suivi par les
génotypes val6, val8, valsl, vall0, valll, vall8, val2l, val26, val28, val34, val37, val 39,
val40, val43 et val44 avec des valeurs situées entre 37.99g et 44.1g. Le PMG le plus réduit
est noté chez le génotype val14 avec une moyenne de 19.2g (Figure 38).
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Figure 38: Poids de mille grains (PMG) des génotypes de la variété valenciae.
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Variétéitalicum
-Le nombre d épillets par épi (NE/E),le nombre de grains par épi (NG/E) et le
rendement (NG/m?)
Les génotypes de cette variété présentent des moyennes tres importantes de nombre
d épillets par épi . Ces moyennes s étalent entre 16.2 et 33.2 observées chez les génotypes
ita28 et ita31 respectivement. Les génotypes ita23et ita38 présentent des moyennes faibles
de 9.6 et 12.6 respectivement.

Les moyennes du rendement varient entre 10.8g/ha et 65.6 g/ha, dont la valeur la plus
éevée est celle du génotype ita24 contrairement & la valeur réduite chez le génotype ita21.
Les génotypes ita22, ita27, ita29, ital0, ita3l, ita32, ita39 et itad0 présentent les valeurs les

plus importantes (Figure 39).
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Figure 39: Nombre d’ épillets par épi , le nombre de grains par épi et rendement des

génotypes de lavariété italicum.
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-Le poids de mille grains (PMG)
Le PMG des génotypes de cette variété varie entre 15.1g et 51.59. Le génotype ita23
enregistre la plus faible moyenne, alors que le génotype ita26 enregistre la moyenne la plus
élevée. Les génotypes ita22, ita24, ita25, ita27, ita3l, ita32, ita39 et itad0 représentent le
PMG qui possede des valeurs intermédiaires (Figure 40).
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Figure 40: Poids de mille grains (PMG) des génotypes de la variété italicum.

3.1.3. Analyseintra-variétale

En se basant sur la moyenne des rangs du test Friedman et le test Khi-deux des paramétres
agro-morphologiques des moyennes des génotypes étudiés des quatre variétés, il apparait
gu'il y a des différences significatives entre les génotypes la variété alexandrinum, au
seuil de o = 0.05, ainsi que pour les génotypes de la variété murciense qui révéle qu'il
existe aussi des différences hautement significatives au seuil de o = 0.01. Alors que les
génotypes de la variété valenciae et ceux de la variété italicum, ne représentent pas des

différences significatives (Tableau 9).
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Tableau 9: Etude statistique (Test de Khi-deux et de Friedman)

Tests Statistiques alexandrium murciense valenciae italicum
N 11 11 11 11
K hi-deux 18,303 99,062 40,640 16,617
ddl 7 39 36 14
zgr‘r']gfgtti'gge 0,011° 0,000° 0,273" 0,277

a Test de Friedman

3.1.4. Analyseinter-variétale

Les résultats obtenus des caracteres agro-morphologiques par I’ analyse de la variance et le
test de Scheffé ont montré des différences significatives importantes entre les 100
génotypes des quatre variétés soumises aux mémes conditions environnementales et qui
ont permis de révéler une variabilité génotypique importante entre elles. De ce fait,
I"analyse de la variance pour les caractéres (HP), (LB), (TE), (TH), (TF) et (SF) révéle
qu'il y a une différence significative au seuil a = 0.01 avec des moyennes de 455.718,
7.520, 16.323, 12.263, 7.700 et 25.232 respectivement. En effet le test Scheffé, utilisé
pour le classement des groupes, révele que la variété italicum posséde les moyennes les
plus élevées de la hauteur de la plante (HP), suivi par la variété alexandrinum et la variété
murciense.

Pour la longueur des barbes (LB), le test arévélé que la variété alexandrium et la variété
italicum possedent les moyennes les plus élevés comparativement a la variété murciense et
valencia.

Pour le caractére tallage épi (TE), la variété italicum se caractérise par les moyennes les
plus importantes suivie par la variété alexandrinum et valenciae .

Pour le paramétre talles herbacés (TH), le test a montré que les génotypes de la variété
alexandrinum se caractérisent par les moyennes les plus élevés suivi par les génotypes de
lavariété valencia. Cependant, Le test de Scheffé amis en évidence que la bonne capacité
de lafertilité (TF) a été enregistrée chez les génotypes de la variété alexandrinum, suivie
par les génotypes de la variété valenciae , par rapport aux deux autres variétés qui

possedent des faibles moyennes de ce caractére.
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TableaulO: Le test de Scheffé de différents caractéres agro-morphologique étudiés des

quatre variétés.

Caracteresagro- Somme des Signification | Test Scheffé
mor phologiques carrés ddi Carré moyen F
Hauteur delaplante 27635,320 3 9211,773 455,718 0,000 1. Intergroupes
(HP) 1940,520 96 20,214 2. Intragroupes
29575,840 99 - - - 3. Total
Longueur delabarbe 130,745 3 43582 7,520 0,000 1
(LB) 556,393 % 5,796 ] ) 2
687,138 99 ] ] ] 3
Longueur del’épi 4,952 3 1,651 1,856 0,142 1
(LE) 85,404 % 0,890 ] ] 2
90,356 99 ] ] ; 3
Tallage épi (TE) 5,185 3 1,728 16,323 0,000 1
10,165 9% 0,106 ) ] 2
15,350 99 ) ] ] 3
Tallage herbace (TH) 32,881 3 10,960 12,263 0,000 1
85,799 9% 0,894 ] ) 2
118,680 99 ) ] ] 3
Taux defertilite (TF) 3882,849 3 1294,283 7,700 0,000 1
16136,348 9 168,087 . . 2
20019,197 99 ) ] } 3
Surfacefoliaire (SF) 1624,475 3 541,492 25,232 0,000 1
2060,182 2% 21,460 2
3684,658 99 ) ] ] 3
Composantes du Somme des ddl Carré moyen F Signification Test Scheffé
rendement carrés
Nombre d’épillet par 160,081 3 53,360 19,649 0,000 1. Intergroupes
R T e s e —
Nombre de grains par 1067,835 3 355,945 9,613 0,000 1
épi (NG) 3554,505 9% 37,027 ] ] 2
4622,430 99 ] ] ] 3
Poids de mille grains 1001,868 3 333,956 4,963 0,003 1
(PMG) 6459,458 % 67,286 ] ) 2
7461,326 99 . - - 3
N 6136,067 3 2045,356 16,775 | 0,000 1. Intergroupes
(RDT) 11846,514 96 123401 2 Intragroupes
3.Totd
17982,581 99
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Pour le caractére de la surface foliaire, le test a révélé une différence significative des
moyennes entre les génotypes de la variété valencia comparativement aux moyennes des
génotypes des trois autres variétés alexandrinum, murciense et italicum.

Il est a signaler que pour le caractére de lalongueur épi (LE), le test de Scheffé n'arévélé
aucune différence significative entre les génotypes des quatre variétés étudiées avec une
moyenne atteignant 1.856 (Tableau 10).

De la méme facon pour les composantes du rendement, et d’ apres |’ analyse de la variance
et le test Scheffé au seuil de a = 0.01, on remarque gque les moyennes du nombre d’ épillets
par épi des quatre variétés présentent une différence significative de 19.649. La
comparaison des moyennes par le ce test révele que les génotypes de la variété italicum
présentent le groupe caractérisé par un nombre élevé d' épillets par épi. Alors que les autres
génotypes des variétés alexandrinum, murciense et valenciae présentent le groupe
possedant |es faibles moyennes.

Alors que pour le nombre de grains par épi (NG/E), on aremarqué qu’il y a une différence
significative (9.613) au méme seuil de (o = 0.01). Par ailleurs le test de Scheffé met en
évidence larépartition des génotypes selon 4 groupes :

le premier groupe renferme les génotypes de la variété alexandrinum qui possedent le
nombre le plus performant des grains par épi, suivi par les génotypes de la variété italicum
et ensuite valencia. Alors que les génotypes de la variété murciense sont les moins
performants de ces moyennes.

Pour le Poids de mille grains (PMG), I’ analyse de la variance des moyennes a montré une
différence significative 4.963 au seuil de o = 0.01. Selon le test Scheffé la variété valencia
seulement qui se distingue par un PMG plus élevé comparativement aux autres variétés.
Cependant, le poids de mille grains (PMG), montre une différence significative de 16.575
au seuil de o = 0.01 selon le test Scheffé. Les génotypes de |a variété italicum constituent
le groupe le plus performant suivi par la variété alexandrinum, puis la variété valenciae,
tandis que les génotypes de la variété murciense constituent le groupe le moins performant
(Tableau 10).
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-Discussion
L es résultats obtenus par I’ analyse de variance et le test Scheffé de comparai sons multiples
pour les paramétres agro-morphologiques étudiés pour tous les génotypes des quatre
variétés montrent des différences significatives, ce qui indique une présence de variabilité
assez importante entre les différentes variétés. Il ressort que |les génotypes appartenant ala
variété italicum et alexandrinum constituent le groupe qui se caractérise par la hauteur de
la plante, longueur de barbe, tallage épi, nombre d’ épillets par épi, nombre de grain par épi
et le rendement les plus élevés. Tandis que les génotypes de la variété murciense se
distinguent par des valeurs réduites vis-a-vis de tous ces paramétres.

La variété valenciae se caractérise par des valeurs moyennes relatives pour la majorité des
parameétres étudiés.

Nos résultats obtenus sur les paramétres morphologiques sont en accord avec ceux
trouvés dans des travaux précédents; aussi Spagnoletti et al.,(1990) en étudiant des
caracteres morphologiques de 6 variétés de blé dur (Triticum durum), ont monté une
diversité importante concernant les ressemblances phénotypiques et génotypiques
originairesde I’ Algérie et de I’ Ethiopie.

Zeven, (1998) a étudié |a ressemblance entre une accession de blé dur (Triticum turgidum)
et une autre de blé tendre (Triticum aestivum), sur la base de deux -caractéres
morphologiques La longueur et la compacité de I’ épi, |’ étude a montré que I’ accession de
blé dur est classée en un seul groupe caractérisé par une courte paille et un épi compacte.
Tandis que I’ accession du blé tendre a identifié un seul groupe qui est différent de I’ autre
accession.
Mordli, (2010) a trouvé un effet tres hautement significatif de la hauteur de la plante entre
les génotypes étudiés de blé dur, les valeurs sont entre 89 et 123cm. Sur le plan agro-
morphologique. L’analyse a laissé apparditre deux groupes assez bien discriminés: la
classe Turquie-Grece caractérisée par des plantes hautes et tardives et la classe Maghreb
caractérisée par des plantes plus courtes et plus précoces. Les travaux de Delacy et
al.,(2000) basés sur 15 caracteres morphologiques, agronomiques et de qualité du grain
d une collection de 465 accessions de blé dur provenant de 24 sites géographiques du
Mexique, ont montré une diversité significative entre les régions.
Les sdlectionneurs ont longtemps admis que les variétés des céréales les plus tolérantes

étaient celles a paille haute (Blum, 1988). Cependant, de nombreuses études ont montré
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que les variétés de blé a paille courte ont une bonne adaptation et une meilleure
productivité en zones seches (Pheloung, 1991 ; Ali Dib, 1992; Bouzerzour et Hafsi, 1993).
Bouzerzour,(1998) mentionne que il faut assurer une production de biomasse aérienne
suffisante pour garantir un rendement acceptable.

Les travaux de Vincent, (2013), sur six variétés de blé montrent que les moyennes de la
hauteur totale des pailles varient de 119 a 138 cm.

La capacité de transformation des talles herbacées en talles épis varie en fonction des
génotypes. Benbelkacem et al., (1984) ont constaté gu’ une augmentation importante du
nombre de talles herbacés engendre une augmentation du nombre de talles épis , mais aussi
une mortalité élevée. Le tallage est un caractére variétal, qui en conditions favorables,
pourrait renseigner sur le potentiel des variétés (Bennaceur et al., 1997).

D’ apres Blum,(1988) les feuilles réduites permettent une diminution des pertes en eau et
elles constituent un mécanisme majeur en présence d un stress hydrique important. Alors
que Johanson et al., (1973) suggérent que les plantes a surface foliaire plus grande peuvent
tolérer la déshydratation et maintenir un potentiel hydrique élevé.

D’ apres Monneveux,(1991) |’ épi et les barbes jouent un réle important dans la tol érance au
stress hydrique terminal chez le blé, du fait de I'importance de I’ épi dans la photosynthése
et latranspiration aprés |’ anthese.

Hadjchristodoulou,(1985) et Dib,(1999) montrent que la longueur des barbes est un
parameétre morphologique lié alatolérance au déficit hydrique.

Selon Fonesca et Patterson, (1968), la stérilité des épillets terminaux dépend du
peuplement pieds et du coefficient de tallage, elle est fortement influencée par la densité du
semis, le pourcentage de la levée et les caractéristiques variétal es.

Concernant les composantes du rendement on a trouveé aussi une diversité importante entre
les génotypes des quatre variétés c'est-ce qui a éé obtenu par plusieurs recherches;
Benbelkacem et kellou, (2000), ont montré que le poids de mille grains est généralement
peu maitrisable, car il est fortement lié aux effets de I’environnement au moment de la
formation et du remplissage des grains. Selon, Grignac, (1981) le poids de mille grains
(PMG) optimal qui permet d obtenir des rendements plus élevés devrait étre a (48 g). Ce
caractere dépend aussi de la continuité de la nutrition azotée jusqu’ a la maturation
(Soltner, 2005). Nos résultats de PMG pour les 100 génotypes montrent la présence d’ une

variabilité importante de sorte que la vaeur la plus élevée est 51.5 g, par contre la plus
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faible est de 24.1g. On a observé cette variabilité pour tous les paramétres des composantes
du rendement étudiées.

Selon Passioura, (2006) la réalisation de haut rendement par |a culture de blé requiert des
cultivars performants.

Le rendement en grain par plant est conditionné par le potentiel génétique de la variété,
mais aussi par les conditions agro-climatiques et la conduite culturale. (EI Hakimi et al.,
1995). D’ apres Monneveux,(1991) le choix de I’ aptitude génétique du rendement comme
un critere de sdlection, savére justifié la ou les conditions du milieu permettent
I’expression de cette aptitude. Par contre, dans des conditions de contraintes
environnementales importantes, le rendement en grain ne peut pas étre retenu comme

critére de sélection.

3.1.5. Etudedelavariabilité des paramétr es agr o-mor phologiques

Afin d estimer et d' évaluer lavariabilité intra et inter spécifique existante entre les variétés
on a effectué une analyse en composantes principales(ACP) sur une matrice de données
d’ une accession de 100 génotypes appartenant aux quatre variétés : alexandrnium ,
murciense , valenciae et italicum en fonction de 11 variables considérées dans I’ étude (HP,
LE, LB, TE,TH,SF,TF%, PMG, NG/E, NE/E, RDT). Cette anayse amis en évidence que
les axes les plus informatifs sont I'axe 1, 2 et 3 avec 30.82%, 19.64 %, 10.92%
respectivement; soit un total de 50.46% pour le plan 1et 2, et 41.74% pour le plan 1 et 3.
L'axe 1 du coté positif est formé principalement par les variables suivantes : Longueur de
barbe (LB), longueur d'épi (LE) , taux de fertilité (TF%) , nombre des grains par épi
(NG/E) , poids de mille grains (PMG) et le rendement (RDT), sont les plus significatives
et ce sont ces variables qui caractérisent les génotypes .

Les deux variables hauteur de la plante (HP) et nombre d’ épillets par épi déterminent I’ axe
2 du coté négatif, alors que la variable surface foliaire (SF) détermine le c6té positif du
méme axe.

Dans le plan 1/3 , I’axe 3 présente un taux de 10.92% d'information est formé seulement

par deux variables : tallage herbacé (TH) et tallage épi (TE) du coté positif.

3.1.6. Matricede corrélation desvariables
A travers cette anayse on a estimé les niveaux des corréations entre les différents

paraméetres mesurés. L’analyse montre |’existence des liaisons positives et négatives
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variant entre faible a forte corrélation (Tableau 11). Ainsi, il apparait que la hauteur de la
plante (HP) est positivement corrélé avec le nombre d’ épillets par épi (NE/E) (r = 0.61), et
faiblement positivement corrélée avec le rendement (RDT) (r = 0.47), tandis que le taux
de fertilité (TF%) est fortement et positivement corrélé au nombre de grains par épi (NG/E)
et le poids de mille grains (PMG) (r=0.79) et (r=0.68) respectivement. Le nombre de grains
par épi (NG/E) est positivement corrélé avec le poids de mille grains (PMG) (r = 0.67) et

faiblement positivement alavariable rendement RDT (r = 0.47).

Tableau 11: Matrice des coefficients de corrélations des différentes variabl es anal ysées.

Varigbles  HP LB LE TE TH TF% SF NE/E NG/E PMG RDT
HP 1
LB 0.323 1
LE 0213 0022 1
TE 03711 0155 0082 1
TH 0172  0.000 0.070 0069 1
TF% 0033 0256 0175 0279 0137 1
SF -0.336 00171 -004 0201 0337 0264 1

NE/E 0.613 0290 0362 0129 -023 003 -014 1

NG/E 0263 0366 0164 0.196 0002 0.794 0194 0411 1

PMG -0.036 0.1751 0.08 0.078 0.034 0.686 0.207 0.016 0.675 1

RDT 0479 03258 0.140 0390 -0.05 0.398 -0.04 0370 0474 0256 1
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Figure 41: Cercles des corrélations des variables de I’ACP. A) dansleplan 1/ 2 et B)

dans le plan 1/3 des 100 génotypes des quatre variétés alexandrinum , murciense ,
valenciae et italicum.
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3.1.7. Etudedesindividus

Les deux plans 1/2 et 1/3 (Figure 41) présentent la dispersion graphique des individus sur
la base de I’ analyse en composantes principales(ACP). Cette dispersion nous a permis de
répartir les différents génotypes en plusieurs groupes distincts.

-Sur le plan 1/ 2 ,du c6té positif de I’ axe 1 se trouve les génotypes suivants : alex8 et alex9
de lavariété alexandrinum, les génotypes mur23, mur34, mur35 de la variété murciense et
les génotypes va7, val8, val5l, vall3, val40, val43 et val44 de la variété valenciae. Les
génotypes ita22, ita24, ita26, ita27, ital30, ita3l, ita32, ita39 et itad0 de la variété italicum,
se distinguent par un poids de mille grains, un taux de fertilité et nombre de grains par épi
plus élevés.

Alors que les génotypes mur4, mur5, mur6, mur8, mur9, murl0, murll, murl2, murl3,
murl7, murl9, mur20, mur2l, mur22, mur25, mur26, mur28, mur3l, mur32, mur38,
mur40 et murdl de la variété murciense et les génotypes vall5, val36 de la variété
valenciae sont situent du coté négatif de I’axelse traduisent par de faibles valeurs des
parameétres précédents.

Sur I’axe 2 du coté positif se trouvent les génotypes suivants : murld,murl6 de la variété
murciense et les génotypes val2 , val5, va6 , vall0, valll, vall8, val19, val20, val2l,
val22, val23, val25, val26, val27, val28, va29, val32, val34, val35, va37, val38 de la
variété valenciae, qui se caractérisent par une grande surface foliaire. Du coté négatif de ce
méme axe se trouvent les génotypes alex4, alex6 de la variété alexandrinum, les génotypes
murl, mur2, mur24 de la variété murciense et les génotypes ita25, ita28, ita29, ita38 de la
variété italicum qui se distinguent par la paille haute et un nombre d’ épillets par épi trés

devé.
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Figure 42: Représentation graphique des100 génotypes des quatre variétés (alexandrinum,

murciense, valenciae et italicum) dansle plan 1/ 2

- Dans le plan 1/3 (Figure 42) la dispersion des individus montre que : les génotypes val 3,
vall4, val16, vall7 de la variété valenciae et le génotype ita23 se trouvent dans la partie
positive de I’axe3.Celui-ci se caractérise par un tallage épi et talage herbacé tres édevés.
Contrairement aux génotypes mur7, murl5, murl8, mur27, mur29, mur30, mur33, mur36,
mur37, mur39, de la variété murciense et les génotypes va4, vall2, val39, de la variété
valenciae, et le génotype ita21 qui se situent du coté négatif du méme axe .cesindividus se

caractérisent par un faible tallage herbacé , et tallage épi.
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Figure 43: Représentation graphique des100 génotypes des quatre variétés (alexandrinum,

murciense, valenciae, italicum) dansleplan 1/ 3

3.1.8. Classification hiérarchique des paramétr es agr o-mor phologiques
La classification hiérarchique des caractéres agro-morphologiques (figure 43), répartit les
différents génotypes en deux grands groupes distincts de similarité équival ente de 100%.
Le premier grand groupe est divisé en deux sous groupes :
-Le premier sous groupe est constitué d'un seul génotype mur8 de la variété
murciense.
-Le deuxieme sous groupe regroupe les génotypes murll, mur22, murl9, mur2l,
murl7 de la variété murciense et les génotypes ita28, ita23, ita38 de la variété
italicum qui sont proche avec une similarité de 86%.
Le deuxieme grand groupe est structuré de deux sous groupes :
- Le premier sous groupe formé de deux sous sous groupe :
- Le premier /sous groupe englobe les génotypes val 26, val3, va22, val2, val5, val 19,
val 34 avec une similarité de 94%.
- Le deuxieme s/sous groupe comprend les génotypes val 35, val 14, val 16, val21, val 28 ,
val20, val4, val32, val6, val23, val27, val18, va 25, va29, val44, val40, val43, val10, val
11, va7, val37, val39, valls, va 38, va8, val2, va36 de la variété valenciae et les
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génotypes murl6, mur7, mur39, murl5, mur4l, mur29, mur22, mur35, mur23, mur34 qui
sont proche avec une similarité de 90%.

- Le deuxiéme sous groupe est structuré de deux sous Sous groupes :

- Le premier s/sous groupe comporte les génotypes val 15, val13 de la variété valenciae et
les génotypes murl,mur30,mur6é ,mur24 et mur33 de la variété murciense , les génotypes
aex4,adex8,adex3,adexl,aex5aex2 et alex9 de la variété alexandrinum et les génotypes
ita22,itad0,ita24,ita29,ita30,ita39,ita3let ita32 de la variété italicum avec un taux de
similarité 89%.

- Le deuxieme sous/sous groupe est formé des génotypes mur40 , murl0, murl2, mur4 ,
mur20 , mur32 , mur25 , mur28 , murl3 , mur26 , mur5 ,murl4 ,mur38 ,murl8 , mur2 ,
mur36 , mur9 et mur3l de la variété murciense , et le génotype aex6 de la variété

alexandrinum, le génotype val17 de la variété valenciae.
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Figure 44 : Dendrogramme des parametres agro-morphol ogiques de 100 génotypes des
guatre variétés (alexandrinum,mur ciense,val enciae,italicum)
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3.1.9. Conclusion

L’ éude des parametres agro-morphologiques des 100 génotypes des quatre variétés a
montrée une diversité intra et inter-variétale importante. Les résultats obtenus par |’ analyse
en composantes principales a permis de ressortir 6 groupes qui se différencient par les
aspects morphologiques et les composantes du rendement de sorte que :

-Le premier groupe est constitué par certains génotypes appartenant aux variétés ,
alexandrinum , murciense , valenciae et italicum regroupant les plantes les plus
performantes par rapport aux longueurs de I’épi , barbe , taux de fertilité , nombre des
grains par épi , poids de mille grains et le rendement.

-Le deuxiéme groupe formé par certains génotypes appartenant aux variétés murciense
et deux génotypes da la variété valenciae, les plantes de ce groupe sont moins développés
par rapport au 1% groupe.

-Le troisiéme groupe se compose de deux génotypes de la variété murciense et
quelques génotypes de la variété valenciae , ce groupe possede une surface foliaire tres
importante.

-Le quatrieme groupe comprend deux génotypes de la variété alexandrinum, trois
génotypes de la variété murciense et quatre génotypes de la variété italicum , qui se
distinguent par hauteur de la plante et le nombre d’ épillet par épi moins important.

-Le cinquieme groupe renferme quatre génotypes de la variété valenciae et un seul
génotype de la variété italicum. Ces génotypes se caractérisent par un fort tallage herbacé
et tallage épi trés important.

-Le sixiéme groupe constitué de certains génotypes de la variété murciense , trois
génotypes de la variété valenciae et un seul génotype de la variété italicum qui S oppose
au groupe précédent par un faible tallage herbacé et un faible tallage épi .

-La classification hiérarchique des parameétres agromorphologiques répartit les différents
génotypes en deux grands groupes :

-Le premier grand groupe regroupe six génotypes de la variété murciense et trois
génotypes de lavariété italicum.

-Le deuxieme grand groupe est divisé en deux sous groupes, le premier sous groupe
renferme 34 génotypes de la variété valenciae et 11 génotypes de la variété murciense . Le
deuxiéme sous groupe est constitué par 3 génotypes de la variété valenciae , 23 génotypes
delavariété murciense, 12 génotypes de la variété italicum et les 8 génotypes de la variété

alexandrinum.
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3.2. Etude biochimique
L’ analyse du polymorphisme protéique des 100 génotypes appartenant aux quatre variétés
alexandrinum, valenciae, murcienset et italicum par éectrophorése monodimensionnelle
en présence de SDS-PAGE, nous a permis de déterminer le polymorphisme existant au
niveau des gliadines. Ce polymorphisme est montré par un Dendrogramme .
3.2.1. Protéinesderéserve
3.2.1.1. Lesgliadines

-Variété alexandrinum
D’aprés le profil éectrophorétique tous les génotypes de la variété alexandrinum sont
matérialisés par la présence d’'une bande de poids moléculaire de 90KDa (Zone A) qui
convient ay gliadine. ainsi que la présence des bandes de poids moléculaire entre 15 et 45
KDa (Zone B) qui convient aux a et  gliadines,. De ce fait, les génotypes numérotés de 1
a 8 sont caractérisés par la présence des gliadines manifesté par bandes de poids
moléculaire entre 15 et 90KDa. Ce résultat présent un polymorphisme étroit entre les
différents génotypes, ce ci est montré par le dendrogramme de similarité des quatre
variétés de I’ accession étudiée (Figure 45).
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Figure 45: Electrophorégramme des gliadines des génotypes de la variété alexandrinum
(1a8)
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Le Dendrogramme des génotypes de la variété alexandrinum montre deux groupes

distincts, dont :
Le premier groupe renferme le génotype alex9 seulement.

le deuxieme groupe comporte les génotypes aexl, adex2, aex3, aex4, alex5,
alex6 et alex8 qui sont proches génétiquement. Il est a signaler que le taux de

similarité entre ces deux groupes est de 88.3% (Figure 46).
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Figure 46: Dendrogramme des gliadines des génotypes de la vari é&té alexandrinum

-Variéé murciense

Le profil éectro phorétique des génotypes 9 a 15 de la variété murciense présente des
bandes de poids moléculaire entre de 70 a 90K Da (Zone A) qui convient &y gliadine et des
bandes de poids moléculaire entre 15 et 20KDa (Zone B) qui conviennent a o et f
gliadines (Figure47 A) .

Le profil électro-phorétique des génotypes 16 a 24 montre des bandes de poids moléculaire
entre 60 et 70KDa (Zone A), et des bandes de poids moléculaire de 40 a 50K Da (Zone B)
(Figure 47 B).
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Figure 47 (A et B): Electrophorégramme des gliadines des génotypes (9 a 15 et 16 a 24)
delavariété murciense
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Les génotypes 25 a 34 représentés sur le profil électro-phorétique sont caractérisés par des
bandes de poids moléculaire entre70 et 90K Da (Zone A) (Figure 47 C), et autres bandes de
poids moléculaire entre 30 et 40KDa (Zone B).

Le profil électro-phorétique des génotypes 35 a 44 sont matérialisés par des bandes de
poids moléculaire 90K Da (Zone A) (Figure 47D).

-C-
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Figure 47 (C et D) : Electrophorégramme des gliadines des génotypes de la variété
murciense (génotypes : 25 a 34 et 35 a44).
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Le Dendrogramme des gliadines des génotypes de la variété murciense présente trois
grands groupes dont :

- le premier groupe est constitué de 4 génotypes mur38, mur39, mur40, mur4l.

- le deuxieme groupe est formé d’un seul génotype mur36 et |e troisiéme groupe est
compose de 5 sous groupes, a savoir le premier sous groupe qui est compose des
génotypes mur23, mur24, mur25, mur26, mur27, mur28, mur29, mur30, mur31l
avec un taux de similarité de 58%; le deuxieme sous groupe comporte les
génotypes murl2, murl3, murl4, murl5, murl6, murl?7, murl8, murl9, mur20,
mur21 avec un taux de similarité de 72% .

- letroisiéme sous groupe regroupe les génotypes mur9, murlO et murll avec un
taux de similarité de 48% (Figure 48).
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Figure 48: Dendrogramme des génotypes de |a variété murciense..
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- Variété valenciae

Le profil éectro-phorétique des génotypes de 49 a 57 montrent la présence des bandes de
poids moléculaire de 130KDa (Zone A) qui convient & o-gliadine . d autres bandes de
poids moléculaire de 60 a 70K Da (Zone B) et, ce qui confirme leurs différences par rapport
aux génotypes des variétés murciense et alexandrinum (Figure 49A). Cependant, les
génotypes de 85 a 78 de la méme variété valenciae montre seulement des bandes de poids
moléculaire de 60 a 70K Da (Zone B) (annex 8).

Les génotypes de 58 a 67 se caractérisés par la présence de bandes de poids moléculaire
entre 60 et 70KDa (Zone A) qui convient a y-gliadine, et des bandes de poids moléculaire
de 20 a 30K Da (Zone B) qui convient a a-gliadine (Figure 49B).

-A-

Figure 49 A: Electrophorégramme des gliadines des génotypes de la variété valenciae
(génotypes: de 49 a57).
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Figure 49 B: Electrophorégramme des gliadines des génotypes de la variété valenciae

(génotypes : de 58 a 67).

La classification hiérarchique des génotypes de la variété valenciae (Figure 50), répartit les
génotypes en 10 grands groupes :

- Le premier groupe comporte les génotypes val21, val22, val 23, val 25, val 26, val 27,
val28, val29, val32, va34, va3s, va36, va37, va38, val39, val40, val 43 et
val44. Ces deux groupes sont trésloin d’ un troisiéme groupe.

- Le deuxiéme, troisiéme, quatriéme, cinquieme, sixieme, septieme, huitiéme et le
neuvieme groupe sont des groupes individuels qui ne présentent aucune similarité
avec les autres génotypes.

- le dixieme groupe comporte les génotypes val2, val3, va4, vab, val6, val7, vas,
val9, val 10, val1l.
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Figure 50 : Dendrogramme des gliadines des génotypes de la variété valenciae.

-Variétéitalicum
Le profil éectro-phorétique de 10 génotypes de la variété italicum (86 a 95) possédant des
protéines de réserve des gliadines et qui ont révélé des bandes se situent dans la zone y-

gliadine, de poids moléculaire 60 a 70K Da (Zone B) (Figure 51).
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Figure 51: Pro Electrophorégramme des gliadines des génotypes de la variété italicum (de
86 a95).

La classification hiérarchique des protéines des gliadines de la variété italicum arévélé
guatre principaux groupes hétérogenes.
Le premier grand groupe est composé de deux sous groupes :
-Le premier sous groupe comprend les génotypes ita2l et ita22 qui sont tres
proches avec un taux de similarité d’ environ 86%.
- Le deuxieme sous groupe est formé par les génotypes ita23, ita24, ita25 qui
présentent un taux de similarité 90%, et le génotype ita26 qui ressemble avec ces
génotypes avec un taux de similarité 64%.
Le deuxieme grand groupe est constitué d’ un seul génotype ita27.
Le troisiéme grand groupe renferme deux génotypes ita29 et ita28 avec un taux de
similarité 76%.
Le quatriéme grand groupe est constitué de deux sous groupes :
-Le premier sous groupe est constitué d’ un seul génotype ita30.
-Le deuxiéme sous groupe est structuré des génotypes ita3l, ita32, ita38, ita39 et
itad0, avec un taux de similarité 48% (figure 52).
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Figure 52 : Dendrogramme des gliadines des génotypes de la variété italicum

3.2.1.2. Laclassification hiérarchique des gliadines des quatre variétés
La classification hiérarchique des protéines des gliadines (Figure 53) des quatre variétés
alexandrinum, murciense, valenciae et italicum, répartit les 100 génotypes en 5 principaux
clusters dont le premier, le deuxieme, le troisiéme et le cinquiéme cluster se constitués par
un seul génotype de la variété valenciae (génotypes val20, val7, vall6, et vall3)
respectivement ; le quatriéme cluster se divise en deux groupes, a savoir, le premier groupe
englobe deux génotypes (vall4 et val15) de la variété valenciae avec un taux de similarité
de 35% et le deuxieme groupe comprend de sa part deux sous groupes, a savoir, le premier
sous groupe qui est formé aussi de deux sous groupes dont :
Le premier sous groupe renferme les génotypes (val 12, va 25, val 26, va 29,
val32, va34, va 36, va 35, val 21, va 22, va 27, val 28, val 23, val40, val7,
va3d7yva 43, va 3yva 4 va 44yva 10va 19) de la variété valenciae, et les
génotypes (mur8, mur22, murl2, murl3, murl7, murl8, murl9, mur20, mur2l,
murl4, murl5, murl6, murl, mur23, mur28, mur29, mur30, mur3l, mur32, mur24,
mur25, mur26, mur27, Mur5, mur7, murll, mur6, mur4l, murlO, mur4, mur2,

mur33, mur34, mur37, mur38, mur39, mur40, mur35) de la variété murciense avec
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un taux de similarité varie entre 75% et 90% . Les génotypes (alex9, alex8, aex6,
aex5, aex4, dex3, dex2, alexl) de la variété alexandrinum avec un taux de
similarité de 89% et finalement les génotypes (ita22, ita2l, ita25, ita24, ita28, ita39,
ita26, itado, ita29, ita3l, ita38, ita27, ita30, ita32) de lavariété italicum.

Il est asignaler que tous ces génotypes présentent entre eux un taux de similarité de 15%.
Le deuxieme sous groupe se compose de deux génotypes de la variété murciense
(mur9, mur 36) et les génotypes (val6, valll, val38, val39) de la variété valenciae

avec un taux de similarité 33% (Figure 52).
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Figure53 : Dendrogramme des gliadines des quatre vari étés étudiées
(alexandrinum,mur ciense,valenciae et italicum)
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3.2.1.3. Discussion

Les résultats obtenus des protéines des gliadines montrent I'existence d'un large
polymorphisme des zones de o-p gliadines, y-gliadine et o-gliadine entre les 100
génotypes de I’ accession, mais avec un étroit polymorphisme intra-variétale surtout entre
les génotypes de la variété alexandrinum. Cette diversité constaté au niveau des bandes
des gliadines s accorde avec les travaux réalisés par Zaefizadeh et al., (2010) qui ont
montrés la présence la présence d’une grande variation desy et o gliadines que dans les o
et B gliadines dans les variétés locales de blé dur du nord-ouest de I’ Iran et |’ Azerbaidjan.
Cependant Tanaka et al., (2003) et Caballero et al., (2004) ont également montré une plus
grande variation dans les i- et o-gliadines que dans o- et B-gliadines dans les cultivars
japonais et espagnol.

Sewa et al., (2005) ont trouvé 45 bandes de gliadines différentes dans 157 variétés de blé
Indien. Caballero et al., (2004) ont détecté jusqu’a 72 bandes différente dans 403 lignes de
blé. Zaefizadeh et al., (2010) ont également trouvé 66 bandes parmi 46 génotypes de blé
dur. Aliyeva et al., (2012) ont détecté 62 bandes différentes lors de I'analyse de 68
accessions de blé. Aussi Harch et al.,(1997) ont trouvé 30 bandes lors de I’ analyse de 16

cultivarsde blé.

3.2.1.4. Lesgluténines

L’ appréciation du polymorphisme des gluténines (HPM et FPM) des génotypes des
quatre variétés alexandrinum, murciense, valenciae et italicum n’est pas possible a cause
des résultats des gels préparés qui n'étaient pas clair cela est due probablement a leur
faiblesse , pour cela ,on a préféré de ne pas les interpréter et les mettre dans la partie

annexe (Annexe 8).
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3.2.1.5. Conclusion

Les résultats obtenus a travers les profils électro-phorétiques des proténes des gliadines
des différents génotypes des quatre variétés de I’ accession éudié montrent une diversité
moins importante entre les génotypes de la méme variété et une diversité importante entre
les quatre variétés de sorte que tous les génotypes de la variété alexandrnium présentent
les mémes bandes o-f3 et y gliadines ce qui confirme leurs ressemblances.

-Les génotypes de la variété murciense montrent une diversité importante concernant les a-
B-gliadines (allant de 15 jusqu’ a 49K Da) et y-gliadines (de 60 a 90K Da).

- Les génotypes de la variété valenciae possedent des bandes de poids moléculaire de 60 a
70KDa ( zone de y-gliadine) , dors qu’ on aremarqué la présence des bandes de a-gliadine
seulement chez les génotypes val 70, val 71, val 72, val 73, val 74, val 75, val 76, val 77, val 78,
val79. On a constaté auss la présence claire des bandes de w-gliadine chez les génotypes
valb0, val5l, val52, val54, vals5, val57, vals8. Ce qui confirme leur différence par apport
aux autres génotypes de cette variété et les génotypes de toute I’ accession.

-Tous les génotypes de la variété italicum présentent des bandes de poids moléculaire entre
60 et 70K Da, ce qui implique une ressemblance avec les génotypes de la variété valenciae.
La classification hiérarchique des gliadines des 100 génotypes répartit les génotypes en
cing grands groupes: le premier, deuxieme, troisiéme et cinquiéme groupes, regroupent
chacun un seul génotype , val20 , vall7, vall6 et vall3 respectivement . Le quatrieme
grand groupe comprend le reste des génotypes des quatre variétés avec un taux de

similarité 11%.
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3. 3. Etude moléculaire

Afin de déterminer le polymorphisme génétique intra et inter-variétal au niveau des génes
codants des protéines de réserve des 100 génotypes étudiés, nous avons utilisé la technique
PCR/Bulk pour détecter la présence de ces génes chez tous les génotypes de I’ accession
étudiée, puis on a choisi onze génotypes pour appliquer un marqueur spécifique PCR-
RFLP, et le séquencage des genes codant des gliadines pour montrer le polymorphisme

intra et inter-variétale existant entre les génotypes des quatre variétés.

3.3.1. Analysedelatechnique PCR/Bulk
La qudité de I'’ADN génomique a été vérifiée par électrophorése sur gel d agarose a 1%
dont lavaleur du rapport DO260/D0280 oscille entre 1.92 et 1.95 (Figure54 A , B, C, D).

R ; G ————

18 20 24 22 23 24 25
L

Figure54 (A et B) : Profil électro-phorétique del’ ADN génomique (Génotypes 1 a25 et
27 451).
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Figure 54 (C et D) : Profil électro-phorétique del’ ADN génomique (Génotypes 54 a77
et 82 a100)

3.3.1.1. Genes des glutenines (HPM et FPM)

Les gels obtenus d’'un échantillon de tubes numérotés de 1 a 20 des 100 génotypes
étudiés(figure 55 A et B), montrent de tres faible bandes de 527pb ce qui pourait érelié a
I’ absence de géne des glutenines (HPM et FPM). En comparant nos résultats avec ceux
obtenus par Abdel-Mawgood (2008) ; Noma et al., (2016), sur des varéiéts du blé dur
Egyptien qui ont montré des bandes trés visible avec un poids moléculaire de 527pb, il
S est avéré que nos variétés sont pauvres en géenes de gluténines (HPM et FPM) .

Pour Abdel-Mawgood, (2008) les géenes des gluténines (FPM) représentent environ 60%

des protéines de gluténine dans les graines matures et jouent un réle important dans la
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formation du macro-polymeére de gluténine et de la qualité du gluten, en particulier pour
I'extensibilité et la résistance de la péte. La sous unité (FPM) des génes des gluténines
appartient a une famille multi allélique, le screening d’ une bangue génomique et |'analyse
protéomique chez le cultivar de blé chinois Xiaoyan54 (Glu-A3, Glu-B3 et Glu-D3), a

montré |’ abondance de (4, 3 et 7 génes) respectivement.

Figure 55(A et B) :Diagramme é éctrophorétique PCR/Bulk de génes des gluténines par
I’amorce Glu-Dx5 (1 a20lots).
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3.3.1.2. Génes des gliadines

Le diagramme él éctrophorétique de lafigure (56 A et B) montre que les 20 tubes des 100
génotypes étudiés, font apparaitre la présence des bandes correspondantes aux genes des
gliadines de taille 770pb. Ceci indique que les 100 génotypes sont pourvus de ces genes et

montrent aussi |’ existence d’ un polymorphisme important entre les génotypes regroupés en
lot2, lot5, lot7, 1ot8, lot9, lotl4, lot18 et |0t20. Globalement, I’ abondance é evée des génes
des gliadines est tres marquée dans les tubes1,2,5,6,7,8,9,11,14,15,16,18 e 20
comparativement aux tubes 3,4,10,13 et 19 ou on aremarqué une faible abondance. .

A)

Figure56 (A et B): Diagramme éléctrophorétique PCR/Bulk de gene des gliadines par
I”amorce 56MN pour les 20 lots.
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3.3.2. Analyse du marqueur RFLP

D’aprés le gel de la figure 57, on a remarqué I’ apparition des bandes de méme taille
(536ph), mais avec une densité non homogene des bandes. Au total 11 fragments
monomorphes, parmi eux les échantillons 7 (génotype alex8) , 10 (génotype mur2) , 11
(génotype murd) et 51 (génotype val 4) présentent des bandes intenses . Alors que les
échantillons 4 (génotype aex4), 76 (génotype val 32), 91 (génotype ita 26) et 92 (génotype
ita 27), présentent des bandes moins intenses. Ce qui montre la présence d'un |éger
polymorphisme. Ce résultat corrobore avec celui de Noma et al.,( 2016) qui ont trouvé
chez le blé tendre des copies multiples estimé de (10-15) a (35-40) et que le nhombre de
fragments ne différe pas par rapport al’amorce utilisée.

Le marqueur que nous avons utilisé a répondu négativement en nombres de bandes et S est
avéré non polymorphe et que chaque bande correspond a I’amplification de la méme

sequence d’ ADN amplifiée (Tableau 12).

Tableau 12: Analyse PCR/RFLP

Génotypes
RFLP Marqueur | PM(pb) | 4 | 7 | 10| 11| 18 | 20|51 |76 |88 |91 | 92
1 1130 - T -1 - T -T-1T-1T-71T-

2 1070 - T-T-1 - T -T-1T-1T-1T-T71-

— 3 961 - - 1 - -1 -1T-1T-1-71T-

_ | 8 4 865 | - | - |- |- - -|-1-]-1-]-
= s

8 Z 5 806 - T-T-1 - T -T-1T-1T-1T-T71-
e T

. i 6 708 - -1 -1 -1 -17-17-1T-1-71-+-

§ 5 7 610 o[- - - [ - - -1 -1-T-
8 B

0 ﬁ 8 536 + |+ | + | + + + |+ |+ |+ |+ |+

8 o 9 477 - - -1 - -1 -1T-1T-1T-7T-
= ©
2 |8

£ 2 10 418 - T-T-1 - T -T-1T-1T-1T-T71-

E 11 339 - T-T-1 - T -T-1T-1T-1T-T71-
L

12 260 - - 1 - -1 -1T-1T-1-71T-

13 181 - T-T-1 - T -T-1T-1T-1T-T71-

Total 11 11122l 2222211

bandes intenses (+) = présence, (-) = absence.
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Figure 57 : Diagramme é éctrophorétique de PCR/RFLP des onze génotypes

M : marqueur moléculaire ;(4,20,76,91,92) : Echantillons des génotypes (alex4, murl3, val32, ita26,
ita27) ;(7,10,11,18,51,88) :Echantillons des génotypes(alex8, mur2, murd, murll, val4, ita23).

3.3.3. Séquencage de génesdes gliadines

A partir des fragments des séquences obtenues des génes codant des gliadines de 8
génotypes aex4, alex8, va4, va32, mur2 , mur4d , ita26 et ita23 (figure 58) , montrent
I’existence d’un Iéger polymorphisme inter et intra variétal due a une substitution d’une
base pyrimidique T ou une dilution , d’ ol on a observé une substitution chez le génotype
ita23 et ita26 de la variété italicum et les génotypes de la variété alexandrinum .on a
remargué une différence entre la base purique (G) et la base pyrimidique (C) au niveau de
la séquence du génotype aexdet aex8. Alors que les fragments des séquences des
génotypes mur2, mur4 de la variété murciense et val2 et val32 de la variété valenciae
présentent une forte homogeénéité au niveau du fragment anal ysé.

La dilution est marqué Ce qui confirme la présence d’'un léger polymorphisme entre les

huit génotypes testés.
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>ita23
TTATCATCACCCACAACACCGAGCACCACAAACTAGAGAATTCACTGATAGTCCACCGAGATGG
CTAAGCGGTTAGTCCTCTTTGTGGCGGTAGTCGTCGCCCTCGTGGCTCTCACCGTCGCTGAAGGT
GAGGCCTCTGAGCAACTACAGTGTGAGCGCGAGCTCCAGGAGCTCCAGGAGCGCGAGCTCAAG
GCATGCCAGCAGGTCATGGACCAACAGCTCCGAGACATTAGCCCCGAGTGCCACCCCGTCGTCG
TCAGCCCGGTCGCGGGACAATCCGAGCAGCAAATCGTGGTGCCGCCCAAGGGCGGATCTTTCTA
CCCCGGCGAGACCACGCCACCGCAGCAACTCCAACAACGTATATTTTGGGGAATACCTGCACA
AAAAGGTATTACCCAAGTGTAA

>ita26
TTATCATCACCCACAACACCGAGCACCACAAACTAGAGATATTCACTGATAGTCCACCGAGATG
GCTAAGCGGTTAGTCCTCTTTGTGGCGGTAGTCGTCGCCCTCGTGGCTCTCACCGTCGCTGAAGG
TGAGGCCTCTGAGCAACTACAGTGTGAGCGCGAGCTCCAGGAGCTCCAGGAGCGCGAGCTCAA
GGCATGCCAGCAGGTCATGGACCAACAGCTCCGAGACATTAGCCCCGAGTGCCACCCCGTCGTC
GTCAGCCCGGTCGCGGGACAATCCGAGCAGCAAATCGTGGTGCCGCCCAAGGGCGGATCTTTCT
ACCCCGGCGAGACCACGCCACCGCAGCAACTCCAACAACGTATATTTTGGGGAATACCTGCAC
AAAAAGGTATTACCCAAGTGTAA

>mur2
TTATCATCACCCACAACACCGAGCACCACAAACTAGAGATCAATTCACTGATAGTCCACCGAGA
TGGCTAACCGGTTAGTCCTCTTTGTGGCGGTAGTCGTCGCCCTCGTGGCTCTCACCGTCGCTGAA
GGTGAGGCCTCTGAGCAACTACAGTGTGAGCGCGAGCTCCAGGACAGGAGCGCGAGCTCAAGG
CATGCCAGCAGGTCATGGACCAACAGCTCCGAGACATTAGCCCCGAGTGCCCA CcceGTCGTCGT
CAGCCCGGTCGCGGGACCGAGCAGCAAATCGTGGTGCCGCCCAAGGGCGGATCTTTCTACCCC
GGCGAGACCACGCCACCGCAGCAACTCCAACAACGTATATTTTGGGGAATACCTGCACTACTAA
AAAGGTATTACCCAAGTGTAA

>mur4
TTATCATCACCCACAACACCGAGCACCACAAACTAGAGATCAATTCACTGATAGTCCACCGAGA
TGGCTAAGCGGTTAGTCCTCTTTGTGGCGGTAGTCGTCGCCCTCGTGGCTCTCACCGTCGCTGAA
GGTGAGGCCACTGAGCAACTACAGTGTGAGCGCGAGCTCCAGGACAGGAGCGCGAGCTCAAGG
CATGCCAGCAGGTCATGGACCAACAGCTCCGAGACATTAGCCCCGAGTGCCACCCCGTCGTCGT
CAGCCCGGTCGCGGGACCGAGCAGCAAATCGTGGTGCCGCCCAAGGGCGGATCTTTCTACCCC
GGCGAGACCACGCCACCGCAGCAACTCCAACAACGTATATTTTGGGGAATACCTGCACTACTAA
AAAGGTATTACCCAAGTGTAA

> va4
TTATCATCACCCACAACACCGAGCACCACAAACTAGAGATCAATTCACTGATAGTCCACCGAGA
TGGCTAAGCGGTTAGTCCTCTTTGTGGCGGTAGTCGTCGCCCTCGTGGCTCTCCGTCGCTGAAGG
TGAGGCCTCTGAGCAACTACAGTGTGAGCGCGAGCTCCAGGAGCTCCAGGAGCGCGAGCTCAA
GGCATGCCAGCAGGTCATGGACCAACAGCTCCGAGACATTAGCCCCGAGTGCCACCCGTCGTC
AGCCCGGTCGCGGGACAATCCGAGCAGCAAATCGTGGTGCCGCCCAAGGGCGGATCTTTCTAC
CCCGGCGAGACCACGCCACCGCAGCAACTCCAACAACGTATATTTTGGGGAATACCTGCACTAC
TAAAAAGGTATTACCCAAGTGTAA

>val32
TTATCATCACCCACAACACCGAGCACCACAAACTAGAGATCAATTCACTGATAGTCCACCGAGA
TGGCTAAGCGGTTAGTCCTCTTTGTGGCGGTAGTCGTCGCCCTCGTGGCTCTCCGTCGCTGAAGG
TGAGGCCTCTGAGCAACTACAGTGTGAGCGCGAGCTCCAGGAGCTCCAGGAGCGCGAGCTCAA
GGCATGCCAGCAGGTCATGGACCAACAGCTCCGAGACATTAGCCCCGAGTGCCACCCGTCGTC
AGCCCGGTCGCGGGACAATCCGAGCAGCAAATCGTGGTGCCGCCCAAGGGCGGATCTTTCTAC
CCCGGCGAGACCACGCCACCGCAGCAACTCCAACAACGTATATTTTGGGGAATACCTGCACTAC
TAAAAAGGTATTACCCAAGTGTAA
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>alex4
TTATCATCACCCACAAGACCGAGCACCACAAACTAGAGATCAATTCACTGATAGTCCACCGAG
ATGGCTAAGCGGTTAGTCCTCTTTGTGGCGGTAGTCGTCGCCCTCGTGGCTCTCACCGTCGCTGA
AGGTGAGGCCTCTGAGCAACTACAGTGTGAGCGCGAGCTCCAGGAGCTCCAGGAGCGCGAGCT
CAAGGCATGCCAGCAGGTCATGGACCAACAGCTCCGAGACATTAGCCCCGAGTGCCACCCCGT
CGTCGTCAGCCCGGTCGCGGGACAATCCGAGCAGCAAATCGTGGTGCCGCCCAAGGGCGGATC
TTTCTACCCCGGCGAGACCACGCCACCGCAGCAACTCCAACAACGTATATTTTGGGGAATACCT
GCACTACTAAAAAGGTATTACCCAAGTGTAA

>alex8
TTATCATCACCCACAACACCGAGCACCACAAACTAGAGATCAAATCACTGATAGTCCACCGAG
ATGGCTAAGCGCATAGTCCTCTTTGTGGCGGTAGTCGTCGCCCTCGTGGCTCTCACCGTCGCTGA
AGGTGAGGCCTCTGAGCAACTACAGTGTGAGCGCGAGCTCCAGGAGCTCCAGGAGCGCGAGCT
CAAGGCATGCCAGCAGGTCATGGACCAACAGCTCCGAGACATTAGCCCCGAGTGCCACCCCGT
CGTCGTCAGCCCGGTCGCGGGACAATCCGAGCAGCAAATCGTGGTGCCGCCCAAGGGCGGATC
TTTCTACCCCGGCGAGACCACGCCACCGCAGGAACTCCAACAACGTATATTTTGGGGAATACCT
GCACTACTAAAAAGGTATTACCCAAGTGTAA

Figure 58: Les séquences des génes codant des gliadines de huit génotypes testés (alex4,
alex8, va4, val32, mur2, mur4, ita26 et ita23).

3.3.3.1. Analyse des fragments des genes des gliadines

Cette analyse porte sur I’abondance en Guanine (G) et Cytosine (C).Ainsi les génotypes
aex4 et dex8 de la variété alexandrinum contient 57.03% de GC , aors que les génotypes
mur2 et mur 4 de la variété murciense contient 57.17% de GC .Quant aux génotypes ita26
et ita32 de la variété italicum comprennent 57.38% de GC. Pour les génotypes va4 et
val 32 de la variété valenciae possedent 56.89% de GC( tableau 13).

Tableaul3: Taux de base GC % des différentes séquences des génotypes étudiés (8
génotypes ; dex4, dex8, va4, val32, mur2, mur4, ita26 et ita23).

Var | Géno | GC% | Var | Géno GC% Var | Géno | GC% | Var Gén | GC%
aex4 | 57.03 mur 2 57.17 26 57.38 4 56.89
alex mur ita vale
aex 8 | 57.03 mur 4 57.17 32 57.53 32 56.89
Moy 57.03 | Moy 57.17 Moy 5745 | Moy 56.89

Var = variété, Gén = génotype, GC % = pourcentage de Guanine et de Cytosine, alex = alexandrinum,

mur = murcienseg, ita = italicum, val = valenciae, Moy = Moyenne
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3.3.4. Alignement des séquences des génes codant des gliadines
L’alignement des séquences des genes codant des gliadines des huit génotypes des quatre
variétés montre que le polymorphisme est due a une dilution ou une substitution et touche

maj oritairement |es bases azotés puriques (de type G et A), Figure 59 (A, B et C).

-A-
Ita23 TTATCATCACCCACAACACCGAGCACCACAAA- - CTAG AGAATTCACTGATAGT CCACC
I'ta26 TTATCATCACCCACAACACCGAGCACCACAAA- - CTAGAGATATTCACTGATAGI CCACC
Mur 2 TTATCATCACCCACAACACCGAGCACCACAAACTAGAGATCAATTCACTGATAGI CCACC
Mur 4 TTATCATCACCCACAACACCGAGCACCACAAACTAGAGATCAATTCACTGATAGI CCACC
Val 4 TTATCATCACCCACAACACCGAGCACCACAAACTAGAGATCAATTCACTGATAGT CCACC
Val 32 TTATCATCACCCACAACACCGAGCACCACAAACTAGAGATCAATTCACTGATAGT CCACC
Al ex4 TTATCATCACCCACAAGACCGAGCACCACAAACTAGAGATCAATTCACTGATAGTI CCACC
Al ex8 TTATCATCACCCACAACACCGAGCACCACAAACTAGAGATCAAATCACTGATAGTI CCACC

E R IR I bk I I S SR S S R R * % * k*kkkhkkkhkhkkkrkhkhkkkhhkx

-B-

ita23 TTATCATCACCCACAACACCGAGCACCACAAA- - CTA TITCACTGATAGI CCACC
ita26 TTATCATCACCCACAACACCGAGCACCACAAACTAGA TITCACTGATAGI CCACC
mur 2 TTATCATCACCCACAACACCGAGCACCACAAACTAGA NTCACTGATAGI CCACC
nmur 4 TTATCATCACCCACAACACCGAGCACCACAAACTAGA TTCACTGATAGT CCACC
val 4 TTATCATCACCCACAACACCGAGCACCACAAACTAGA TTCACTGATAGT CCACC
val 32 TTATCATCACCCACAACACCGAGCACCACAAACTAGA TTCACTGATAGTI CCACC
al ex4 TTATCATCACCCACAAGACCGAGCACCACAAACTAGA NMTCACTGATAGI CCACC
al ex8 TTATCATCACCCACAACACCGAGCACCACAAACTAGA ATCACTGATAGT CCACC

kkkkkhkhkkhkkkkkkkkhk*k kkkkkikhkkhkkhkkkkkk*% * % kkkkkikhkhkkhkkhkkkkkk*%

-C-

Ita23 TTATCATCACCCACAACACCGAGCACCACAAA- - CTAGAGA- ATTCACTGATAGICCACC
ita26 TTATCATCACCCACAACACCGAGCACCACAAACTAGAGATA- - TTCACTGATAGT CCACC
nmur 2 TTATCATCACCCACAACACCGAGCACCACAAACTAGAGATCAATTCACTGATAGT CCACC
nmur 4 TTATCATCACCCACAACACCGAGCACCACAAACT AGAGATCAATTCACTGATAGT CCACC
val 4 TTATCATCACCCACAACACCGAGCACCACAAACTAGAGATCAATTCACTGATAGT CCACC
val 32 TTATCATCACCCACAACACCGAGCACCACAAACTAGAGATCAATTCACTGATAGT CCACC
al ex4 TTATCATCACCCACAAGACCGAGCACCACAAACTAGAGATCAATTCACTGATAGT CCACC
al ex8 TTATCATCACCCACAACACCGAGCACCACAAACTAGAGATCAAATCACTGATAGT CCACC

R EEEEEEEEEEEEEENEEEEEEEEEEEEEE]E] * % R R R

Figure59 (A,B et C) :Alignement multiple d’ un fragment des séquences des genes codant
des gliadines des 8 génotypes aex4, alex8, val4, val 32, mur2, mur4, ita26 et ita23.
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Le Dendrogramme des séquences des genes des gliadines (figure 60) répartit les huit
génotypes en trois grands groupes :
- Le premier grand groupe renferme un seul génotype (alex8) de la variété
alexandrinum.
Le deuxieme grand groupe est constitué aussi d’un seul génotype (mur2) de la
variété murciense.
Letroisieme grand groupe est divisé en deux sous groupes :
- Le premier sous groupe comprend un seul génotype mur4.
- Le deuxiéme sous groupe est divisé en deux sous/sous groupes :

- Le premier s/sous groupe formé d'un seul génotype aex4 de la variété
alexandrinum.

- Le deuxieme s/sous groupe se compose de quatre génotypes ; les deux
génotypes de la variété valenciae (val32 et val4) et les deux génotypes de la variété
italicum (ita26 et ita23) avec un taux de similarité 76%. Ces génotypes sont donc
proches génétiguement et présentent une certaine monophylie.

foexdl

Figure 60 : Dendrogramme des séquences des genes codant des gliadines des 8 génotypes
étudiés (adex4, dex8, val4, val32, mur2, mur4, ita26 et ita23).

3.3.4.2. Relations évolutives des huit génotypes
Les analyses évolutives ont été réalisées en utilisant le logiciel : MEGA_X 10 version 4
(Kumar et al., 2018). Les distances évolutives ont été calculées al'aide de la méthode de la

probabilité composite maximale (Felsenstein, 1985; Tamura et al., 2004), et sont
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exprimeées dans | es unités du nombre de substitutions de base par site. L'analyse aimpliqué
8 séguences de nucléotides de 8 génotypes. Toutes les positions vacillantes(les parties non
codant) ont été supprimées pour chaque paire de séquences. Il y avait un total de 412
positions (base) dans I'ensemble des données finals. Les résultats des distances évolutives
sont présentés par la figure 61, qui montre I’ existence d’ un polymorphisme caractérisé par
des relations évolutives entre les huit génotypes éudiés (aex4, alex8, val4, val32, mur2,
mur4, ita26 et ita23).

0.000
ta32
0.000
Vald
0,002
Mur2
0,000
0,002
nLonn Murd
0.000
0,004 lta26
0.000
Val32
0,002
Alex4
Alex8

0.008

0.0010

Figure 61. Relations évolutives des 8 génotypes des quatre variétés étudiées

3.3.5. Similarité et matrice d’identité des séquences des génes des gliadines

Les différents génotypes éudiés sont classés en 3 groupes sur la base de I’analyse de
sequences de gene des gliadines matérialisé par le taux de (GC) et la matrice de I’ identité
et la distance génétique. Ainsi la corrélation entre génotypes des quatre variétés testés est
bien exprimée ou on observe une forte corrélation entre les génotypes mur2 et mur4, mur 2

et val4, mur 2 et val32, mur 2 et alex4 d une part et entre génotype mur4 et val4, mur4 et
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val32, murd et dex4 d autre part. Ainsi une corrélation entre génotype val4 et val32 et
auss val4 et alex4 ; et de méme entre génotype val 32 et alex4 (Tableau 14). Ces résultats
montrent que les génotypes sont tres liés génétiquement avec un Iéger polymorphisme inter

et intravariétale.

Tableau 14: Matrice d’identité (%) entre les huit génotypes de quatre variétés ; Clustal :
2.1

génotype | 1ta23 ta26 | Mur 2 | Mur 4 |Val4 |Val 32 | Alex4 | Alex 8

[ta23 100

[ta26 99.26 100

Mur2 97.48 97.24 | 100

Mur4 97.48 97.24 |99.50 | 100

Val4 97.49 97.25 9950 |99.50 |100

Val32 97.49 9725 9950 |99.50 | 100 100

Alex4 97.53 97.29 9950 |99.51 9951 |9951 |100

O NOO|BWIN |-

Alex8 96.79 96.55 |98.76 |98.76 |98.77 |98.77 |98.79 | 100

3.3.6. Conclusion

A travers cette étude, on peut conclure que les 100 génotypes des quatre variétés sont
pauvres en genes codant des gluténines (HPM et FPM). Cependant les génes codant pour
les gliadines sont abondants dans tous les 100 génotypes des quatre variétés. Les résultats
obtenus a travers I'utilisation de marqueur moléculaire RFLP présente 11 bandes
monomorphes de poids moléculaire 536pb, dont I'intensité est déférente ce qui indique
I’ existence d’'un faible polymorphisme au niveau des génes codant des gliadines entre les

onze génotypes anal ysés.

Les séquences des genes codant de huit génotypes des quatre variétés (alex4, alex8, valed,
val32, mur2, mur4, ita26 et ita23 ) montrent que les genes des gliadines de ces différents
génotypes présentent une stabilité génétique matérialisée par un taux identique des base
azotés (guanine et cytosine) atteignant une moyenne d environ 57%. Cette stabilisation est
fortement visible quand il Sagit des génotypes de la variété valenciae (val4, va32) ;
néanmoins, une substitution ou une dilution est remarqué au niveau des séquences des
génotypes de la variété alexandrinum et la variété murciense d une part et italicum d’ une

autre part respectivement.
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La classification hiérarchique établi apres alignement des séquences, classe ces génotypes
dans 3 catégories selon les clades distinctes obtenus dont le clade le plus éloigné est celui
du génotype (alex8), suivi du clade du génotype (mur2) et en fin le clade le plus large
regroupant les génotypes (alex4, valed, val32, ita26 et ita23) ce qui montre la présence
d'un Iéger polymorphisme intra et inter-variétal.
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Conclusion générale et per spectives

Le bassin méditerranéen est caractérisé par une trés importante et abondante variabilité
phyto-génétique. Sachant que les variétés traditionnelles des espéces spontanées aux
plantes cultivées continuent d’ étre une immense ressource phyto-génétique des caractéres
recherchés pour I’amélioration de la production agricole mondiale; mais cette grande
diversité est aujourd hui menacée de disparition. De ce fait, |’ étude effectuée dans ce sens
était pour évaluer la diversité des 100 génotypes appartenant aux quatre variétés de blé dur
cultivés en Algérie, a savoir : alexandrinum, murciense, valenciae et italicum, qui sont
menacés par |’ érosion génétique. En effet, un programme de recherche est établi afin de
cerner les différents aspects de caractérisation agronomique, morphologique, biochimique
et moléculaire.

Notre travail est répartit comme suit en s articulant sur trois points essentiels, a savoir :

L’ éude de la variabilité des caractéristiques agro-morphologiques pour chague génotype
afin d' estimer le taux de variabilité intra et inter variétale entre tous les génotypes de
I’accession étudiée; I'analyse biochimique par ['application de la technique
d éectrophorése (SDS-PAGE) pour apprécier le polymorphisme biochimique des sous-
unités gluténines (HPM et FPM) et des gliadines, pouvant exister entre les génotypes des
quatre variétés, et |’ étude moléculaire pour la détermination du polymorphisme génétique
des genes codant spécifiques aux protéines de réserve ( gluténines et gliadines) en utilisant
la technique PCR/BuIk, le marqueur moléculaire RFLP et e séquencage des géenes codant
des gliadines.

L’ analyse des données concernant les parametres morphologiques et agronomiques sont
traités par des analyses de multi-variées permettant de mettre en évidence |’ existence
d unefaible diversité intra-variétale et une importante variabilité inter-variétae .

Les résultats obtenus montrent que les génotypes de la variété alexandrinum et italicum
possedent des valeurs intéressantes pour la hauteur de la plante (HP), la longueur des
barbes (LB), tallage épi (TE), nombre d’ épillets par épi (NE/E) , nombre des grains par épi
(NG/E) et le rendement (Rdt) . Contrairement aux génotypes de la variété murciense qui se
distinguent par des valeurs réduites des parametres éudiés. Les génotypes de la variété
valenciae se caractérisent par des valeurs intermédiaires pour la magjorité des parametres
étudiés. Il est asignaler que la hauteur de la plante (HP), le poids de mille grains (PMG), le
taux de fertilité (TF), le nombre des grains par épi (NG/E) sont les variables les plus
distinguées chez la plupart des génotypes de la variété alexandrinum et italicum. Tandis
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que les deux autres variétés valenciae et murciense présentent des valeurs proches mais
réduites pour les méme paramétres. En revanche, la surface foliaire est la variable
remarguable avec des valeurs importantes enregistrées chez les génotypes de la variété
valenciae par rapport aux autres variétés, qui présentent des valeurs proches et moins
importantes. Le tallage herbacé (TH) et le tallage épi (TE) a été tres important chez
quelques génotypes de la variété valenciae et italicum, alors qu'il est tres faible chez la
maj orité des génotypes de la variété murciense.

La classification hiérarchique des paramétres agromorphologiques répartit les différents
génotypes en deux grands groupes, le premier grand groupe regroupe six génotypes de la
variété murciense et trois génotypes de la variété italicum . Le deuxiéme grand groupe est
divisé en deux sous groupes, le premier sous groupe renferme 34 génotypes de la variété
valenciae et 11 génotypes de la variété murciense . Le deuxieme sous groupe est constitué
par 3 génotypes de la variété valenciae , 23 génotypes de la variété murciense , 12
génotypes de lavariété italicum et 8 génotypes de la variété alexandrinum.

L’ appréciation de polymorphisme des protéines de réserve; les gliadines, présente un
polymorphisme important entre tous les génotypes des quatre variétés étudiés avec
plusieurs corrélation entre génotypes des variétés testées et plus précisément entre les
génotypes (mur2, murd, val4, val32 et adexd); Tous les génotypes de la variété
alexandrinum présentent |es mémes bandes de a-f- et y-gliadines (15-45K Da et 90K Da) ce
qui indique leurs ressemblance.

Les génotypes de la variété murciense montrent une diversité importante concernant les a-
B-gliadines (allant de 15 jusgu’ a 49K Da) et y-gliadines (de 60 a 90K Da).

Les génotypes de la variété valenciae possedent des bandes de poids moléculaire de 60 a
70KDa ( zone de y-gliadine) , et des bandes w-gliadines remarquées chez quelques
génotypes de la méme variété. On ce qui confirme leur différence par apport aux autres
génotypes de |’ accession.

Tous les génotypes de la variété italicum présentent des bandes de poids moléculaire entre
60 et 70KDa (y-gliadine).

La classification hiérarchigue des gliadines de 100 génotypes répartit les génotypes en
cing grands groupes, le premier, deuxiéme, troisiéme et cinquieme groupes, regroupent
chacun un seul génotype de la variété valenciae respectivement. Le quatriéeme grand

groupe comprend le reste des génotypes des quatre variétés avec un taux de similarité 11%.
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Quand a I’ étude consacrée al’ analyse moléculaire du polymorphisme des génes codant des
protéines de réserves (gliadines et gluténines ) d' ou on a utilisé la technique PCR/Bulk
pour détecter les genes codant des gluténines (HPM et FPM) et les gliadines par
I”utilisation de trois amorces ; Glu-DX5, LA1, 56MN . Les résultats nous a informés que
tous les génotypes des quatre variétés sont dépourvues des genes des gluténines. Alors
qu'ils sont pourvus en géenes des gliadines. L’étude a fait sortir qu'il n'y avait pas de
produit & 527pb, soit la taille du génes des gluténines, ceci indique que les 100 génotypes
sont pauvre en ces genes. Cependant, il a des bandes a 770pb pour les genes codant des
gliadines, chez les 100 génotypes.

L’ utilisation des marqueurs PCR/RFLP basé sur des endonucléases :Hindlll et Ecorl, pour
la restriction des génes codant des gliadines des onze génotypes des quatre variétés ne
produisent qu’un méme nombre d’ amplifiants de poids moléculaire 536pb. Au total onze
fragments sont monomorphes .Sur les onze fragments dont Cing sont peu intense , chez les
génotypes: 4, 51,76, 91 et 92 par rapport les autres génotypes qui présentent des bandes
plus intensité, ce qui confirme la présence d' un faible polymorhpisme entre les génes
codant des gliadines des différents génotypes testés par ce marqueur.

Les séquences des genes codant des gliadines de huit génotypes des quatre variétés (deux
génotypes de chague variété) montrent que les génotypes sont trés liées génétiquement
avec un léger polymorphisme entre les séquences des génotypes testés due a une
substitution des bases pyrimidiques T remarqué chez les génotypes de la variété italicum et
alexandrinumet puriques C remarqué chez la variété alexandrinum.

L’alignement multiple des séquences des huit génotypes présente I’ existence d'un trés
faible polymorphisme entre les génotypes de la méme variété et entre les génotypes des

quatre variétés.
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Per spectives

Ce travaill est a développer pour une meilleure connaissance de nos variétés
traditionnelles, anciennes qui présentent un patrimoine génétique trés intéressant mais
auss trés variable. Ces ressources génétiques permettent aux plantes de s adapter aux
conditions environnementales notamment dans les régions arides et semi-arides du pays.
Dans cet ordre d'idée, il serait judicieux de continuer I’ étude en approfondissant certains
aspects, a savoir:

- L’ étude des génes responsables de la résistance aux différents stress biotique et abiotique.
- L' utilisation d’un grand éventail des marqueurs biochimiques et moléculaires pour mieux
identifier et évaluer ladiversité genétique.

- Etablir un programme de conservation des ressources génétique du blé dur (Triticum
durum Desf.).
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Annexe 1: Liste des génotypes étudiés

N° de N° de N° de N° de
L’ échantillon | génotype | L'échantillon | génotype | L'échantillon | génotype | L’ échantillon | génotype
1 aexl 26 murl9 51 va4 76 val32
2 aex2 27 mur20 52 val5 77 va34
3 aex3 28 mur21 53 val6 78 val35
4 aex4 29 mur22 54 va7 79 val 36
5 alex5 30 mur23 55 val8 80 val37
6 alex6 31 mur24 56 val51 81 val38
7 alex8 32 mur25 57 val10 82 val39
8 aex9 33 mur26 58 valll 83 val40
9 murl 34 mur27 59 vall2 84 val43
10 mur2 35 mur28 60 vall3 85 val44
11 mur4 36 mur29 61 vall4 86 ita2l
12 mur5 37 mur30 62 vall5 87 ita22
13 mur6 38 mur31 63 val16 88 ita23
14 mur’7 39 mur32 64 vall7 89 ita24
15 mur8 40 mur33 65 vall8 90 ita25
16 mur9 41 mur34 66 vall9 91 ita26
17 murl0 42 mur35 67 val20 92 ita27
18 murll 43 mur36 68 va2l 93 ita28
19 murl2 44 mur37 69 val22 94 ita29
20 murl3 45 mur38 70 val23 95 ita30
21 murl4 46 mur39 71 val25 96 ita3l
22 murlS 47 mur40 72 val26 97 ita32
23 murl6 48 mur4l 73 val27 98 ita38
24 murl7 49 val2 74 val28 99 ita39
25 murl8 50 val3 75 val29 100 itad0
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Annexe 2: Lesmoyennes des parametres agro-morphol ogiques de 100 génotypes

HP| LB | LE | TE | TH |TF% | SF |[NE/E|NG/E|PMG |RDT

génotype Moy | Moy | Moy | Moy | Moy | Moy | Moy | Moy | Moy | Moy

1 dexl |75 11 | 66| 26|82 |6449|1956| 154 | 31,4 | 38,22 | 46,6
2 dex2 |74|106| 6 | 26| 7 |6159|2562| 15 | 27,6 |3567| 352
3 dex3 |70/30,8| 58| 26|66 (6331]2218| 158 | 30 |36,90| 44
4 dex4 |76/102| 6 | 28| 76 /41,65/14,08| 158 | 20 |28,85| 30,4
5 aex5 |66| 88| 6 3 | 681[5606/1998| 15 | 254 |31,44| 36,6
6 dex6 |69|86| 6 | 26|54 (41,42|2256| 15 13 124,09| 14,5
7 aex8 |70/108| 6,2 | 28 | 58 |43,80|26,28| 14,6 | 21,6 |31,56| 47,4
8 adex9 |71/98|52|26|54|7091|21,08| 15 | 31,8 |36,83| 36
9 murl 45|88 | 6 | 22|44 (3538|202 | 14,6 | 154 | 25,25 45,6
10| mur2 | 4786|6822 4431891656 16,6 | 156 |34,84| 16,2
11 mud |45 9 |62 2 | 48 (19,09[1966| 15 7,8 |27,12] 18,1
12| murS |40(10,8| 66 | 2,2 | 58 [40,38| 231 | 17 | 20,6 |26,46| 7,92
13| mur6 [41] 9 | 58|22 ]|52|3836| 186 | 158 | 18,2 | 2559 22,2
14| mur7 |46| 84 | 58| 22 | 48 [56,25|19,78| 158 | 23 [42,07| 18,5
15| muw8 |52|82 |48 |24 |52 |540(2394| 138 | 24 |12,34| 37,7
16| mu9 |51 8 |58 16| 6,6 [3064(21,24| 14 | 13,6 | 3520 2,74
17| murl0 | 52| 9 5 2 148 (2148|181 | 15 96 2219|115
18| murll |[45| 72 |38| 2 |58|817]198]| 158 6 |12,75] 10,3
19| murl2 |48 |86 | 42| 2 | 56 [26,13[16,06] 13 13 |17,76| 3,84
20 murl3 47|86 |56 2 |58]3916| 21 15 | 17,6 [2450| 12,2
21| murld | 49|104| 54 | 24 | 58 [46,17| 256 | 14,2 | 19,2 | 36,82 16,1
22| murl5 |52(10,2| 56 | 28 | 42 [4841]|19,72| 15 | 21,8 |39,59]| 26,9
23| murle |50| 94 | 56 | 26 | 56 [48,41|26,18| 13,8 | 19,6 |42,04| 36,6
24| murl7 | 51|88 |52 | 24|56 |22,75/23,26| 146 | 104 | 20,77| 32
25| murl8 | 53)/10,2| 58| 1,8 | 58 |32,46|18,92| 13,8 | 19,6 |42,04| 10,6
26| murl9 | 54|86 |54 | 18|54 |18,76/21,26| 134 | 84 |1302]| 11,5
27| mur20 |56 8 | 52| 26| 52 |2687|2468| 134 | 10,8 |28,49| 7,45
28| mur2l |54| 8 |52 |34 |48 [1245/18,76| 122 | 46 | 935|121
29| mur22 | 53|66 | 42| 22|52 |11,23|/1342| 13 | 44 |1370| 4,45
30 mur23 |[55|/68| 5 | 24| 6 |5301(2788| 17 27 136,36| 354
31| mur24 |54 96| 58| 26| 44 |46,80|17,62| 14,2 | 19,6 | 26,87 | 259
32| mur25 48| 96 | 54| 24| 48 4091|344 | 126 | 16 |26,58] 16,2
33| mur26 |47 86| 52| 26|64 (3893|247 | 122 | 142 |22,00| 18
34| mur27 | 49|92 |48 | 24| 4 6270|2534 15 | 28,2 |33,11| 339
35| mur28 (48|94 |58 | 22|54[3285254| 15 | 17,4 |26,18| 21,6
36| mur29 47|92 |52 | 2 |52 |6511|1982| 138 | 26,8 |39,10| 32
37| mur30 |51/106| 58| 28| 4 |14496|245| 13 | 16,8 |3342| 244
38| mur3l [50| 94|52 ]| 26| 44 [3353/1892| 122 | 13,2 |29,86| 19
39| mur32 |50| 78| 46| 22| 48 [26,18|21,02| 114 | 7,6 |31,28]| 7,79
40| mur33 |51 | 8 | 48| 24|52 [4936/18,12| 14,2 | 20,8 | 29,43 | 22,4
41| mur34 |52 | 98|58 |28 425660 266 | 154 | 25,6 |3510| 38
42| mur35 (45| 10 | 6 | 24| 48 |62,78/2398| 158 | 29,6 |35,81| 39
43| mur36 |50(10,2]| 68| 1,8 | 54 [39,29/17,06| 154 | 16 |4199| 20
44 | mur37 | 40| 9 6 2 | 56 (5983|/21,02| 12,2 | 22,8 | 45,73 | 28,3
45| mur38 39| 76| 5 | 24| 4,2 [31,02/2052| 10,6 | 104 |37,19| 154
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HP| LB | LE | TE | TH |TF% | SF |[NE/E|NG/E|PMG |RDT

génotype Moy | Moy | Moy | Moy | Moy | Moy | Moy | Moy | Moy | Moy

46 | mur39 (47|88 | 4 | 22| 44 |5301|1536| 12,2 | 20,2 |37,23| 24,9
47 | murd0 |45|104| 52| 22| 7 |2887/3632| 138 | 13,8 |21,18| 15,8
48| mur4dl |[50| 8 | 56| 2 | 62 |5796(21,18| 134 | 19 |25/75| 30,1
49 val2 38| 10 | 52| 26| 7,8 |48,72|/43,26| 16,2 | 27,8 |33,36| 6,75
50 val3 38|56|94| 32| 74 (5668 332 | 158 | 244 |34,33| 19,8
51 va4 371108| 54| 24| 24 |50,93|31,28| 15 | 26,2 |33,77| 30,5
52 va5 |40| 10 [ 56 | 26| 7 [5816/34,86| 16,6 | 25,2 | 36,49 | 6,53
53 va6 40|86 |54|26]|66|5091|357| 15 | 23,6 |40,73| 34,8
54 va7 47 1116| 52| 24| 64 |51,99| 285 | 154 | 21,8 | 36,05| 43,6
55 va8 46| 11 | 6 | 24 | 6,2 [47,94|21,36| 16,6 | 25,6 | 40,62 | 29,4
56| val51 |47 | 11 | 68| 28 | 54 |51,24|27,32| 17 | 22,2 |44,10| 34,2
57| vall0 |46 10 | 64 | 26 | 56 |42,67|32,96| 154 | 17,6 |42,88| 36
58| valll [48]104|66 | 2 | 68 [39,23/26,52| 14,2 | 22,8 |38,92| 34,9
59| vall2 48| 11 | 62| 26| 7 |5232]|23,16| 134 | 13,2 |31,31| 29,7
60| vall3 49|96 |48 |24 | 7 |3391/26,02| 174 | 23,6 |36,61| 44,9
61| valld |42|116| 58| 24| 7 |4534|27,74| 16,2 | 104 |19,16| 394
62| vall5 | 38|92 |56 |22| 6 |2436|24,24| 16,6 | 22,2 | 22,63 | 28,7
63| vall6 |38|104| 58| 3 7 144,90|34,64| 12,2 | 16,2 | 22,30 35,2
64| vall7 |45 9 | 48| 3 7 142,17| 29,7 | 146 | 22,4 | 32,40| 18,6
65| vall8 | 37|92 |48 22|66 |5094| 279 | 14,2 | 20,2 |38,11| 30,7
66| vall9 43|88 |48 |28 74 [48,23|3558| 11,4 | 19,2 |37,77| 104
67| va20 |40| 10 | 44| 32| 6 |5567|39,36| 11,4 | 16 |3599| 328
68| val2l 43|98 | 4 | 22| 7,2 |4558(2948| 11 23 4241|219
69| val22 | 37|44 | 10 | 24 | 7,4 |169,70|33,64| 12,2 | 17,8 | 34,46 | 23,6
70| val23 | 37|86 |46 |24 | 7 |4902| 34 | 126 | 22,6 |37,25| 33,2
71| val25 |37|108| 42| 28| 7,8 |5510| 304 | 10,2 | 20,6 | 33,21 | 34,6
72| val26 |38|106| 42|34 | 7 |67,37|27,82| 11,8 | 18,6 |40,95| 194
73| val27 | 37|86 |42]| 32| 78[5270/29,88| 106 | 136 |37,94| 351
74| val28 | 38| 72|38 2 |62 |4267|36,34| 126 | 24 4301|224
75| val29 [41]92 48| 3 |52[5892/29,88| 138 | 20 |3525| 325
76| val32 |38|118|54 | 24| 6,2 4931|3454 13 | 21,8 |34,93| 353
77| val34 |[42]114| 5 | 26| 6 [5538|38,84| 12,6 | 20,8 |39,41| 154
78| val35 39102 4 | 24| 6 |56,00]/2382| 134 | 20,2 |29,72| 49,4
79| val36 | 39|96 |42 | 28| 48 |47,29|2394| 15 | 19,8 |30,87| 24,5
80| val37 |36|112| 5 | 26| 74 |44,06/2358| 11,8 | 17,8 | 39,71 | 30,6
81| val38 |41| 9 | 42| 28|52 4982|21,82| 132 | 20 |46,13| 26,3
82| val39 |46|114| 5 | 26| 46 (4863|279 | 146 | 196 |3585| 33,8
83| vald0 |48/106| 54 | 26 | 44 |46,51|29,28| 158 | 28,8 |41,11| 27,9
84| va43 |51 11| 6 | 26| 5 |5417|30,72| 17,4 | 26,6 |42,02| 28,5
85| val44 |51/118| 48| 26| 42 |5056|32,26| 16,6 | 31 |43,86| 38,2
86| ita2l |88 16 | 58| 24| 46 (4591|304 | 19 | 26,2 |23,75| 10,8
87| ita22 |84]104|52| 28| 48[41,86| 235|186 | 236 |38,51| 38,3
88| ita23 |89/104| 58| 26| 6,6 |17,90|2526| 182 | 9,6 |1514| 29,1
89| ita24d |97 |116| 6,2 | 28 | 52 |47,13|22,34| 166 | 23 |39,32| 65,1
90| ita25 |90 96|54 | 26|54 3872|2562| 178 | 20 |36,92| 26,6
91| ita26 |91|138| 6 | 2,6 | 56 [60,24|19,08| 174 | 31,4 |51,54| 355
92| ita27 |[90]116| 56| 28| 42 |67,36]| 278|182 | 324 |39,26| 62,1
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HP| LB | LE | TE | TH |TF% | SF |[NE/E|NG/E|PMG |RDT

génotype Moy | Moy | Moy | Moy | Moy | Moy | Moy | Moy | Moy | Moy

93| ita28 |79]106|58| 3 | 6,2[3148| 232|174 | 16,2 |19,96| 35,5
94| ita29 [80|116|56 | 3 |42[3918| 226|186 | 22 |2820| 621
95| ita30 |84)116|6,2| 32| 5 |47,30| 204 | 16,6 | 22,6 | 26,34 | 58,4
96| ita31 [89]104|56| 3 | 48[6064|2326| 182 | 33,2 |41,55| 49,9
97| itad2 |95|104| 52 | 3,2 | 58 |66,27|20,66/ 15 | 30,8 |40,61| 47
98| ita38 |[96| 10 | 54 | 34 | 56 (2494|2508 17 | 126 |1751| 38,2
99| itad9 |94122| 6,6 | 28 | 48 |58,03|16,44| 18,6 | 31,8 |36,79| 61,5
100| itad0 |92 | 11 | 74 | 36 | 54 [39,22/20,76| 178 | 21 |35,62| 43,8
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Annexe 3 ; Corrélations des variables et |es facteurs.

Observation | F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11
dex] | 2,8218'[ 0,2755 | 0,6552 | 1,1559 | 05412 | -2,2434 | -0,8157 | -0,2478| -0,4086 | -0,1402 | 0,3636
dex2 | 18909 | 0,4093 | 0,5156 | 0,5325 | 0,3036 | -0,8609 | -0,4789 |-0,4751| -0,3590 | -0,7009 | 0,0552
dex3 | 4,5965 | -0,5794 | 0,1613 | -2,0025 | 58040 | -1,0409 | 3,2217 | 04696 | -0,1532 | 0,2534 | 0,1175
dex4 | 05018 |-1,3808| 1,1272 | 0,6063 | 0,3513 | -1,9569 | -0,4141 |-1,0257| -0,2022 | 0,4387 | 0,1350
dex5 | 1,3255 |-0,1972 | 0,9055 | 0,3704 [-0,7338 | -1,2182 | -0,2726 |-05222 -0,7013 | 02267 | 0,2632
dex6  |-1,0629|-1,2120 | 0,5006 | 0,5843 [-0,3487 | 00771 | 04342 |-0,793L| -0,3056 | -0,6025 | -0,4855
dex8 | 1,452 | -0,6370| 09232 | -0,0094 | -0,2792 | -0,3212 | 0,1101 | 0,7358 | 0,3207 | -0,4575 | 0,3794
dex9 | 21910 | 0,1699 | -0,9295 | -0,3904 | -0,5514 | -0,6660 | -0,4306 |-0,5986| -1,0649 | -0,5885 | 0,0425
murl | -0,8376 [ -1,3020 | -0,7405 | 0,2059 | -0,5437 [ -0,1711 | 00861 | 1,8324 | -0,1235 | 0,1015 | 0,1021
mur2  [-1,0015 [ -1,5110 | -1,4879 | 1,6153 [-0,2097 | 0,2370 | 0,6659 [-0,2233| 04272 | 0,7289 | -0,0934
murd | -2,5777 | -1,5508 | -0,7590 [ 0,9900 | 0,2990 | 0,1738 | 04968 | 04973 | 0,7359 | 0,2455 | -0,1693
mur5 | -0,7731|-0,4574 | -0,4811 | 1,7358 | 1,1241 | 0,6835 | 04731 |[-04949| -0,7720 | 06588 | 0,0381
muré | -1,1607 [ -0,8925 | -0,8677 | 0,7202 | 0,1532 | -0,0157 | 0,0090 | 0,2071 | -0,6928 | 06261 | 0,0245
mur7 | 0,2383 | 0,2178 | -2,009 | 0,8456 | -0,4600 | 0,0105 | 00743 |-0,6136| -0,1599 | 0,3563 | -0,4244
murg | -3,4398 | -2,1464 | 1,2835 [-0,8760|-0,1060 | 0,2074 | -0,4043 | 1,5784 | 05522 | -0,0427 | 0,0772
mur9 [ -1,8849 [ -0,0418 | -0,9995 | 1,2982 | 0,8223 | -0,9807 | -0,8839 | 0,2772 | 09151 | -0,3927 | -0,1500
murl0 | -2,8877|-1,7281|-0,8674 | 0,0209 | 05146 | 0,1678 | -0,0244 |-0,2433| 0,0330 | 0,0180 | -0,2042
murll |-4,3265|-1,8338| 0,1076 |-0,5083| 0,8008 | 04040 | -1,3739 |-0,2442| -02713 | 05724 | -0,2293
murl2 [ -3,1993-1,0281 | -0,6864 | -0,7069 | 0,5587 | -0,7649 | -0,4398 |-0,2374| -0,7445 | -0,1285 | 0,2649
murl3 | -1,7145|-0,4245 | -0,7291 | 0,8950 | 0,5800 | -0,0796 | -0,2681 |-0,3415| -0,7222 | -0,0802 | -0,0492
murl4 | -0,4356 | 0,6307 | -0,4564 | 0,1474 | 03758 | 00767 | 03334 |-0,6115| 0,1850 | -0,0290 | -0,1425
murl5 | 0,6171 |-0,4523 | -1,0601 | -0,3600 [ -0,8999 | 0,1314 | 09181 |-0,4147| 01215 | 05517 | 0,0514
murlé | 0,4754 | 0,7250 | -0,2675 | -0,0912 | -0,5871 | -0,2668 | 0,1375 | 0,3498 | 0,7458 | 0,0669 | -0,0907
murl7 | -2,0068 | -1,2571 | 0,6298 |-0,2293| 0,0638 | 0,0227 | -0,3287 | 0,7936 | 0,771 | 01453 | 0,0210
murl8 [ -1,1543 | 0,0348 | -1,7995 [ 0,9346 | 0,9643 [ -0,7016 | 0,1124 |-0,8011| 09871 | -0,2044 | 0,4061
murl9  |-3,6638 |-1,5467 | -0,1586 | 0,4448 | 0,8531 | -0,0302 | -0,0804 | 0,2916 | -0,3773 | -0,8806 | 0,1363
mur20 | -2,3105 | -0,4898 | 0,2736 | -0,1283 | -0,4608 | 04246 | 04784 |-0,9408| 05069 | -0,2852 | 0,0032
mur2l | -3,4994 | -2,1408 | 2,1083 | -1,1258 | -1,4036 | 0,0545 | 1,5453 |-05662| -0,4336 | 03751 | 0,6244
mur22 | -4,6782 | -2,0741 | -0,1805 | -0,6784 | -0,1633 | -0,6168 | -0,2148 |-0,7605| -0,2883 | 0,0077 | 0,0670
mur23 | 0,9035 | 0,4670 | -0,4133 | 0,3354 | -0,5105| 04839 | -1,7830 |-0,1144| -0,3322 | 0,1818 | -0,1473
mur24 [ -0,3580 [ -1,0369 | -0,7203 [ -0,0906 | -0,7043 [ -0,2740 | 08627 |-0,0184| -0,7815 | 0,0063 | 0,1598
mur25 | -1,4282| 0,7267 | 0,1697 |-0,2118|-0,0287 | 1,3186 | 0,6886 | 0,2485 | -0,0901 | -1,1256 | 0,0790
mur26 | -1,9416 | 0,3425 | 0,9105 | -0,1878|-0,1077 | -0,5027 | 0,2676 |-0,1772| -0,5710 | -0,2841 | 0,1759
mur27 | 0,9188 | 0,3253 | -1,5779 | -0,7424 | -0,7240 0,7086 | -0,2133 | 0,3210 | -1,1260 | -0,2864 | -0,0165
mur28 | -1,2499 | -0,4971 | -0,2439 | 0,6099 | 0,4106 | 04977 | -0,0295 | 0,2760 | -0,2078 | -0,0938 | 0,2243
mur29 | 0,6057 | 0,8236 | -2,1265 | 0,0382 | -0,1656 | -0,8458 | -0,3199 | 0,2121 | -0,7199 | -0,3183 | -0,1348
mur30 [ -0,3072 [ -0,2101 | -0,3990 [ -0,5198 [ -0,8570 | 04280 | 1,6047 | 0,0852 | 0,1417 | -0,2437 | 0,0788
murdl | -1,7432 | -0,6495 | -0,5875 | -0,7478 | -0,7284 | -0,3245 | 1,1476 |-0,1970| 0,1947 | -0,0924 | 0,2492
mur32 | -3,2531 | -0,2069 | -0,8470 | -0,6719 | -0,4194 | -0,2832 | 055329 |-0,5703| 0,7820 | -0,5860 | -0,1276
mur33 [ -0,7489 | -0,2501 [ -0,9788 | -0,3677 | -0,5641 | -0,5231 | -0,2708 |-0,4695| -0,8488 | 0,793 | -0,0427
mur34 | 1,3906 | -0,0306 | -0,5577 | -0,2257 | -1,0193| 0,7849 | 04692 | 0,4447 | -0,4463 | 0,608 | 0,0905
mur35 | 1,6081 | 0,3283 | -1,2793 | 0,4258 | -0,3706 | 0,2326 | 0,0155 | 0,6569 | -0,9063 | 02103 | 0,1462
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Observation F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11
mur36 -0,5861 | -0,6034 | -1,8730 | 1,7596 | 0,6460 | -0,7185 | 0,4802 |-0,0167| 0,9370 0,1754 -0,3447
mur37 0,1112 | 1,5134 | -1,9480| 0,7217 | -0,2931| -1,2020 | 0,3823 | 0,3082 | 0,2477 | -0,3060 | -0,0282
mur38 -2,5956 | 0,3173 | -1,2453 | -0,7061 | -1,2153  -0,3490 | 1,1248 |-0,0696| 0,9221 | -0,1761 0,1858
mur39 -0,8864 | 0,2564 | -2,2608 | -1,4259 | -0,6947 | -1,0273 | 0,0770 |-0,2802| -0,3848 | -0,1419 | -0,1241
mur40 -2,0950 0,8321 | 1,3981 | 0,2759 | 1,5113 | 0,9554 | -0,4109 | 0,2905 | 0,0404 | -0,6407 0,1026
mur4l -0,7594 | 0,3246 | -0,6140| 0,6111 | 0,0066 | -1,1127 | -0,4929 | 0,5395 | -1,1067 | -0,6911 | -0,4047

val2 0,1503 | 2,7128 | 1,4303 | 0,8382 | 1,3717 | 1,9756 | -0,9672 |-1,1164( -0,4113 | 0,1519 0,2495
val3 1,0868 | 1,4920 | 2,1432 | 4,1526 | -1,5336( 0,4888 0,9328 |-0,2445| -0,4046 | 0,6117 0,4410
val4 0,5309 | 0,2013 | -1,8996 | -0,6664 | -0,6424 | 2,3145 0,9608 | 1,0209 | -0,5195 | -0,2328 0,3319
val5 0,4360 | 1,9580 | 0,4849 | 1,0377 | 0,8204 | 1,2711 | -0,2838 |-1,2924( -0,5708 | 0,4340 -0,3965
val6 0,6936 | 1,9497 | 0,5106 | 0,3097 | -0,1587 | 0,7482 | -0,7977 | 0,3930 | 0,4292 0,2460 -0,0416
va7 0,9409 | 0,7329 | 0,0890 | -0,2582| 0,7270 | -0,1088 | -0,5402 | 0,8883 | 0,0980 0,2784 -0,3166
val8 1,0146 | 0,1701 | -0,7590 | 0,8274 | 0,5856 | -0,3027 | -0,1702 |-0,2163| 0,1042 0,9714 0,1355
val51 1,6980 | 0,2263 | -0,1108 | 1,0454 | -0,2563 ( 0,6282 0,6765 | 0,1773 | 0,6696 0,9030 -0,2895
val10 0,6391 | 0,7525 | 0,2689 | 0,7546 | -0,2102| 0,8521 0,2953 | 0,7270 | 1,2775 0,2263 -0,2737
valll 0,1949 | 0,7085 | -0,3549 | 1,4194 | 0,9194 | -0,6130 | -0,3198 | 0,7815 | 0,7729 | -0,1760 0,5736
val12 -0,3139 | 0,5016 | 0,8721 | 0,5437 | 0,3625 | -1,2278 | 0,7469 | 0,2921 | -0,0431 | 0,1155 -0,6316
val13 0,6061 | 0,0123 | 0,2664 | -0,0498| 0,6963 | -0,0401 | -1,8909 | 0,4969 | 0,5722 1,1229 0,2152
val14 -0,6743|-0,3222 | 1,4814 | 0,4435 | 1,2079 | -0,1162 | -0,1964 | 1,4222 | -0,6091 | 0,4791 -1,0781
val15 -1,1044 | -0,7170| -0,0321 | 0,7204 | 0,7802 | 0,5815 | -0,9063 | 0,6368 | -0,4617 | 0,8818 0,8550
val16 -0,6055 | 1,3782 | 2,3923 | -0,1981 | -0,0055 | 0,0999 0,6040 | 1,0393 | -0,4584 | -0,0935 0,2887
val17 -0,2802 | 1,1903 | 1,2562 | -0,3352 | -0,0568 | 0,3322 | -0,4201 |-0,9922| -0,2003 | 0,6811 0,3750
val18 -0,3138 | 1,5443 | -0,4447| -0,0636 | 0,4035 | -0,2567 | -0,8088 | 0,3521 [ 0,1012 0,2742 -0,3501
val19 -0,9490  2,8158 | 1,2510 | -0,3179| 0,0153 | 0,1117 0,0585 |-1,0666| 0,3504 | -0,4286 0,1768
val20 -0,0594 | 2,5491 | 1,6377 (-1,7127|-0,8267 | 0,7708 0,6017 | 0,3887 | 0,3165 | -0,3476 | -0,3784
val21l -0,7974 | 2,5887 | -0,3810 | -0,9466 | 0,7144 | -0,8029 | -0,7363 |-0,4416| 0,6042 | -0,4774 0,4998
val22 0,0522 | 2,3897 | 1,1927 | 4,8581 | -1,5257| -0,6626 | 1,2058 | 0,9801 | -0,3325 | -1,1325 | -0,2737
val23 -0,3062 | 2,4149 | 0,3778 | -0,4320| 0,1297 | -0,0159 | -0,9490 | 0,4890 | 0,1887 | -0,1769 0,2374
val25 -0,3530  2,7346 | 1,3224 | -1,4703 | 0,3108 | -1,2621 | -0,0749 | 0,3181 | -0,2830 | -0,1122 0,2993
val26 0,3025 | 2,6488 | 1,1640 | -1,5981|-0,6656| -0,7485 | 0,8910 |-1,2456| -0,2953 | 0,7108 -0,6270
val27 -0,6421| 2,6188 | 1,9290 | -1,4887|-0,8401| -1,2925 | -0,0271 | 0,0128 | 0,4575 0,4500 -0,3577
val28 -0,9966 | 2,7164 | -0,8898 | -0,6734 | 0,471 | 0,7878 | -1,5837 |-0,0511| 0,7242 | -0,6165 0,3404
val29 0,4002 | 1,2443 | 0,2970 | -1,0225)-1,0621| 0,5295 0,3610 | 0,1604 | -0,3683 | 0,2898 -0,4154
val32 0,2063 | 1,7731 | 0,3042 | -0,2765 | 0,7306 | 0,4132 0,2072 | 1,0304 | 0,1597 | -0,3092 0,2160
val34 -0,0301 | 2,5622 | 0,3577 | -0,4948 | 0,4962 | 1,1473 06212 |-0,3640| 0,2872 | -0,6866 | -0,1940
val35 0,0225 | 0,8169 | -0,2710| -1,5578 | 0,0335 | -0,8491 | -0,7684 | 1,3348 | -0,7297 | 0,2802 -0,3325
val36 -0,4638 | 0,1940 | -0,4082 ( -1,3034 | -0,5206 | 0,6138 0,0824 |-0,2717| -0,6358 | 0,8493 -0,2032
val37 -0,5210  1,6795 | 0,4078 | -0,5412 | 0,5266 | -1,4936 | 0,2702 | 0,1101 [ 0,5881 0,6402 0,2219
val38 -0,0606 | 1,1368 | -0,9734 | -1,3538 | -0,9940 ( -0,4055 | 0,1861 |[-0,6443( 0,5779 0,7977 -0,1515
val39 0,3447 | 0,3017 | -0,5132|-0,9101 | -0,0952 | 0,7067 0,4922 | 0,5182 | 0,1383 0,1326 -0,2412
val40 1,1605 | 0,4744 | -1,0418|-0,2264 | -0,2234  1,3611 0,1487 |-0,1465| 0,1845 0,2667 0,5726
val43 1,7278 | 0,4440 | -0,6041| 0,5591 | 0,0893 | 1,3913 0,0951 |-0,1765| 0,1887 0,3777 -0,1921
val44 2,0521 | 0,5989 | -1,1427|-0,9547| 0,0272 | 1,7252 | -0,2801 | 0,2407 | 0,3310 0,2447 0,3702
ita2l 1,4924 | -1,9048 ] -0,0307 | 0,1117 | 2,2621 | 2,1555 0,5452 |-1,2851| -0,7396 | -1,0976 | -0,1489
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Observation F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11
ita22 1,8913 | -1,7853 | -0,1635 | -0,4490 | -0,3081 | 0,7137 | -0,7846 |-0,6855| 0,6576 0,1246 -0,2576
ita23 -0,9054 [ -3,0136 | 2,2461 | 0,4900 | 1,0391 | 0,4150 | -0,9233 |-0,2724| 0,3719 | -0,4007 | -0,4132
ita24 3,0460 | -2,0071| 0,4109 | -0,3362 | -0,5074 | -0,6955 | -0,4254 | 0,8313 | 1,1151 | -0,7311 | -0,0647
ita25 0,9770 [ -1,5508 | 0,1517 | 0,1163 | 0,0103 | 0,6405 | -0,8551 |-1,1792| 0,8733 | -0,5703 | -0,4225
ita26 3,6563 | -0,8340 | -1,1450 | 0,1391 | 0,6438 | -0,7075 | 0,0329 (-1,3404| 0,8238 | -0,2487 | -0,0779
ita27 4,2505 | -1,1912 | -0,4414 | -0,7073 | -0,6664 | 0,7203 | -0,7430 | 0,6326 | -0,1616 | -0,7869 | -0,2794
ita28 0,2838 | -2,2697 | 1,9334 | 0,0086 | 0,1780 | 0,1138 | -0,3481 |-0,2321( -0,1556 | 0,1639 -0,0493
ita29 2,2654 | -2,7916 | 0,5400 [ -0,9055|-0,5805| 0,6277 | -0,4043 | 1,1217 | 0,1604 0,3445 -0,0372
ita30 2,3499 | -2,3477| 1,1675 | -0,5593|-0,8012| -0,4091 | 0,2463 | 0,7479 | -0,2632 | -0,0590 0,1804
ita31 3,7730 | -1,2248 | -0,3124 | -0,4044 | -0,9127 | 0,2634 | -0,7666 |-0,5109| -0,0426 | -0,1630 0,1143
ita32 3,3049 | -0,5451| 0,3843 | -1,0585|-1,1034| -1,1584 | -0,3874 |-1,0011| -0,1651 | -0,7162 0,1719
ita38 0,2057 | -3,0217 | 2,7768 | -0,8737]-0,5989 | 0,4825 | -0,2427 |-0,4778| 0,2641 | -0,3382 | -0,0748
ita39 4,0828 | -2,5300 | -0,4455 | 0,2009 | -0,3938 | -0,6805 | -0,3381 | 0,3812 [ -0,1815 | -0,1230 0,2032
itad0 2,6636 | -2,5292 | 1,8005 | 0,6922 | -1,1835( -0,1168 | 0,8786 |-0,6177| 0,8728 0,4068 0,2449
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Annexe4: ANOVA pour les paramétres agro-morphol ogiques

Analyse de variance pour HP

ANOVA
HP
Somme des carrés ddl Carré moyen F Sig.
Inter-groupes 27635,320 3 9211,773 455,718 0,000
Intragroupes 1940,520 96 20,214
Total 209575,840 99
Comparaisons multiples:
Variable dépendante:
Scheffé
Différence Intervalle de confiance a95 %
(1) génotype moyenne (1- Erreur Sig.
J) standard i nfBécr)irgfre Borne supérieure
mur 22.65000° 1,74128 0,000 17,6948 27,6052
alex val 29.59122" 1,75301 0,000 24,6026 34,5798
ita -17.82500-" 1,96832 0,000 -23,4263 -12,2237
alex -22.65000-" 1,74128 0,000 -27,6052 -17,6948
mur val 6.94122" 1,02551 0,000 4,0229 9,8595
ita -40.47500-" 1,36122 0,000 -44,3487 -36,6013
alex -29.59122-" 1,75301 0,000 -34,5798 -24,6026
val mur -6.94122- 1,02551 0,000 -9,8595 -4,0229
ita -47.41622- 1,37619 0,000 -51,3325 -43,4999
alex 17.82500° 1,96832 0,000 12,2237 23,4263
ita mur 40.47500° 1,36122 0,000 36,6013 44,3487
val 47.41622° 1,37619 0,000 43,4999 51,3325
*. Ladifférence moyenne est significative au niveau 0.05.
Sous — ensembles homogéenes
HP
Scheffé*”
Sous-ensemble pour alpha = 0.05
génotype N
1 2 3 4
val 37 41,7838
mur 40 48,7250
aex 8 71,3750
ita 15 89,2000
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogenes sont affichées.

a. Utiliselataille d'échantillon de la moyenne harmonique = 16.414.

b. Les tailles de groupe ne sont pas égales. La moyenne harmonique des tailles de groupe est utilisée. Les niveaux

d'erreur de type | ne sont pas garantis.
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Analyse de variance pour LB

ANOVA
LB Moy
Sommg des ddl Carré = Sig.
carrés moyen
Inter-groupes 130,745 3 43,582 7,520 0,000
Intragroupes 556,393 96 5,796
Total 687,138 99
Comparaisons multiples:
Variable dépendante: LB Moy
Scheffé
Différence Intervalle de confiance a2 95 %
1) génotype moyenne (I- Erreur Si
(1) génotyp Y standard ¢ Borne Borne supérieure
inférieure P

mur 3.66500" 0,93240 0,002 1,0117 6,3183
aex va 2.71014° 0,93868 0,045 0,0389 5,3814
ita 1,16167 1,05397 0,750 -1,8376 4,1610
aex -3.66500-" 0,93240 0,002 -6,3183 -1,0117
mur va -0,95486 0,54912 0,393 -2,5175 0,6078
ita -2.50333-" 0,72889 0,011 -4,5776 -0,4291
aex -2.71014- 0,93868 0,045 -5,3814 -0,0389
val mur 0,95486 0,54912 0,393 -0,6078 2,5175
ita -1,54847 0,73690 0,227 -3,6455 0,5486
aex -1,16167 1,05397 0,750 -4,1610 1,8376
ita mur 2.50333" 0,72889 0,011 0,4291 45776
val 1,54847 0,73690 0,227 -0,5486 3,6455

*. Ladifférence moyenne est significative au niveau 0.05.

Sous-ensembles homogenes :

LB Moy
Scheffé®
génotype N Sous-ensemble pour alpha = 0.05
1 2 3
mur 40 8,9100
val 37 9,8649 9,8649
ita 15 11,4133 11,4133
alex 8 12,5750
Sig. 0,732 0,340 0,593

Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogénes sont affichées.

a Utilise lataille d'échantillon de la moyenne harmonique = 16.414.

b. Lestailles de groupe ne sont pas égales. La moyenne harmonique des tailles de groupe est utilisée. Les niveaux d'erreur

detype | ne sont pas garantis.
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Analyse de variance pour LE

ANOVA
LE Moy
Sommg des ddl Carré = Sig.
carrés moyen
Inter-groupes 4,952 3 1,651 1,856 0,142
Intragroupes 85,404 96 0,890
Tota 90,356 99
Analyse de variance pour TE
ANOVA
TE Moy
Somme des Carré !
carrés dd moyen F Sg.
Inter-groupes 5,185 3 1,728 16,323 0,000
Intragroupes 10,165 96 0,106
Total 15,350 99
Comparaisons multiples:
Variable dépendante:
Scheffé
eer Intervalle de confiance 295 %
(1) génotype leferm((iej) stErrc?er Sig. o
moyenne (I- andar A
inférieure Borne supérieure
mur .41500° 0,12603 0,016 0,0564 0,7736
aex val 0,08378 0,12688 0,932 -0,2773 0,4448
ita -0,22000 0,14246 0,500 -0,6254 0,1854
aex -.41500-" 0,12603 0,016 -0,7736 -0,0564
mur va -.33122-" 0,07422 0,000 -0,5424 -0,1200
ita -.63500-" 0,09852 0,000 -0,9154 -0,3546
aex -0,08378 0,12688 0,932 -0,4448 0,2773
va mur .33122" 0,07422 0,000 0,1200 0,5424
ita -.30378-" 0,09960 0,030 -0,5872 -0,0203
aex 0,22000 0,14246 0,500 -0,1854 0,6254
ita mur .63500" 0,09852 0,000 0,3546 0,9154
va .30378" 0,09960 0,030 0,0203 0,5872
*. Ladifférence moyenne est significative au niveau 0.05.
TE Moy
Scheffé®”
N Sous-ensemble pour alpha = 0.05
génotype 1 2
mur 40 2,2850
val 37 2,6162
alex 8 2,7000
ita 15 2,9200
Sig. 1,000 0,074

Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogénes sont affichées.

a. Utilise la taille d'échantillon de la moyenne harmonique = 16.414.

b. Les tailles de groupe ne sont pas égales. La moyenne harmonique des tailles de groupe est utilisée. Les niveaux d'erreur de
type | ne sont pas garantis.
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Analyse devariancede TH

ANOVA
TH Moy
Somme Carré !
des carrés dd moyen F Sg.
Inter-groupes 32,881 3 10,960 12,263 0,000
Intragroupes 85,799 96 0,894
Total 118,680 99
Comparaisons multiples:
Variable dépendante:
Scheffé
Différence Intervalle de confiance 295 %
(1) génotype moyenne (I- Erreur Sig.
standard Borne L
J) inférieure Borne supérieure
mur 1.42000° 0,36614 0,003 0,3781 2,4619
alex val 0,32973 0,36861 0,849 -0,7192 1,3787
ita 1.38667 0,41388 0,014 0,2089 2,5645
alex -1.42000-" 0,36614 0,003 -2,4619 -0,3781
mur val -1.09027-" 0,21563 0,000 -1,7039 -0,4766
ita -0,03333 0,28623 1,000 -0,8479 0,7812
alex -0,32973 0,36861 0,849 -1,3787 0,7192
val mur 1.09027" 0,21563 0,000 0,4766 1,7039
ita 1.05694 0,28937 0,006 0,2335 1,8804
alex -1.38667- 0,41388 0,014 -2,5645 -0,2089
ita mur 0,03333 0,28623 1,000 -0,7812 0,8479
val -1.05694-" 0,28937 0,006 -1,8804 -0,2335
*. Ladifférence moyenne est significative au niveau 0.05.
TH Moy
Scheffé*®
génctype N Sous-ensemble pour alpha= 0.05
1 2
mur 40 5,1800
ita 15 5,2133
val 37 6,2703
alex 8 6,6000
Sig. 1,000 0,802

Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogenes sont affichées.

a. Utiliselataille d'échantillon de la moyenne harmonique = 16.414.

b. Lestailles de groupe ne sont pas égales. La moyenne harmonique des tailles de groupe est utilisée. Les niveaux d'erreur

detype | ne sont pas garantis.

Analyse de variance pour TF

ANOVA
TF Moy
Somm(? des ddl Carré = Sig.
carrés moyen
Inter-groupes 3882,849 3 1294,283 7,700 0,000
Intragroupes 16136,348 96 168,087
Total 20019,197 99
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Comparaisons multiples:
Variable dépendante: TF Moy
Scheffé
Différence Intervalle de confiance 295 %
(1) génotype moyenne Errgur d Sig. Borne
() Standar inférieure Borne supérieure
mur | 17.81525' 5,02126 0,008 3,5261 32,1044
alex val 5,69834 5,05507 0,737 -8,6870 20,0837
ita | 9,65842 5,67597 0,413 -6,4939 25,8107
dex | 17815251 500106 | 0008 | -321044 -3,5261
mur va | 12U\ 505721 | o001 | -205323 -3,7015
ita | -8,15683 3,92530 0,236 -19,3272 3,0135
aex | -5,69834 5,05507 0,737 -20,0837 8,6870
val mur | 12.11691° 2,95721 0,001 3,7015 20,5323
ita | 3,96007 3,96846 0,802 -7,3331 15,2532
alex | -9,65842 5,67597 0,413 -25,8107 6,4939
ita mur | 8,15683 3,92530 0,236 -3,0135 19,3272
va | -3,96007 3,96846 0,802 -15,2532 7,3331
*. Ladifférence moyenne est significative au niveau 0.05.
TF Moy
Scheffé*®
Sous-ensemble pour alpha= 0.05
génotype N
1 2
mur 40 37,5885
ita 15 45,7453 45,7453
val 37 49,7054 49,7054
alex 8 55,4038
Sig. 0,074 0,215
Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogenes sont affichées.
a. Utiliselataille d'échantillon de la moyenne harmonique = 16.414.
b. Lestailles de groupe ne sont pas égales. La moyenne harmonique des tailles de groupe est utilisée. Les niveaux
d'erreur de type | ne sont pas garantis.

Analyse de variance pour SF

ANOVA
SF Moy
80me des ddl Carré F Sig.
carrés moyen
Inter-groupes 1624,475 3 541,492 25,232 0,000
Intragroupes 2060,182 96 21,460
Total 3684,658 99
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Comparaisons multiples:

Variable dépendante: SF Moy
Scheffé
Différence E Intervalle de confiance @95 %
(1) génotype moyenne (I- freur Sig
standard ' Borne Borne supérieure
inférieure
mur | -0,32250 1,79417 0,998 -5,4282 4,7832
aex val | -8.89169- 1,80625 0,000 -14,0318 -3,7516
ita -1,67583 2,02811 0,877 -7,4473 4,0956
alex 0,32250 1,79417 0,998 -4,7832 5,4282
mur val | -8.56919- 1,05665 0,000 -11,5761 -5,5622
ita -1,35333 1,40256 0,818 -5,3447 2,6380
alex | 889169 1,80625 0,000 3,7516 14,0318
va mur | 856919 1,05665 0,000 5,5622 11,5761
ita 7.21586" 1,41799 0,000 3,1806 11,2511
alex 1,67583 2,02811 0,877 -4,0956 7,4473
ita mur 1,35333 1,40256 0,818 -2,6380 5,3447
val | -7.21586- 1,41799 0,000 -11,2511 -3,1806
*. Ladifférence moyenne est significative au niveau 0.05.
SF Moy
Scheffé*”
Sous-ensemble pour alpha = 0.05
génotype N
1 2
alex 8 21,4175
mur 40 21,7400
ita 15 23,0933
val 37 30,3092
Sig. 0,783 1,000

Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogénes sont affichées.

a. Utilise la taille d'échantillon de la moyenne harmonique = 16.414.

b. Les tailles de groupe ne sont pas égales. La moyenne harmonique des tailles de groupe est utilisée. Les
niveaux d'erreur de type | ne sont pas garantis.

Analyse de variance pour NE/E

ANOVA
NE/E Moy
Somme des Carré !
carrés dd moyen F Sg.
Inter-groupes 160,081 3 53,360 19,649 0,000
Intragroupes 260,710 96 2,716
Total 420,790 99
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Comparaisons multiples:
Variable dépendante: NE/E Moy
Scheffé
(1) génotype Différence Erreur Sig Intervalle de confiance 495 %
moyenne (I-J) standard Borneinférieure Borne supérieure
mur 1,09500 0,63825 0,405 -0,7213 29113
alex val 1,07027 0,64254 0,432 -0,7582 2,8988
ita -2.46667- 0,72147 0,011 -4,5198 -0,4136
alex -1,09500 0,63825 0,405 -2,9113 0,7213
mur val -0,02473 0,37589 1,000 -1,0944 1,0449
ita -3.56167- 0,49894 0,000 -4,9815 -2,1418
alex -1,07027 0,64254 0,432 -2,8988 0,7582
val mur 0,02473 0,37589 1,000 -1,0449 1,0944
ita -3.53694-" 0,50443 0,000 -4,9724 -2,1015
alex 246667 0,72147 0,011 0,4136 4,5198
ita mur 3.56167 0,49894 0,000 2,1418 4,9815
val 3.53694° 0,50443 0,000 2,1015 4,9724
*. Ladifférence moyenne est significative au niveau 0.05.
NE/E Moy
Scheffég®
Sous-ensemble pour apha = 0.05
génotype N
1 2
mur 40 14,1050
val 37 14,1297
alex 8 15,2000
ita 15 17,6667
Sig. 0,311 1,000

Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogeénes sont affichées.

a. Utilise lataille d'échantillon de la moyenne harmonique = 16.414.

b. Les tailles de groupe ne sont pas égales. La moyenne harmonique des tailles de groupe est utilisée. Les niveaux d'erreur de type | ne sont pas garantis.

Analyse de variance pour NG/E

ANOVA
NG/E Moy
Somme des carrés ddi Carré moyen F Sig.
Inter-groupes 1067,835 3 355,945 9,613 0,000
Intragroupes 3554,595 96 37,027
Total 4622,430 99
Comparaisons multiples:
Variable dépendante: | NG/E Moy
Scheffé
(1) génotype Différence Erreur Sig Intervalle de confiance a 95 %
moyenne (I-J) Standard Borne inférieure Borne supérieure
mur 8.93500" 2,35670 0,004 2,2285 15,6415
alex val 3,82432 2,37257 0,462 -2,9274 10,5760
ita 1,34000 2,66399 0,968 -6,2410 8,9210
alex -8.93500-" 2,35670 0,004 -15,6415 -2,2285
mur val -5.11068-" 1,38795 0,005 -9,0604 -1,1609
ita -7.59500- 1,84232 0,001 -12,8377 -2,3523
alex -3,82432 2,37257 0,462 -10,5760 2,9274
val mur 5.11068" 1,38795 0,005 1,1609 9,0604
ita -2,48432 1,86258 0,621 -7,7847 2,8161
alex -1,34000 2,66399 0,968 -8,9210 6,2410
ita mur 7.59500° 1,84232 0,001 2,3523 12,8377
val 2,48432 1,86258 0,621 -2,8161 7,7847

*. Ladifférence moyenne est significative au niveau 0.05.
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NG/E Moy
Scheffé®
génotype N Sous-ensemble pour alpha=0.05
1 2

mur 40 16,1650

val 37 21,2757 212757
ita 15 23,7600
dex 8 25,1000
9 0,130 0,361

Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogenes sont affichées.

a Utilise lataille d'échantillon de lamoyenne harmonique = 16.414.

b. Les tailles de groupe ne sont pas égales. La moyenne harmonique des tailles de groupe est utilisée. Les niveaux d'erreur de type | ne

sont pas garantis.

Analyse de variance pour PMG

ANOVA
PMG Moy
80me des ddl Carré moyen F Sig.
carrés
Inter-groupes 1001,868 3 333,956 4,963 0,003
Intragroupes 6459,458 96 67,286
Total 7461,326 99
Comparaisons multiples :
Variable dépendante: | PMG Moy
Scheffé
. Différence Erreur ! Intervalle de confiance 495 %
(1) génotype Sig.
moyenne (I-J) |  standard Borne inférieure Borne supérieure
mur 3,79350 3,17693 0,700 -5,2472 12,8342
alex val -3,42311 3,19833 0,766 -12,5247 5,6785
ita 0,21033 3,59117 1,000 -10,0092 10,4298
alex -3,79350 3,17693 0,700 -12,8342 5,2472
mur val -7.21661-" 1,87101 0,003 -12,5410 -1,8922
ita -3,58317 2,48352 0,558 -10,6506 3,4843
alex 3,42311 3,19833 0,766 -5,6785 12,5247
val mur 7.21661 1,87101 0,003 1,8922 12,5410
ita 3,63344 2,51083 0,555 -3,5117 10,7786
alex -0,21033 3,59117 1,000 -10,4298 10,0092
ita mur 3,568317 2,48352 0,558 -3,4843 10,6506
va -3,63344 2,51083 0,555 -10,7786 3,5117
*. Ladifférence moyenne est significative au niveau 0.05.
PMG Moy
Scheffé*®
Sous-ensemble pour alpha= 0.05
génotype N 1
mur 40 29,1515
ita 15 32,7347
alex 8 32,9450
val 37 36,3681
Sig. 0,103
L es moyennes des groupes des sous-ensembles homogenes sont affichées.
a. Utilise lataille d'échantillon de la moyenne harmonique = 16.414.
b. Lestailles de groupe ne sont pas égales. La moyenne harmonique des tailles de groupe est utilisée. Les niveaux d'erreur de
type | ne sont pas garantis.
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Analyse de variance pour Rdt :

ANOVA
Rdt Moy
80me des ddl Carré E Sig.
carrés moyen
Inter-groupes 6136,067 3 2045,356 16,575 0,000
Intragroupes 11846,514 96 123,401
Total 17982,581 99
Comparaisons multiples:
Variable dépendante: Rdt Moy
Scheffé
(1) génotype Différence Erreur Sig Intervalle de confiance 295 %
moyenne (I-J) |  standard Borne inférieure Borne supérieure
mur 14.77275 4,30235 0,011 2,5294 27,0161
alex val 7,16236 4,33132 0,438 -5,1634 19,4881
ita -7,92250 4,86332 0,452 -21,7622 5,9172
dex | -14.77275- 4,30235 0,011 -27,0161 -2,5294
mur val -7.61039-" 2,53381 0,034 -14,8209 -0,3998
ita | -22.69525-" 3,36330 0,000 -32,2663 -13,1242
alex -7,16236 4,33132 0,438 -19,4881 5,1634
val mur 7.61039" 2,53381 0,034 0,3998 14,8209
ita | -15.08486-" 3,40028 0,000 -24,7611 -5,4086
alex 7,92250 4,86332 0,452 -5,9172 21,7622
ita mur 22.69525° 3,36330 0,000 13,1242 32,2663
val 15.08486" 3,40028 0,000 5,4086 24,7611
*. Ladifférence moyenne est significative au niveau 0.05.
Rdt Moy
Scheffé™®
génotype N Sous-ensemble pour alpha = 0.05
1 2 3
mur 40 21,5648
va 37 29,1751 29,1751
alex 8 36,3375 36,3375
ita 15 44,2600
Sig. 0,284 0,338 0,250

Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogeénes sont affichées.

a. Utilise lataille d'échantillon de la moyenne harmonique = 16.414.

b. Lestailles de groupe ne sont pas égales. La moyenne harmonique des tailles de groupe est utilisée. Les niveaux d'erreur de type |

ne sont pas garantis.
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Annexe 5 : Extraction des gluténines HPM , FPM et gliadines

20mg de mouture ou ¥z grain
Ajouter 1ml de solution A, Vortexer

Etuver 30mn a65°C en Vortexant toutes les 10 mn

Centrifuger 1mn a10000t/m
Eliminer le surnageant Récupérer le surnageant
Reprendre le culot avec 1ml de solution A Evaporation su surnageant minimum 1 nuit a 65°C

Etuver 30min a65°C en vortexant toutes les 10min
Centrifuger 1 min a10000t/m
Eliminer le surnageant

Reprendre le résidu sec avec 0.2ml de solution C,

Vortexer
Reprendre le culot avec 0.5 ml de solution A
Emietter le culot Vortexer
Centrifuger 5 min & 100009,
Eliminer le surnageant par aspiration (trompe a eau) Incuber 15 min a65°C
Centrifuger 5 min a 10000t/m..
Introduire 100yl de solution B1 Révélation des gliadines sur SDS-PAGE

DTT réduit les Emietter le culot avec un trombone Vortexer
Ponts disulfures Incuber 30 min a65°C

Centrifuger 5 min 210000 g

Ajouter 100 pl de solution B2 Vortex léger

Incuber 15 min a 65°C /Centrifuger 2 min a 10000
Prélever 50ul de surnageant / additionner 50pl de solution C / Vortexer / Incuber 15 min a65° C

Centrifuger 2 min 21000t /m

Révélation des gluténines sur SDS-PAGE
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Annexe 6: Solutions utilisées dans |’ extraction des gluténines et des gliadines

Solution A

Propanol-1 50ml
Eau distillée 100 ml
Solution B (conservation environ 2 semaines, a4°C)
Propanol -1 10ml
TrisHCL IM pHS8 1.6ml
Eau distillée gsp20ml

Solution B1 ( apréparer ex temporairement)

Solution B 7ml
Dithiotreithol (DTT) 1% 70mg
Solution B2 (apréparer ex temporairement)

Solution B 7ml
4-vinyl-pyridine 98ul

Solution C (conservation environ 2 semaines ,a4°C)

SDS (0.29)
Glycérol 4ml
Bleu de bromophénol 2ml
TrisHCL IM pH 8 0.8ml

Eau distillée 10ml



Annexes

Annexe 7 : Solution pour |’ éectrophorese et |a préparation des gels
Tampon TrissHCL pH :8.8 ( Conserver a 4°C).

Calibrer le pH métre si celan’ apas été fait récemment.

- Tris (hydroxyméthyl aminomethane) 60.57g
- Eau 400ml
- Ajuster apH8.8 avec du HCL fumant ~8a10 ml
- Eau gsp 500 ml

Tampon Tris—HCL pH :6.8( Conserver a4°C)

Cdlibrer le pH métre si celan’a pas été fait recemment

- Tris(hydroxyméthyl aminomethane) 30.285¢g
- Eau 200ml
- Ajuster apH 8.8avec du HCL fumant 19.5ml
- Eau 250ml

Solution stock de SDS a 10% Stocker atempérature ambiante.

- Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) 19
- Eau 10ml

Solution d’ammonium peroxodisulfate a1 % (A préparer lejour méme).

- APS 0.29
- Eau 20 mi

Tampon d’éectrophorése (Stocker atempérature ambiante .)

Le tampon des cuves doit étre renouvel € lorsgue le voltage dépasse 500V en fin de migration
(environ 20 utilisations ). Prévoir 4 litres par cuve .Prévoir 1 litre pour le bac supérieur a
chague électrophorése.

- Glycine 70.55g
- Tris 159
- SDS 5g
- Eau 5 mi

Solution de coloration ( pour les gels monodimensionnels) A préparer le jour méme

Mettre le TCA et le Bleu en agitation avant de préparer la solution.

T.C.A. 60% 50ml
Solution M ére de Bleu de Coomassie R250 12.5ml
Eau 250ml

Bien mettre en agitation avant I’ utilisation.
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Solution mére de Bleu de Coomassie R250

Bleu de Coomassie R250 10g
Ethanol 95° gsq 1000ml
Laisser en agitation au moins 2 heures

Filtrer cette solution avec un filtre plissé n°3.

Acide Trichloracétique 60 % ( GANTS)

- TCA 1Kg

- Eau Ultrapure gsp 1667ml
- Stocker atempérature ambiante.
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Annexe 8: Profil électro-phorétique (A et B) des gliadines de quelques
génotypes de la variété valenciae.

-A-
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Gel électro-phorétique de quel ques génotypes de la variété italicum ( les
génotypes 96 a100) et murciense ( les génotypes 45 a 48).
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Annexe 9 : Profils électrophorétique des protéines des gluténines de 4 variétés révélés
par SDS-PAGE (A ,B,C,D EetF)
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Annexe 10: Alignement multiple des sequences des genes codants des gliadines

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignnent

Ita32
Ita26
Mur 2
Mur 4
Vol 4
Vol 32
Al ex4
Al ex8

Ita32
Ita26
Mur 2
Mur 4
Vol 4
Vol 32
Al ex4
Al ex8

Ita32
Ita26
Mur 2
Mur 4
Vol 4
Vol 32
Al ex4
Al ex8

|ta32
Ita26
Mur 2
Mur 4
Vol 4
Vol 32
Al ex4
Al ex8

|ta32
Ita26
Mur 2
Mur 4
Vol 4
Vol 32
Al ex4
Al ex8

|ta32
Ita26
Mur 2
Mur 4
Vol 4

TTATCATCACCCACAACACCGAGCACCACAAA- - CTAG- AGAATTCACTGATAGTI CCACC
TTATCATCACCCACAACACCGAGCACCACAAA- - CTAGAGATATTCACTGATAGT CCACC
TTATCATCACCCACAACACCGAGCACCACAAACTAGAGATCAATTCACTGATAGT CCACC
TTATCATCACCCACAACACCGAGCACCACAAACTAGAGATCAATTCACTGATAGT CCACC
TTATCATCACCCACAACACCGAGCACCACAAACTAGAGATCAATTCACTGATAGI CCACC
TTATCATCACCCACAACACCGAGCACCACAAACTAGAGATCAATTCACTGATAGI CCACC
TTATCATCACCCACAAGACCGAGCACCACAAACTAGAGATCAATTCACTGATAGT CCACC
TTATCATCACCCACAACACCGAGCACCACAAACTAGAGATCAAATCACTGATAGT CCACC

R R I R S R O O R R R O * % * K*hxkkdkhAkkhkAkkkhkhkkkhkkx

GAGATGCCTAAGCGGT TAGTCCTCT TTGT GGCGGT AGT CGT CGCCCTCGTGGCTCTCACC
GAGATGCCTAAGCGGT TAGTCCTCTTTGT GGCGGT AGT CGT CGCCCTCGTGGCTCTCACC
GAGATGCCTAACCGGT TAGTCCTCTTTGT GGCGGT AGT CGT CGCCCTCGTGGECTCTCACC
GAGATGCCTAAGCGGT TAGTCCTCTTTGT GGCGGT AGT CGT CGCCCTCGTGGCTCTCACC
GAGATGCCTAAGCGGT TAGTCCTCTTTGT GGCGGTAGT CGT CGCCCTCGTGECTC- - TCC
GAGATGCCTAAGCGGT TAGTCCTCTTTGT GGCGGTAGT CGT CGCCCTCGTGECTC- - TCC
GAGATGCCTAAGCGGT TAGTCCTCTTTGT GGCGGT AGT CGT CGCCCTCGTGGCTCTCACC
GAGATGCCTAAGCGCATAGI CCTCTTTGT GGCGGT AGT CGT CGCCCTCGTGGCTCTCACC

IR R I S O S EIE R R R R S S R I R R R R R R O * %

GT CGCTGAAGGT GAGGCCT CT GAGCAACT ACAGT GT GAGCGCGAGCT CCAGGAGCT CCAG
GT CGCTGAAGGT GAGGCCT CTGAGCAACT ACAGT GT GAGCGCGAGCT CCAGGAGCT CCAG
GTCCCTGAAGGT GAGGCCT CTGAGCAACTACAGT GTGAGCGCGAGCT CCAGGA- - - - CAG
GTCCCTGAAGGT GAGGCCACT GAGCAACTACAGT GTGAGCGCGAGCT CCAGGA- - - - CAG
GT CGCTGAAGGT GAGGCCT CT GAGCAACT ACAGT GT GAGCGCGAGCT CCAGGAGCT CCAG
GT CGCTGAAGGT GAGGCCT CT GAGCAACT ACAGT GT GAGCGCGAGCT CCAGGAGCT CCAG
GT CGCTGAAGGT GAGGCCT CTGAGCAACT ACAGT GT GAGCGCGAGCT CCAGGAGCT CCAG
GT CGCTGAAGGT GAGGCCT CTGAGCAACT ACAGT GT GAGCGCGAGCT CCAGGAGCT CCAG

Rk Sk Sk R S R Rk I R R kO R R R ko b o R * k k

GAGCGCGAGCT CAAGGCAT GCCAGCAGGT CATGGACCAACAGCT CCGAGACATTAGCCCC
GAGCGCGAGCT CAAGGCAT GCCAGCAGGT CATGGACCAACAGCTCCGAGACATTAGCCCC
GAGCGCGAGCT CAAGGCAT GCCAGCAGGT CATGGACCAACAGCTCCGAGACATTAGCCCC
GAGCGCGAGCT CAAGGCAT GCCAGCAGGT CATGGACCAACAGCT CCGAGACATTAGCCCC
GAGCGCGAGCT CAAGGCAT GCCAGCAGGT CATGGACCAACAGCT CCGAGACATTAGCCCC
GAGCGCGAGCT CAAGGCAT GCCAGCAGGT CATGGACCAACAGCT CCGAGACATTAGCCCC
GAGCGCGAGCT CAAGGCAT GCCAGCAGGT CATGGACCAACAGCTCCGAGACATTAGCCCC
GAGCGCGAGCT CAAGGCAT GCCAGCAGGT CATGGACCAACAGCTCCGAGACATTAGCCCC

R S R R Rk O S O kR Rk R Rk S S R R AR S O O o R R A R

GAGTGCCACCCCGT CGT CGT CAGCCCGGT CGCGGEGACAAT CCGAGCAGCAAAT CGT GGT G
GAGT GCCACCCCGT CGT CGT CAGCCCGGT CGCGGGACAAT CCGAGCAGCAAAT CGTGGT G
GAGT GCCACCCCGT CGT CGT CAGCCCGGT CGCGEGEEA- - - - CCGAGCAGCAAATCGTGGTG
GAGTGCCACCCCGT CGT CGT CAGCCCEGT CGCGEEA- - - - CCGAGCAGCAAATCGTGGTG
GAGTGCCACC- - - - CGTCGTCAGCCCGEGT CGCGEGACAAT CCGAGCAGCAAATCGT GGTG
GAGTGCCACC- - - - CGTCGTCAGCCCGEGT CGCGEGACAAT CCGAGCAGCAAATCGT GGTG
GAGT GCCACCCCGT CGT CGT CAGCCCGGT CGCGGGACAAT CCGAGCAGCAAAT CGTGGT G
GAGT GCCACCCCGT CGT CGT CAGCCCGGT CGCGEGACAAT CCGAGCAGCAAATCGTGGT G

R S Rk Sk o R R R S R R b S R R R R o

CCGCCCAAGGGECGGATCT TTCTACCCCGCGECGAGACCACGCCACCGCAGCAACT CCAACAA
CCGCCCAAGGCCGGATCTTTCTACCCCGECGAGACCACGCCACCGCAGCAACT CCAACAA
CCGCCCAAGGCCGGATCTTTCTACCCCGECGAGACCACGCCACCGCAGCAACT CCAACAA
CCGCCCAAGGGECGGATCT TTCTACCCCGCGECGAGACCACGCCACCGCAGCAACT CCAACAA
CCGCCCAAGGGECGGATCT TTCTACCCCGCGECGAGACCACGCCACCGCAGCAACT CCAACAA
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Vol 32
Al ex4
Al ex8

Ita32
Ita26
Mur 2
Mur 4
Vol 4
Vol 32
Al ex4
Al ex8

CCGCCCAAGGGECGGATCT TTCTACCCCGCGECGAGACCACGCCACCGCAGCAACT CCAACAA
CCGCCCAAGGGECGGATCT TTCTACCCCGCGECGAGACCACGCCACCGCAGCAACT CCAACAA
CCGCCCAAGGCCGGATCTTTCTACCCCGECGAGACCACGCCACCGCAGGAACT CCAACAA

EE R R I R S I R I R R R R S R R I R R I O R R S R I I S R O

CGTATATTTTGGGGAATACCTGCACAAAAAGG - - - TATTACCCAAGTGTAA
CGTATATTTTGGGGAATACCTGCACAAAAAGG - - - TATTACCCAAGTGTAA
CGTATATTTTGGGGAATACCT GCACTACTAAAAAGGTATTACCCAAGT GTAA
CGTATATTTTGGGGAATACCT GCACTACTAAAAAGGTATTACCCAAGT GTAA
CGTATATTTTGGGGAATACCTGCACTACTAAAAAGGTATTACCCAAGT GTAA
CGTATATTTTGGGGAATACCTGCACTACTAAAAAGGTATTACCCAAGT GTAA
CGTATATTTTGGGGAATACCTGCACTACTAAAAAGGTATTACCCAAGT GTAA
CGTATATTTTGGGGAATACCT GCACTACTAAAAAGGTATTACCCAAGT GTAA

R R I R I R I O R I O * IR R R R S R O
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Résumé

La gestion et la conservation des ressources génétiques d une espéce cultivée doivent requérir une bonne
connaissance de sa variabilité morphologique et génétique pour sa conservation contre son érosion. Pour cela
nous avons effectué une éude agro-morphologique, biochimique et moléculaire afin d apprécier la diversité
morphologique et agronomique intra et inter variétale, ainsi que le polymorphisme biochimique et génétique
des protéines de réserve (gluténines HPM , FPM et les gliadines) existant chez les 100 génotypes appartenant
aux quatre variétés locales de blé dur (Triticum durum Desf.), asavoir, alexandrinum, merciense, valenciae et
italicum cultivées en Algérie. Les mesures des paramétres agro-morphologiques ont été réalisées a maturité
des plantes.

Les résultats obtenus par les paramétres agro-morphologiques ont montré I’ existence d une diversité inter-
variétale trés importante entre les quatre variétés de sorte que les génotypes de la variété alexandrinum et la
variété italicum possedent les valeurs les plus performantes, alors que les génotypes de la variété murciense
montrent les valeurs les plus réduites.

L’ analyse biochimique par électrophorése monodimensionnelle (SDS-PAGE) a révélé la présence d’ un faible
polymorphisme intra variétale et un polymorphisme important entre les génotypes des quatre variétés; les
génotypes de la variété alexandrinum et murciense possedent des bandes o-p-y gliadines, alors que les
génotypes de la variété valenciae présentent des bandes de type y et o gliadines.

L’ étude moléculaire porte sur trois types de techniques, a savoir la technique PCR/Bulk, le marquage
moléculaire a travers le marqueur PCR/RFLP et le séquencage des genes codant des gliadines. Les deux
amorces Glu-DX5 et LA1 destinées a I’amplification de génes des gluténines mettent en évidence la pauvreté
de ces génes chez tous les génotypes des quatre variétés. Alors que |'amorce 56MN utilisée pour
I’ amplification des génes des gliadines, montre I’ abondance de ces derniers chez tous les génotypes des quatre
variétés. Pour le marqueur PCR/RFLP appliqué sur onze génotypes des quatre variétés sélectionnées sur la
base de |eurs abondance en genes des gliadines ont produit le méme nombre d’ amplifiant de poids moléculaire
536 pb. Avec onze fragments monomorphes. L’ analyse du séquencage de deux génotypes sélectionnées de
chaque variété montre I’ existence d'un trés faible polymorphisme entre les génotypes des quatre variétés et
révélent qu'ils sont trés liés génétiquement.
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