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INTRODUCTION

Depuis longtemps, les sous unités gluténines de haut poids moléculaire ont fait I’objet
d’études intensives, cela est due principalement au réle quelles jouent dans I’amélioration de
la qualité technologique du blé. Les progres effectués au niveau biochimiques et génétique ont

permit une meilleure caractérisation et compréhension de leur mécanisme.

Rappelant toutefois que les gluténines sont séparées en de deux sous unité par électrophorese
monodimensionnelle, les gluténines de haut poids moléculaire dont le poids apparent est
compris entre 80 000 et 140 000 Daltons et les gluténines de faibles poids moléculaire avec
un poids variant entre 30 000 et 45 000 Daltons.

Jusqu'a présent, les sous unités gluténine n’ont pas été suffisamment caractérisées chez les
especes apparentées au blé alors quelles pourraient présenter une ressource majeure de
variabilité génétique. En effet, elles sont porteuses de génes utiles et a fort potentiel
économique pouvant étre introduits dans les processus d’amélioration du blé. Cette variation
peut aussi étre utilisé dans les études phylogéniques a fin de déterminer les relations et
I’évolution des espéces de la tribue Triticéae.

L’objectif de notre travail est d’analyser la variabilité des sous unités gluténines de haut poids

moléculaire chez les cing espéces diploide du genre Aegilops appartenant a la section Sitopsis.

Les études qui suivent ont été conduites au laboratoire de biochimie génétique et
biotechnologies végétales. Ce travail est rendu possible grace a la coopération de I’Institut
Techniques des Grandes Cultures d” EI Khroub qui a mis a notre disposition une collection de

66 Aegilops de I’ICARDAl.

Le premier chapitre résume les données bibliographiques, concernant les Aegilops de la
section Sitopsis et les bases biochimiques et génétiques des protéines de réserve.
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Le matériel végétal et I’ensemble des méthodes qui ont été employées sont décrits au

deuxiéme chapitre de ce mémoire.

Le troisieme chapitre est consacré a la présentation, I’interprétation et la discussion des

résultats.



Chapitre |
Partie bibliographique
1-présentation du genre Aegilops :
Les propriétés curatives des Aegilops ont été reconnues et utilisées depuis le temps des
grecques. En effet, ils ont été les premiers a I’avoir utilisée pour guérir une maladie oculaire

des chévres. Aegilops veut dire en grec Aegos=chévre, dps= ceil.

1-1 Description botanique du genre Aegilops :

Quezel et Santa (1962) décrivent le genre comme suit : « Epis simple, articulés avec la tige et
tombant a maturité d’une seule piéce. Epillets indépendants, sessiles et alternes, placées par
une de leur faces dans des excavations du rachis et appliqués contre lui, a deux fleurs fertiles
accompagnees de rudiments ou multiflore, I’épillet terminal fait exception et s’applique sur le
rachis par le coté, glumes tres difficile & détacher du rachis par le coté. Concaves, souvent
plus au moins renflées par le milieu, non carénées, a sommet tronqué et portant 1 a 5 arétes ou

dents, toute fois mutiques, non carénées. »

1-2 Classification taxonomique et génomique :
1-2-1 Classification taxonomique :
Ce genre prend une position intermédiaire entre le genre Triticum et Agropyrum (Zhukovsky,
1928 in Raskina et al.,2004). Les Aegilops sont classés par Emberger et Chadefaud (1960)
comme suit :

Regne : Végétale

Embranchement : Spermaphytes

S/ Embranchement : Angiospermes

Ordre : Glumiflorales

Classe : Monocotylédones

Famille : Graminée

Tribu : Triticeae

S/ Tribu : Tritinaceae

Genre : Aegilops

1-2-2 classification génétique :
1-2-2-1 Historique :



Carl Linnaeus fut I'un des premier a décrire le genre Aegilops en 1737 (in Raskina et
al.,2004),plus tard plusieurs auteurs ont classés le genre en groupes et sous groupe.

Longtemps aprés et en se basant sur les études des caracteres morphologiques et la
distribution géographique des espéces du genre Aegilops, Zhukovsky (1928) et Eig (1929)
ont divisé le genre Aegilops en vingt espéces classées dans neuf sections.
A partir des années 30 et 40, les découvertes en cytologie et la génétique ont permis de
proposées de nouvelles classifications marquées par les travaux de Kihara et Sears. En effet,
Kihara (1940, 1954) propose une classification des Aegilops basées sur une analyse des
génomes et a donné des formules pour les différents génomes qui ont étés modifier plus tard
par Sears (1948 in Sarkar et stebbins, 1956), Kihara et Tanaka (1970), Kimber et Tsunewaki
(1988).
En 1956, Stebbins appuyé par Browden (1959) a suggéré d’associer les Aegilops et les
Triticum en un seul groupe ce ci est fonder sur la possibilité d’établir des croisements entre les
especes des deux genres (absence de barrieres génétiques). Et par conséquent, de nouveaux
noms ont été donnés aux especes diploides et polyploides (Morris et Sears, 1967 ; Kimber et
Feldman, 1987).

Chennveeraiah, 1960 distingua les deux genres mais déplace la section Sitopsis au sein du

genre Triticum.

En 1980, Hammer publia une révision complete du genre Aegilops en le divisant en trois sous
genres (Aegilops, Sitopsis et Amblyopyrum) répartis en quatre sections, 21 espéces et 105
taxons.

La classification la plus récente est celle de Van Slageren (1994) établie a partir de la
collection de I'lCARDA et I’examen de 20.000 échantillons d’herbier.

Cette classification rejoint celle de Mackey ,1966 (in Monneveux et al, 2000), elle regroupe 2
genres, le genre Aegilops qui est divisé en 5 sections (Aegilops, comopyrum, Cylindricum,
sitopsis et Vertebra), 22 especes et 5 variétés. Et le genre Amblyopurum qui est représenté par
une seule espece. (Tableaul)

1-2-2-2 génome d’Aegilops :

Les 23 especes Aegilops peuvent étre divisées en trois groupes sur la base de leur ploidie : 11
diploides, 10 tétraploides et 2 hexaploides. Les diploides d’Aegilops sont divisés selon le type
du génome en 7 groupes : C (Ae. markrgrafii), M (Ae. comosa), N (Ae. uniaristata), D (Ae.
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tauschii = Ae. squarrosa), U (Ae. umbellulata), T (Ae. mutica) et S (section sitopsis) (Van
Slageren, 1994)

Tableau 1 : Classification génomique des Aegilops selon Van Slageren (1994)

Génome Ploidie Espece
Section Aegilops
UM 4x Aegilops biuncialis (Vis).
UM - Aegilops geniculata (Roth)
UM 4X et 6x Aegilops neglecta (Req ex Bertol).
us 4X Aegilops peregrina (Hack. In J.Fraser Marie et Weiller

Var. peregrina
Var. brachyathera (Boiss.)(Marie et weiller)

2x Aegilops umbellulata (Zhuk).
UM 4x Aegilops columnaris (Zhuk).
uc Aegilops triuncillis L.

Var. triuncialis

Var. persica (Boiss.) (Eig)

uUs - Aegilops kotschyi Boiss.

Section Comopyrum (Jaub. et Spach) Zhuk.

M 2X Aegilops comosa (Sm. In Sibth. Et Sm).
Var. comosa
Var. subventricosa
N - Aegilops uniaristata (Vis).
Section cylindropyrum (Jaub.et Spach) Zhuk.
C B Aegilops caudata L.
DC 4x Aegilops cylindrica (Host).
Section Sitopsis (Jaub et Spach) Zhuk.
2X
S Aegilops bicornis (Forssk.)( Jaub. et Spach)
Var. bicornis
Var. anathera (Eig)
S - Aegilops longissima (Schweinf. Et Muschl).
S - Aegilops searsii (Feldmen et Kislev ex Hammer)
S - Aegilops sharonensis (Eig)
S ) Aegilops speltoides (Tausch)
Var. speltoides
Var. ligustica (Savign.)(Fiori)
Section Vertebrata Zhuk.emend. Kihara Ae.juvenalis(Thell ).Eig
D 2X Aegilops tauschii (Coss).
DMS 6x Aegilops vavilovii (Zhuk.)( Chennav)
DDM 4x et 6X Aegilops crassa (Boiss).
DN 4x Aegilops ventricosa (Tausch)
Ambylopyrum (Jaub. et Spach) Eig
T 2X Ambylopyrum muticum (Boiss.)( Eig)

Var. muticum
Var.loliaceum ( Jaub. Et Spach )( Eig)
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Tableau? : Les synonymes les plus fréquents d’Aegilops (Van slageren,1994)
Génome  Especes Synonymes (Aegilops) Synonymes (Triticum)
Genre Aegilops
Section Aegilops L.
UM Aegilops biuncialis (Vis). Ae. lorenti T. macrochaetum (Shuttl. &Huet.Richter)
MU Aegilops geniculata (Roth) Ae. ovata L. T. ovatum( L. Raspail)
UM ou UMN  Aegilops neglecta (Req ex Berto)l.(4x et 6x) Ae. triaristata (Willd). (4x and 6x) T. triaristatum (Willd. Godr.& Gren).
Su Aegilops peregrina(Hack. In J.Fraser Marie et Weiller)  ag variabilis
Var. peregrina
Var. brachyathera (Bois,Marie et weille)
u Aegilops umbellulata (Zhuk). T mbellulatum (Zhuk. Bowden)
UMN Aegilops columnaris (Zhuk). T. columnare (Zhuk. Morris & Sears)
uc Aegilops triuncillis L. T. triunciale (L. Raspai)l
Var. triuncialis ssp. triuncialis
Var. persica (Boiss.)( Eig) ssp persica (Boiss.) (Zhuk). .
us Aegilops kotschyi (Bois)s. T. kotschyi (Boiss. Bowden)
Section Comopyrum (Jaub. et Spach)
Zhuk.
M . .
Aegilops comosa (Sm. In Sibth. Et Sm). T. comosum (Sibth. & Sm. Richter)
Var.corlr;os . ssp. Comosa
N _ Var. subventricosa ssp heldreichii (Boiss. Eig). o o
Aegilops uniaristata (Vis). T. uniaristatum (Vis.Richter)
Section cylindropyrum(Jaub.et Spach)
Zhuk.
C Aegilops caudata L. Ae.markgrafii et Ae.dichasians (Browden) T. dichasians (Zhuk. Bowden)
CD Aegilops cylindrica (Hos)t. T. cylindricum  (Ces).
Section Sitopsis (Jaub et Spach) Zhuk.
N Aegilops bicornis (Forss. Jaub. et Spach) T. bicorne ( Forssk).
Var. bicornis
Var. Anathera( Eig)
I Aegilops longissima (Schweinf. Et Muschl). T longissimum (Schweinf. & Muschl.
S
(Bowden)
s Aegilops searsii (Feldmen et Kislev ex Hammer) T. searsii (Feldman & Kislev. Feldman,
S| comb. Nov).
S Aegilops sharonensis (Eig)
S Aegilops speltoides (Tausch) Ae. ligustica (Savign. Coss). T. speltoides (Tausch. Gren. Ex Richter)
Var. speltoides
Var. ligustica (Savign. Fiori)
Section Vertebrata Zhuk.emend. Kihara _
DMU Aegilops juvenalis (Thell.Eig) Ae. Turcomanica( Roshev). T. juvenale (Thell) .
D Aegilops tauschii (Coss). Ae. Squarrosa L. T. tauschii(Coss. Schmalh).
DMS Aegilops vavilovii (Zhu. Chennav) $ si}lrlacrt:]nzé BOWAdifn% & Hensl
bDM Aegilops crassa (Bois)s. (4x et 6x ) T Cvaﬁfrl: 2;58@ (; ' ensl).
DN Aegilops ventricosa (Tausch) - ventricosu €s)-
Genre Ambylopyrum(Jaub.et Spach) Eig
) ) ) T. tripsacoides (Jaub. & Spach. Bowden)
T Ambylopyrum muticum (Boiss.)( Eig) Ae. mutica ( Boiss).

Var. muticum
Var.loliaceum ( Jaub. Et Spach )( Eig)

var. mutica
var. loliacea (Jaub. & Spach) (Eig)

* Kimber et Feldman (1987)
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1-3 Aire de répartition d’Aegilops :
Selon Hammer (1980) le genre Aegilops est originaire de la Transcaucasie, I’espece la

plus primitive (Ae.speltoides) a éteé identifiée dans le centre de la région.

Kimber et Feldmen (1987) rapportent que tout les diploides (a I’exception d’Aegilops
tauschii) ont une aire de distribution limitée alors que les tétras et hexaploides ont un potentiel
d’adaptation plus grand et par conséquent ont une large distribution. Ces mémes auteurs
mentionnent que les Aegilops se développent en association avec d’autres graminées dans des
environnements dégradés (paturages, bords des routes et des champs cultivés, sur les

formations d’arbrisseaux et les formations herbacées, etc.

D’aprés Van Slageren (1994), les 22 especes Aegilops sont distribuées principalement dans le
bassin méditerranéen et au centre et au sud-ouest de I’Asie (fig. 1). La plupart de ces espéces
sont rencontrées a des altitudes comprises entre 500 et 1200 m et pouvant arriver jusqu’au
1800 m, le diploide Ae.longissima est considéré comme la seule espéce du genre a étre

endémique a la Palestine et le sud du Liban.

Les espéces se répartissent également dans les régions centrales de I’Europe et au nord du
Sahara en Afrique. Entre 10° & I’ouest et 85° a I’est, et entre 26° et 50° au nord. (Kimber et
Feldmen 1987)

Raskina et al (2004), rapportent que la région du croissant fertile est considérée comme le
centre primitif de la variabilité des especes du genre Aegilops et Triticum. Effectivement, les
populations locales des especes sauvages progenitrices des blés cultivés révelent une diversité
génétique significative. Et jusqu'a maintenant ce centre préserve son potentiel de spéciation.
(Zhucovsky, 1928 in Raskina et al.,2004)

Ces mémes auteurs mentionnent que les zones de répartition des especes Ae.longissima,
Ae.searsii et Ae.sharonensis chevauchent la partie sud-ouest de la zone de répartition
d’Ae.speltoides, il semblerait que ces espéces substituent Ae.speltoides dans le sud ou
I’environnement climatique et édaphique est particulier. Ces mémes auteurs postulent

Ae.speltoides comme espéce ancestrale de la section Sitopsis.
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Figurel: Aire de distributionde espéces diploide du genre Aegilops (d’aprés Van Slageren,
1994)




2-La contribution des Aegilops dans la constitution du génome du blé :

Les espéces du genre Triticum comme celles d’Aegilops existent comme des di- tétra ou
hexaploides avec un nombre chromosomique de base n= 7. 4 génomes désignés comme A, B,
D et G participent a la constitution du génome de toutes les espéces de la tribu des Triticées.
(Lilienfeld et Kihara, 1934 in Golovnina et al., 2006).

Différents types d’études cytogénétiques, moléculaires et biochimiques fournissent un apercu

sur les origines des génomes A, B, D et G chez les espéces allopolyploides.

L’allopolyploidie a jouée un rble majeur dans I’évolution des céreales, I'un des
allopolyploides les plus remarquable est le T. aestivum (blé héxaploide ou blé tendre), son
génome est AA BB DD (2n= 6x= 42), le blé tétraploide est également issu d’allopolyploidie.
Il existe cing combinaisons génétiques au blé : AA (2n =2x =14) blés diploides, AABB et
AAGG (2n = 4x = 28) blés tétraploides et AABBDD et AAAAGG (2n = 6x = 42) blés
hexaploides.

Selon Hamdi (2003), Plusieurs critéres sont utilisés pour désigner un ancétre :

- La distribution géographique des centres d’origine des espéces, les unes par rapport aux
autres (possibilité qu’il y est intercroisement).

- Les similitudes morphologiques, pathologiques, caryotypiques, cytoplasmiques,
biochimiques ou moléculaires.

- Les possibilités d’appariements chromosomiques lors de méioses d’hybrides
interspécifiques

- Les possibilités de synthése artificielle par croisement des ancétres potentiels.

2-1 Origine du génome A :

Les travaux de Kihara (1924) attribuent I’origine du génome A a Triticum monococum var.
boeticum ou var .urartu. En 1965, Riley propose Ae.aegiloploide comme ancétre du génome
A. Les études cytologiques affirment que les blés tétraploides ainsi que les blés hexaploides
ont recus leur génome A du groupe Einkorns. (Sears, 1948 in Sarkar et Stebbins, 1956)

Selon Johnson (1972) le génome A des blés cultivés proviendrait d’un blé diploide (AA) qui
est T.boeticum BOISS et son dérivé T.monococcum L (il s’agit peut étre de la méme espéce).
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L’affinité de ses génomes a été déduite a partir du nombre et du type de paires
chromosomiques méiotique observés chez les hybrides F1 issus du croisement entre les
espéeces cultivars et leur supposés géniteurs diploides. Cela dit I’lhomologie entre le génome A
des polyploides et celui des diploides reste incomplete (Kihara et Lilienfeld, 1932 in Sarkar et
Stebbins, 1956) méme si I’appareillement méiotique peu étre un trés bon indicateur pour
I’lhomologie de deux génomes.

Plus tard Kimber, Sears (1987) et Dvorak (1976, 1998) ont rapporté que T. urartu est le
donneur du génome A mise a par la paire chromosomique 4A.

Par I’analyse cytogénétique des séquences nucléotidiques répétées du génome A chez les
espéces : T. turgidum, T. timopheevii, T. aestivum, il a été confirmé que ces séquences ont peu
de divergence par rapport a celles du génome A de T. urartu. Alors que chez T. zhukovskyi un
des génomes provient de T. urartu et I’autre de T. monococum. (Hamdi, 2003)

Des études plus récentes notamment celles de Zhang et al (2001), Peterson (2006) et Wang et
al (2007) approuvent T.urartu comme le donneur du génome A.

2-2 Origine du géenome B :

Celle-ci reste jusqu'a ce jour controversée, Sarkar et Stebbins (1956) rapportent que I’origine
du génome B reste un mystére. Plusieurs recherches ont tentées d’identifier les especes
parentales qui ont contribuée a la formation du génome B du blé tétraploide et hexaploide par

des méthodes cytologiques mais sans succes.

La cause principale de cet échec est due aux changements qui doivent avoir eu lieux au
niveau du génome B lors de son incorporation dans les individus allopolyploides. (Sears, 1948
in Sarkar et Stebbins, 1956). Johnson (1975), observa les protéines des graines est propose

T.urartu comme ancétre du génome B.

Récemment les cinq especes Aegilops appartenant a la section Sitopsis ont étés
successivement proposés comme donneurs potentiels du génome B: Ae. bicornis, Ae.
longissima, Ae. searsii, Ae. sharonensis, et plus fréquemment Ae.speltoides. En effet, les
premieres constations morphologiques faites par Sarkar et Stebbing (1956) Riley et al.,(1958)
attribuerent I’origine du génome B a Ae.speltoides. Alors que I’utilisation du C-banding par
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Gill et Kimber (1974 in Hamdi, 2003) montre que les chromosomes d’Ae. speltoides ne
présentent pas d’homologie avec ceux du génome B.
Les difficultés rencontrées lors de la recherche d’un ancétre diploide BB aménent a se

demander si le génome B n’a pas une autre origine.

2-3 Origine du génome D :

Kihara (1944), McFaden et Sears (1946 in Sarkar et Stebbins, 1956) conferent I’origine du
génome D a Ae.squarrosa, ce qui sera confirmé plus tard par Johnson (1972). Royburn et Gill
(1987, in Monneveux et al 2000) rapportent que Ae.tauchi = Ae.squarrosa est bien le donneur
du génome D. Yan et al (2002), montrent que les profiles électro phorétiques obtenus par
Acid-PAGE" du génome D chez les accessions d’Ae.tauschii ssp strangulata sont trés proches
des profiles électrophoretiques de T.aestivum, et supposent donc la sous espéce strangulata

comme progeénitrice du blé cultivé.

Depuis longtemps I’origine du génome D reste indéniable et les études ne le cessent de le
confirmés, Deng Eao (1997) a démontré qu’il existe une homologie compléte des
chromosomes d’Ae.tauchii avec ceux du génome D de T.aestivum. Récemment Boyko et al
(2002), ont réussi a établir la carte génétique des 7 chromosomes de Ae.tauchii (coss) et ils

ont confirmés qu’il est bien le donneur du génome D.

2-4 Origine du génome G :

L’identité du génome G reste controversée, il a été supposé que le donneur est Ae.speltoides
(Shands et Kimber, 1976), cette hypothése est appuyée par la technique C-banding réalisé par
Gill et Kimber (1974) ainsi que par I’analyse du polymorphisme des protéines des graines
(Cadwell et Kasarda, 1978 in Hamdi, 2003). Mori et al (1997) ont stipulés qu’Ae.speltoides
est le donneur du génome G mais pas celui du génome B des blés cultives.

Récemment, Provan et al (2004 in Golovnina et al., 2006) secondent cette hypothese et
rapportent que le donneur du génome G appartiendrait a la section Sitopsis et plus souvent
Ae.speltoides.

'Acid -Poly Acrilamide Gel Electrophoresis
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3- Intérét des Aegilops dans I’amélioration des génomes des blés cultivés :

Le blé est la céréale la plus importante et la plus cultivée dans le monde et cela depuis
des milliers d’années, ceci est due principalement a deux raisons : la premiére c’est sa large
distribution et sa capacité a s’adapter a différents types de climat, deuxiemement, a cause des
propriétés de la farine du blé dans les domaines d’alimentation. La FAO' a estimé la
production mondiale de blé a 2065 millions de tonnes durant I’année 2004 & 2005.

Les especes du genre Aegilops constituent une bonne partie du génome du blé. En effet, les
blés cultivés sont issus d’hybridation interspécifique entre ses espéces apparentées. De ce fait,
une partie de la variabilité présente chez les Aegilops ne se trouve pas chez les blés cultivés.
On conclu donc que les Aegilops sont une ressource génétique importante et des géniteurs
éventuels pour I’'amélioration des blés cultivés, elles portent des genes a haut potentiel
économique tel que: la tolérance au stress abiotique, résistance aux maladies, la qualité
technologique, amélioration du rendement (Monneveux et al.,2000 ; Haider et Nabulsi, 2008 ;
Zhang et al., 2001).

3-1 Amélioration de la résistance et/ou la tolérance au stresse biotique et abiotique :

Les recherches ont permis d’identifiées plusieurs espéces Aegilops porteuses de nombreux
génes de résistance aux agents phytopathogenes et aux bioagresseurs les plus nuisibles tout en
respectant la santé et I’environnement. Il est question principalement des rouilles, de I’oidium,
du piétin verse, des fusarioses, des pucerons et des virus qu’ils transmettent et des nématodes.
(Tableau 3)

En effet, selon Monneveux (2000) plusieurs accessions Aegilops ont étés sélectionnées et
utilisées pour introduire des caractéres de résistance, de tolérance aux maladies, aux insectes
nuisibles et au stresse abiotique tels que : le froid, la chaleur, la sécheresse, la salinité, la

toxicité et le déficit en ions...etc. (tableau 4)

Les Aegilops sont fréquemment utilisé dans les programmes d’amélioration de la résistance
des blés cultivés et beaucoup de genes d’intérét sont transférés (tableau 5). La résistance du
blé tendre au piétin verse conféré par le gene Pchl originaire d’une espéce apparentée au blé

Ae.ventricosa est un modele de transfert de gene de caractére pour I’amélioration du blé.

Food Agricultur Organisation
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Tableau 3: Liste des espéces Aegilops considérées comme source potentielle de résistance aux

maladies et aux parasites (Van Slageren, 1994)

Maladie et parasites Especes Génomes Réferences
Rouille brune (Puccinia recondidata) Ae.speltoides SS Pasquini, 1980; Hammer, 1985; Gill et al., 1985; Valkoun et al.,
Ae.caudata cCc 1985; Dhaliwal et al., 1986, 1993; Holubec et al., 1992, 1993 .
Ae.tauschii DD
Ae.comosa MM
Ae.umbellulata uu
Ae.geniculata MMUU
Ae.neglecta UUMM
Ae.biuncialis UUMM
Ae.triuncialis uucc
Ae.peregrina SSuu
Rouille noire (Puccinia graminis)
Ae.speltoides SS Pasquini, 1980 ; Hammer,1985 ; holubec et al.,1992, 1993.
Ae.caudata CcC
Ae.tauschii DD
Ae.geniculata MMUU
Ae.neglecta UUMM
Rouille jaune (Puccinia striiformis) ﬁg'gﬁfn%if ﬁ:/ICI\/I Valkou_n et al, _1985 ; Dhaliwal et al., 1986; Mihova, 1988;
' Damania et Pectti, 1990; Holubec et al., 1992, 1993 ; Mamluk et
Ae.umbellulata uu Van Slageren, 1994
Ae.geniculata MMUU '
Ae.neglecta UUMM
Ae.biuncialis UUMM
Ae.triuncialis uucc
Oidium (Erisiphegraminis ) Ae.speltoides SS Bochev et Kounovsky,1978 ; Pasquini, 1980 ;
Ae.tauschii DD Bennet, 1984 ; Hammer,1985 ; Valkoun et al.,1985; Dhaliwal et
Ae.comosa MM al., 1986, 1993; Singh et al., 1988; Holubec et al., 1992, 1993
Ae.umbellulata uu
Ae.geniculata MMUU
Ae.neglecta UUMM
Ae.biuncialis uucc
Ae.triuncialis SSuu
Ae.peregrina SSuu
Piétin verse (Cercoporellaherpotricoides)  Ae.ventricosa DDNN Scott et al.,1976 ; Dosba et al., 1986
Ae.tauschii DD
Carrie (Tilletia indica ) Ae.tauschii DD Dhaliwal et al., 1986, 1993; Waham et al., 1986; Pannu et
al., 1994
Ae.caudata cC
Ae.speltoides SS
Fusariose ( fusarium culmurum) Ae.tauschii DD Saur, 1991
Ae.cylindrica CCDD
Septoriose ( Septori nodorum ) Ae.tauschii DD ieggir et Trottet, 1980; Hammer, 1985, Mamluk et Van Slageren,
Ae.speltoides SS
Ae.cylindrica CCDD
Nématodes a kystes (Heterodora avenae)  Ae.comosa MM Rivoal, 1982; Dosba et al.,1986 ; Dosba et al., 1992
Ae.umbellulata uu
Ae.unaristata NN
Ae.ventricosa DDNN
Ae.peregrina SSuu
Ae.caudata cCc Dhaliwal et al., 1993
Ae.cylindrica CCDD
Ae.triuncialis uucc
Ae.geniculata MMUU
Nématodes a galles(Meloidogyne naasi) Ae.umbellulata uu Dosba et al., 1982 ;Person Dedyver et Jahier, 1985
Ae.peregrina SSuu
Ae.tauschii DD Hatchett et Gill,1981 ; Gill et al., 1985 ; Raupp et al., 1988
Ae.cylindrica CCDD
Ae.ventricosa DDNN
Ae.geniculata
Punaise du blé (Schizaohis graminium) . Mmee Dhaliwal etal., 1993
Ae.tauschii DD
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Tableau 4 : Liste des especes Aegilops considerées comme source potentielle de résistance aux stresse

abiotique (Monneveux et al ., 2000)

Stress abiotique especes Génomes références
Stress salin Ae.tauschii DD Farook et al.,1989 ; Gorham, 1990 ; Xu et
ﬁgﬁcr]nrgglsﬁjlata EJAL'\JA al., 1993; Farook, 1994
Ae.cylindrica CCDD
Ae.neglecta UUMM ou UUMMNN
Ae.triuncialis uucc
Ae.kotschyi SSuu
Ae.crassa DDDDMM
Ae.juvenalis DDMMUU
Ae.vavilovii DDMMSS
. . Barashkova, 1981; Liminet Fowler, 1981;
Froid ﬁg:hant:lignulata BB Barashkova et Vavilov, 1991
Ae.cylindrica CCDD
Ae.neglecta UUMM ou UUMMNN
Ae.triuncialis uucc
Déficit hyarique Ae tauschii . D|D| Mayoral et al., 1981 ; Shimshi et al., 1993 ;
Ae.sharonensis S'S Reki
o e ekika et al., 1995
Ae.longissima S'S
Ae.kotschyi SSuu
Ae.geniculata MMUU
Ae.triuncialis uucc

Tableau 5 : Transfert chez le blé de génes de résistance aux maladies et aux parasites, issues de

differents espéces du genre Aegilops ( Zaharieva, 1996)

Maladies et parasites Especes Génomes Références
Rouille brune(Puccinia recondita) Ae.umbellulata  Lr9 Sears (1956 )
Lr28,Lr35,Lr36 Dvorak, (1977); Mclntoch et al., (1988).

Ae.speltoides

Ae.tauschii Lr21,Lr22,Lr32,Lr39,Lr41 Kerber et Dyck, (1969); Kerber,
(1970) ;Cox et Gill, (1992)

Rouille noire (Puccinia graminis ) . Sr32 Mclntoch, (1988):
Ae.speltoides Sr34 Mclintoch et al.,(1982)
Ae.comosa
Ae.comosa Yr8 Riley et al.,(1968)

Rouille jaune (Puccina striformis)

Oidium (Erysiphe graminis ) Miler et al., (1988)

Ae.speltoides Pm12

Ae.longissima Pm13 Ceoloni etal., (1988)
Pietin verse (Cercoporella herphotrichoides ~ Ae.ventricosa Phl Maia (1967) ; Dosba et Doussinault
(1973,1977). Jahier et al.,(1978) ;Doussinault
etal.,(1983)

Dosha et Rivoal (1981) ; Rivoal et al., (1986b

Nématodes a kystes ( Heterodera avenae ) Ae.ventricosa Mn1
Ae.pérearina Yu etal., (1990)
pereg H13, H22, H23, H24 Htchett et al.,(1981) ; Raupp et al., (1993)
Nématode a galle (Meloidoginenaasi) Ae.tauschii
Cécidomyie (Mayetiola destructor)
Punaise du blé (Schizaphis graminim Ae.speltoides Gb5 Tyler etal., (1987)
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Le géne Pchl a été mis en évidence chez Ae.ventricosa par Sprague (1936, in Doussinault et
al ., 2002), différents croisements entre des blés tétraploides et Ae.ventricosa ont été effectués.
Ae.ventricosa (2n=28, D'D'M'M") peut en effet donner des hybrides fertiles par croisement
avec les blés tétraploides (2n=28, AABB) et dédoublement du nombre de chromosomes de
I’hybride F1 (ABD'M").

On obtient des amphipolides a 2n=56, AABBD'D'M"M". Ainsi I’amphiploide Ae. ventricosa
x T. persicum a été obtenu par Ometz en 1953 puis croisé avec la variété blé tendre Marne,
des lignées a 42 chromosomes ont été sélectionnées est appelés VPM. La premiére variété
VPM a été inscrite cv.Roazon en 1978 (Jahier et al), le géne a été localisé sur le bras long du

chromosome 7D (Doussinault et al.,2002).

3-2 Amélioration de la qualité technologique :
Branlard et Autran (1987) définissent la notion de qualité comme étant un caractére
polygénique qui est & la fois dépendant des variétés, des conditions de culture et de

I’interaction génotype x milieu.

Il est connu depuis longtemps que la qualité technologique de la farine du blé est influencée
par les protéines du gluten qui se différencient d’une fagon quantitative et qualitative d’un

individu a un autre.

Les espéces sauvages apparentées aux blés sont des géniteurs potentiels dans I’amélioration
de la qualité de ce dernier. En effet, les récentes recherches sur différentes et plusieurs
accessions de blé hybride montrent un déficit considérable concernant la variabilité génétique
des protéines du gluten par rapport a leur géniteurs ce qui a influencé négativement la qualité
des produits finis (Shewry et al., 1994).

Ciaffi et al (1992) ont évalué les paramétres de qualité des graines issues d’une large
collection de progéniteurs de blé (T.boeticum, T.urartu et T.dicoccoide Korn) est ont étudies
la variation allélique au niveau des loci qui conditionnent la qualité du blé cultivé chez des blé
diploides, tétraploides et amphiploides synthétiques (AA BB DD), ils conclurent que les
propriétés du gluten ont une relation étroite avec les composantes protéiques et qu’il existe

une plus grande variabilité allélique chez les espéces parentales par rapport a celle des espéces
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cultivées. lls ont donc proposé une nouvelle approche pour I’amélioration de la qualité des
blés cultivés par I'augmentation de [I’activité d’expression des SG-HPM grace au
remplacement des génes du locus Glu-1 par les genes équivalents provenant de différentes
accessions de T.urartu et T.dicoccoide.

Dousinanlt et al.,(2002) rapportent que ce déficit de variabilité est du principalement aux
programmes d’amélioration de la productivité et de la résistance portés par les variétés

anciennes au détriment de la qualité.

Pour venir a bout de ce probleme, les sélectionneurs ont eu recoure a I’exploitation des
ressources génétiques que représentent les espéces apparentées, parmi les especes connues
porteuses des génes contribuant dans I’amélioration de la qualité des protéines de réserve
citons : Aegilops, Agropyrum, Secale (Law et al.,1984) et Hordeum chilence (Martin et
Alvarez, 2001).

Malgré les progres etablis par les recherches portées sur les protéines de réserve du blé et
leurs réles dans la qualité technologique de la farine, les exigences pour une meilleure qualité

ne cessent de s’accentuer et rendent donc les connaissances actuelles insuffisantes.

Nevo et Payne (1987 in Shahid Masood et al., 2000) étudierent la diversité des sous unités
glutenines HPM chez les progéniteurs tétraploides du blé, et ont observé que T.dicoccoide
contient plusieurs variantes alléliqgues de SG-HPM qui ne sont pas présents chez les blé

cultive, et qui peuvent donc servir dans I’amélioration de la qualité du gluten chez le blé.

Ces mémes auteurs ont rapporté qu’Ae.squarrosa (Ae.tauschii) a fait I’objet d’études électro
phorétique en utilisant la SDS-PAGE? par Lawrence et Shepherd (1981) pour ses sous unités

gluténine HPM et le rdle quelles peuvent jouer dans I’introgréssion de géne de caractéres.

D’ovidio et al (1992) ont détecté un haut taux de polymorphisme concernant les genes des

fractions gluténines et gliadines entre les especes Aegilops et Triticum.

'Sodium Dodecyl sulphat- Poly Acrilamide Gel Electrophoresis
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Les études faites par Yan et al (2002) sur les genes des gliadines ont rapportés qu’elles
exprimées un haut degré de polymorphisme, 12 blocs de gliadines ont été codés par différents
alleles apparemment exprimés et identifier chez 6 héxaploides synthétisés produits par
hybridation (T.durum et Ae.tauschii), les mémes auteurs caractérisent 42 combinaisons de
sous unité gluténines HPM dans plusieurs accession d’Ae.tauschii pour les quelles plusieurs
alleles ne sont pas présent chez le blé cultive.

En 2003, Liu et al ont étudiés les SG-HPM de deux especes Aegilops : Ae.umbellulata (UU)
et Ae.caudata (CC) et rapportent que I’expression des genes des SG-HPM est similaire a celle
des blés héxaploides et par conséquent, les SG-HPM des deux espéces peuvent avoir un

potentiel dans les processus d’amélioration des propriétés des blés hexaploides.

Récemment, Kan et al (2006) ont analysé les profiles transcriptionnels d’Ae.caudata,
Ae.cylindrica et Ae.tauschii et conclues qu’ils se rapproché des gamma-gliadine et des SG-
FPM des blés héxaploides. Par conséquent, ils peuvent étre une source d’approvisionnement
de gene pour le blé. Durant la méme année Sun et al identifiérent une nouvelle variante des
SG-HPM chez Ae.searsii.

En 2008, Jiang et al ont réussis a identifié 4 nouvelles sous unité glutenine FPM du génome
des especes T.dicoccoide, T.zhukovsky et Ae.longissima qui sont associés a une bonne qualité

du gluten et de la pate.

Les protéines du blé sont pauvres en acides aminés essentiels a cause d’un niveau limité de
lysine et thréonine (Garg et al, 2007), augmenter la proportion de lysine dans le blé conduirait
a élever sa valeur nutritionnelle, les espéces de la section Sitopsis peuvent étre utilisées
comme source pour I’expression du génome B ou S qui code les sous unité de la triticine, une

protéine riche en lysine et qui est présente chez les blés cultivés.

3-3 Introgression de caractéere d’intérét :

L’amélioration génétique d’une espéce cultivée repose en grande partie sur la gestion et
I’exploitation de la variabilité qu’elle présente (Dosba et Doussinault, 1978), cependant cette
variabilité peut étre limitée (absente, ou restreinte) dans un taxon donné, pour surmonter ce

probleme les sélectionneurs ont adoptés la stratégie de I’hybridation interspécifique.
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L’exploitation des hybrides issus du croisement interspécifique entre blé et ses especes
apparentées pour I’amélioration du blé est exemplaire, des milliers d’accessions d’Aegilops et
Triticum ont été collectés et emmagasinés dans divers centre de ressource génétiques, ces
ressources conduisent & des assortiments d’alléles utilisés pour son amélioration, et plusieurs

génes ont eu un impact important dans I’amélioration du blé. (Monneveux et al.,2000)

Chapman (1989 in Monneveux et al.,2000) a estimé que ces ressources ont étés utilisées
approximativement que 10% dans les croisements entre le blé et ses espéces apparentées. A ce
jour, au moins 100 hybrides intergénériques concernant 10 genres ont été obtenus. Des
croisements plus larges peuvent étre plus efficaces dans les jours futurs.

Lorsqu’un trait intéressent est identifié, la difficulté de le transférer au blé cultive constitue un
véritable obstacle, de plus un transféere complet peut prendre plusieurs années. En effet le
transfert d’information génétique étrangére dans les blés se heurte a de nombreuses difficultés

qui concernent :

e L’hybridation elle méme: a cause des barriéres d’isolement interspécifiques tels que
I’absence de germination du pollen, I’arrét précoce du développement de I’embryon et/ou de
I’albumen, etc. Heureusement quelques approches nouvelles sont trés efficaces le plus connu

étant le sauvetage d’embryon par la culture in vitro.

o Stérilité de la descendance : les progénitures issues du croisement des hybrides F1 sont
généralement stériles. L’obtention de descendance peut étre envisagée par la production
d’amphiploides a I’aide du doublement des chromosomes a la colchicine et le rétrocroisement
des hybrides F1 par I’un des parents.

* L’expression des caracteres recherchés chez I’hybride F; et ses descendants.

« L intégration de I’information génétique étrangére au génome receveur. Deux situations a

envisager :

- Lorsque les géniteurs sauvages sont les espéces progéniteurs des blés ou des Aegilops
polyploides possédant dans leur formule le génome D, le passage des genes d’intéréts vers les

chromosomes de blé se fait sans difficulté majeure a la suite de crossing-over entre
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chromosomes homologues. En effet, les chercheur parmi eux Cox (1998) considerent le
génome D comme le biais le plus sure pour I’introgression de nouveau caractéres, car c’est le
génome le plus stable et celui qui n’a pas subit de translocation majeures durant I’évolution du
blé.

- Lorsque les génes « étrangers » sont portés par des chromosomes homéologues de ceux de
blé, les introgressions par recombinaison méiotique ne peuvent étre obtenues. Dans ce cas, on
vise a recombiner des segments chromosomiques les plus courts possibles pour éviter
d’introduire avec le géne d’intérét des genes déléteres ou ayant un effet négatif sur la valeur
agronomique. De plus, il est indispensable que les lignées d’introgression soient
génétiquement équilibrées, ce qui revient a dire que le segment chromosomique introgressé
doit prendre la place d’un segment homéologue qui par définition porte une information

génétique similaire.

L’absence de recombinaison est due a un systéeme génétique dont I’élément majeur est le
géne Phl. En neutralisant ou en éliminant ce géne par la création de lignée de blé Phl-
déficiente, il est possible d’induire des appariements et des recombinaisons entre les

chromosomes de blé et la plupart de ceux de la tribu des Triticées.

4- polymorphisme et la phylogénie des especes appartenant a la section Sitopsis et les
blés cultivés :

Les études de phylogénie et les dendrogrammes établis indiquent que parmi les especes
Sitopsis, Ae. speltoides a la plus courte distance au T.aestivum et T.turgidum. En effet,
Sasanuma et al (1996) rapportent que la distance génétique entre Ae.speltoides et le blé
tétraploide et héxaploide est similaire a celle de T.urartu au blé tétraploide et hexaploide.
Peterson et al (2006), Sallares et Brown (2004) rapportent que le génome d’Ae.speltoides
devrait étre deésigné par B non pas par S.

Tandis que I’origine des génomes A et D des blés cultivés soit irréprochable, celle du génome

B est soumise a plusieurs suppositions :

- Le génome B aurait une origine polyphylétique : Ogihara et Tsunewaki(1988) et
Miyashita et al., (1994 in Wang et al.,2007) suggérent une origine diphylétique d’un
grand nombre de tétraploides a partir de deux types différents d’Ae.speltoides avec des
contenus plasmiques différents (plasmotypes).
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De plus, une séquence specifique d’un chromosome existe seulement chez Ae.searsii et le blé
et pas dans les autres espéces du génome S, ce ci suppose que I’origine du génome B soit
polyphylétique, il est issu de recombinaison entre deux ou plusieurs especes Aegilops
diploides. (Liu et al, 2003)

Sarkar et Stebbing (1956) supposent que deux allotétraploides AX et AY, ayant chacun le
génome A, ont pu s’hybrider et dans la descendance les génomes X et Y ont pu se réarranger

pour donner naissance au génome B.

Wang et al (2007) rapportent que différentes especes diploides Aegilops ont constitué a la
formation de I’inhibiteur amylase (enzyme) chez le blé polyploide par réarragement de leurs
genes.

- Le génome B dériverait d’un autotétraploide AAAA. Cette hypothése semble peu probable
a Kerbey et Kuspira (1987 in Hamdi, 2003).

Enfin, il est a envisager que le donneur du génome B soit une espéce pas encore découverte

ou méme éteinte.

D’autre auteurs proposent Ae.searssi comme donneur potentiel du génome B, parmis eux
Feldman et Kislev (1977) qui ont expliqué qu’Ae.searssi est la seule espéce de la section
Sitopsis a occuper les mémes régions géographiques que T. turgidum et T. monococcum.

Selon Natarjan et Sarma (1974 in Fernandez-Calvin et Orellan, 1990) le C-banding indique
que la distribution de I’héterochromatine dans les chromosomes d’Ae.sharonensis est
identique a celle observée dans les chromosomes du génome B contrairement a

Ae.longissima.

En revanche, Ogihara et Tsunewaki (1982) ont rapportés que les profiles de réstriction du
DNA chloroplastique chez T.turgidum sont identiques a ceux d’Ae.longissima. Konarev (1983
in Fernandez-Calvin et Orellan, 1990) a montré que quelques albumines et gliadines
d’Ae.longissima et Ae.searsii sont identiques I’'un a I’autre mais aussi a ceux controlés par le

génome B chez le blé polyploide.
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Les études moléculaires et cytogénétiques qui ont étés conduits sur cette section ont soulignés

3 conclusions :

- Ae.speltoide est distinctivement séparée des autres especes Sitopsis.

- Ae.speltoide présente plus de similarité avec le genre Triticum (commun AABBDD, Emmer
AABB, Timopheevi AAGG).

- Ae.speltoide présente le plus haut taux de variation intraspecifique.

4-1 Variations intraspecifique :

A fin de clarifier les relations phylogénétiques des espéces de la section Sitopsis, plusieurs
études ont étés entrepris. Sasanuma et al (1996) se sont basés sur la variation existante au
niveau du DNA nucléaire par la technique RFLP" et ont révélés un haut taux de variation
intraspecifique chez Ae. speltoides par rapport aux autres especes Sitopsis.

Le niveau de polymorphisme qui a été observé chez Ae.speltoides est apparemment plus
élevé que celui reporté chez les espéces Triticum alors que les 4 autres especes Sitopsis ont
révélé plus au moins un taux similaire de variation intraspécifique a celui des especes
Triticum. Les mémes auteurs proposent deux explications possibles du haut taux de variation

intra specifique chez Ae.speltoides :

- Cette variation est due a la différence du systéme de reproduction, Ae. speltoides et
allogame alors que les autres especes Sitopsis sont autogames, et les allogames présentent
une plus grande variabilité que les autogames. Ce ci est approuvé par Goryunova et al
(2008).

- Une autre possibilité, leur temps d’origine, Ae. speltoides est la plus primitive des espéces

diploides d’Aegilops.

D’autre par, les études par RFLP du DNA chloroplastique (Ogihara et Tsunewaki, 1988 in
Sasanuma et al.,1996), et le DNA mitochondrial (Graur et al., 1989 in Haider et nabulsi,
2008) montrent que le genre Aegilops présente une variation intraspecifique plus significative
pour leur DNA moléculaire et mitochondrial alors que le DNA provenant du chloroplaste

n’expose pas tellement de divergence car ce dernier est sans doute mieux conserve.

'Restriction Fragment Lenght Polymorphism
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Ogihara et Tsunewaki (1988 in Sasanuma et al.,1996) conclurent que la majorité du DNA

chloroplastique différerait au niveau diploide et ne change pas aprés polyploidation.

Goryunova et al (2007) rapportent par analyse RAPD' du DNA nucléaire qu’Ae.speltoides est
la plus polymorphe du groupe Sitopsis. Ae.bicornis et Ae.searsii sont les moins polymorphes

et Ae.longissima, Ae.sharonenesis sont intermédiaires.

L’étude des profiles protéiques par SDS-PAGE faite par Fernandez-calvin et Orellana (1999)
affiche les mémes résultats, Ae.bicornis et Ae.searsii ne présentent pas de variabilité au
niveau de ses bandes de sous unités gluténines HPM, Ae.speltoides est la plus variable,
Ae.longissima, Ae.sharonenesis présentent une mobilité électrophorétique intermédiaire.

4-2 Relation interspecifique :

Les analyse du DNA nucléaire (Sasanuma et al., 1996), du DNA chloroplastique (Haider et
Nabulsi, 2007), et la technique RAPD (Goryunova et all, 2008), appuient Eig (1929) et
Feldman (1978) et classent les 5 espéces de la section Sitopsis en deux groupes : sous section
Truncata (comprenant Ae. speltoides = Ae.aucheri, ont des types morphologiques différents
mais sont considérées comme une méme espece) et la sous section Emarginata (comprenant

Ae. bicornis, Ae. sharonensis, Ae. longissima et Ae.searsii).

Parmi les 4 especes, Ae.searsii est trés différente des autres, elle possede une paire
chromosomique satellifere (Feldman, 1978 in Sasanuma, 1996) ayant la méme morphologie
que le chromosome Bl et B6 de T.aestivum. Tandis que les analyses moléculaires et les
comparaisons morphologiques indiquent des similarités entre Ae. bicornis, Ae. longissima et
Ae. sharonensis, il a été démontré qu’Ae. longissima differe de Ae. sharonenesis par une
translocation chromosomique des chromosomes 4 S et 7 S. (Zhang et al, 2001).

Le temps de divergence des deux sous section Sitopsis est d’environ 1.2-1.7x10° années, cette
estimation indique que la divergence des especes Emarginata peut avoir eu lieu en méme

temps que la divergence des sous sections. (Sasanuma et al.,1996)

'Random Amplification of Polymorphic DNA
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4-3 Du génome S au génome B :

Les allopolyploides dérivés d’hybridation inetr et intraspecifiques contiennent 2 ou
plusieurs génomes homologues différents, par I’hybridation et le dédoublement du matériel
génétique, I’amphiploide formé peut entrer dans un processus de spéciation qui contraint son
génome combiné a quelques changements (Leitch et Bennett, 1997) qui le rendent différent.

Des séries d’études sur les allopolyploides des Triticées et particulierement le complexe
Triticum-Aegilops ont révélé des changements et modifications génétiques (Ozkan et al.,
2001, Shaked et al., 2001 in Han et al, 2003) qui se réduise a I’élimination de petites
séquences de DNA répétées codantes ou non-codantes, par exemple, il a était prouvé qu’une
séquence de DNA répétée chez Ae. speltoides, Ae. sharonensis, Ae.longissima (les 3 donneurs
potentiels du génome B) n’est présente dans aucun blé synthétisé ayant pour parents ces
espéeces, ce ci suppose son élimination (Anamthawat-jonsson et Heslop-Harrisson, 1993 in
Han, 2005).

De plus une réduction significative dans le nombre de copie de Speltl, une famille de DNA
subtelomerique répétée qui représente 2% du génome Ae. speltoides, a été trouvée dans le blé
tetra et hexaploide naturel (T.turgidum et T. aestivum) (Pestsova et al., 1998, Salina et al.,
2004). Aussi, une famille de DNA spécifique a Ae. speltoides a été rencontré chez le blé.
(Daud et Gustafson , 1996 in Han et al. 2003).

Pour finir, une comparaison globale de la valeur G (taille du génome) entre des Triticum
polyploides synthétisés et leurs parents montre une baisse de la taille du génome.

Selon Han (2003), une affirmation de I’élimination des séquences présentes chez les ancétres
du blé n’est pas totalement acceptable tant qu’on ne connait pas exactement les parents. Mais
en utilisant I’hybridation fluorescente in situ (FISH"), il conclue que les polyploides issus du
complexe Triticum-Aegilops peuvent étre accompagnés par une élimination rapide des
séquences de DNA spécifiques aux parents. Ogihara et Tsunewaki (1988 in Haider et
Nabulsi.2008) ont observés plusieurs mutations dans le génome chloroplastique qui ont

séparés T.aestivum d’Ae.speltoides.

! Fuorescent In Situ Hybridization
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L’amplification PCR' a été utilisée afin d’obtenir des séquences informatives pour I’analyse
phylogénétique a partir des génes codants pour les gluténines de haut poids moléculaire chez
le blé, la topologie de I’arbre était compatible avec les relations postulées entre les génomes
A, B, D et G. L’origine des quatre génomes daterait d’environ 5-6.9 millions d’années tandis
que la séparation des génomes B et G se serait produite il y a 2.5-3.5 millions d’années.
(Allaby et al.,1999)

5- Les protéines du grain d’Aegilops :

Le grain d’Aegilops est comme celui du blé constitué de I’embryon, I’albumen (amande)
et la couche a aleurone. L’amande broyée est constituée de : 70%-80% de glucides, 9 a 15 %
de protéines essentiellement des protéines de réserve (Félix, 1996), 1.5%-2% de lipides et des

enzymes.

5-1 Classification :

Les premiéres études menées autour des protéines de réserves remontent au XVIII siécle
par Beccari (1745). En 1924, Osborne propose une classification devenue classique basée sur
la solubilité des protéines de réserve dans une série de solvants, les aloumines soluble dans
I’eau, les globulines solubles dans les solutions salines, les prolamines solubles dans des
melanges hydro-alcooliques, et les gluténines qui sont solubles dans des solutions basiques ou

acides.

La classification d’Osborne bien que commode par sa simplicité ne s’averent pas totalement
sélective vis-a-vis des substances non protéiques et ne les prend pas en considération.
Effectivement, les gluténines et les albumines sont associées a un taux significatif de
substances non protéiques telles que les lipides, il y aurait donc des contaminations d’une
classe protéique a un autre, la fraction la plus pure étant les gliadines (Feillet, 1965 in
Cherdouh, 1999)

Polymerase Chain Reaction
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En 1983, Bright et Shewry adoptent une classification basée sur les propriétés fonctionnelles
des protéines dans la graine, cette classification est plus appropriée que celle faite par Osborne
et les classent en deux groupes :

-protéines cytoplasmiques ou métaboliques : caractérisées par les albumines et les globulines
qui constituent 12 a 20% des protéines totales, et regroupant aussi les enzymes, les protéines
membranaires, les protéines de régulation non enzymatiques, les protéines organelles,
etc.(Lavollay, 1968 ; Bushuk et Wrighly, 1974 ; Pomeranz, 1984 in Cherdouh, 1999 ;Belitz et
Grosh ,1987 in Hamdi, 2003).

-les protéines de réserve: correspondant aux prolamines regroupant les gliadines et les
gluténines présentent dans I’aloumen (Mosse, 1968 in Amiour, 1994), les gluténines
constituent approximativement 40% des protéines totales, alors que les gliadines représentent
la fraction la plus importante avec un pourcentage d’environ 50% des protéines totales.
Shewry et al (1986 in Cherdouh, 1999) ont subdivisés cette classe en 3 groupes :

-prolamine de haut poids moléculaire.
-prolamine riche en soufre.

-prolamine pauvre en soufre.

Une autre classification basée sur la morphologie de la graine est possible ou les protéines
pourraient étre divisées en trois groupes : protéines de I’albumen, protéines de la

couche a aleurone et protéines de I’embryon.

Apres une extraction séquentielle des gluténines et gliadines et une réduction des gluténines
par le 2-mercaptoéthanol ou le dithiothreitol, la classification basée sur la mobilité
électrophorétique est la plus utilisée (Khan et Bushuk, 1979 ; Payne et Corfield, 1979 in
Cherdouh, 1999 ; Jackson et al., 1983 in Khelifi, 1991)

* Les sous unités gluténines de haut poids moléculaires (80.000-130.000 Da)
* Les sous unités gluténine de faible poids moléculaire (40.000-50.000 Da)

* Les a- gliadines PM 32.000 -36.000 Da
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* Les B- gliadines PM 37.000 -38.000 Da
* Les y- gliadines PM 38.000 -44.000 Da
* Les o- gliadines PM 69.000 -78.000 Da

Les différentes possibilités de classification sont résumeées dans le tableau 6.

Tableau 6 : Les différentes classifications des protéines.

Selon la morphologie  Selon la fonction biologique  Selon la solubilité Selon la composition
du grain chimique

Protéines de I’albumen Meétaboliquement actives/ Albumines Protéines simple
protéines cytoplasmiques
Enzymes
Protéines membranaires

Protéines complexe

" . Protéines des ribosomes . . .
Proteines de la couche a Globulines Lipo-protéines

aleurone Protéines de régulation .
Glyco-protéines

Awutres protéines

Protéines de réserve

FPM et HPM

Prolamines

Glutélines Protéines nucléaires

5-2 Le gluten:

Wieser (2006) a défini le gluten comme une masse caoutchouteuse obtenu aprés lavage
pour éliminer la majeure partie de I’amidon et d’autres composants solubles dans I’eau, il
contient 75 — 85% de protéines et 5-10% de lipide. La majeure partie de ces protéines
correspond aux prolamines, d’autres protéines sont aussi présentent en petite quantité et
peuvent avoir un impact important dans les propriétés fonctionnelles du gluten. (Kobrehal et
al, 1991 in Shewry et al ., 1996).

Le terme de gluten réféere directement aux protéines car elles sont responsables de la qualité
du blé. En effet, Shewry et al (1996) rapportent qu’elles conférent les caractéristiques de
viscosité et d’élasticité a la pate. La fraction du gluten est hautement cohésive et posséde une
combinaison de deux propriétés physiques, il est élastique mais aussi tres extensible, ces

propriétés et leurs combinaisons sont importantes pour déterminer I’utilisation du blé.

Le gluten du blé consiste en plus de 50 composants protéiques (Shewry et al, 1987) qui sont
traditionnellement classées en 2 groupes: les gliadines et les gluténines, les propriétés
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viscoélastiques sont liés a certaines composantes de ses protéines, pour simplifier, le gluten
constituerait une glue ou les gliadines jouent le réle de solvant (masse élastique) pour les
gluténines (masse visqueuse) (Wieser, 2006). Ses protéines sont caractérisées par leur
composition en acides aminés, qui est riche en glutamine et en proline et pauvre en acide

aminé chargés.

La structure du gluten est maintenue par des liaisons covalentes disulfure formant des ponts
intra et inter moléculaires entres les composantes protéiques, la structure du gluten est
maintenue aussi par des liaisons non covalentes : hydrophobes, hydrogénes et ioniques. Bien
que les liaisons non covalentes soient moins énergiques que les liaisons covalentes, elles sont
néanmoins impliquées dans I’agrégation des protéines du gluten et dans la structure de la pate
(Wieser, 2006). De plus, méme si les propriétés visco-élastique sont principalement dues aux
protéines, les interactions que peuvent avoir ses derniéres avec d’autres composants non
protéiques tels que les lipides peuvent jouer un rdle majeur dans les propriétés du gluten.
(Belton et al., 1987 in Shewry et al., 1996)

Les gliadines et gluténines sont synthétisées dans le réticulum endoplasmique et sont ensuite
déposées dans des corps protéiques, sortes de petites vacuoles ayant environ 1 micron de
diamétre. D’autres protéines sont transportées via I’appareil de golgi vers la vacuole ou elles
formeront des dépbts de protéines. (Shewry, 1999 in Anjum et al.,2007).

Au moment ou les cellules de I’aloumen se remplissent d’amidon, les corps protéiques
fusionnent puis éclatent lors de la déshydratation du grain pour former une matrice qui va
entourer d’une maniére plus ou moins continue les granules d’amidon (Parker,1980 in shewry
et al., 1996). Le role biologique des protéines du gluten est de fournir un stock d’acides

aminés nécessaires pour la germination de I’embryon.
Pour chaque céréale des noms spécifiques ont été donnés a la fraction protéique. Pour les blés

apparentés comme les blés cultivés, les prolamines sont nommeées gliadines et les glutélines

sont appelées gluténines.
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5-2-1 Les gliadines : composition en acides amines, structure et conformation

C’est la fraction protéique qui est défini par Osborne (1924) soluble dans les alcools, ils se
présentent sous forme de monoméres et ne forment que des liaisons disulfure intra
moléculaires, si les résidus cystéines sont présents (Shewry et al., 1986 ;D’ovidio et Masci,
2004). Elle constitue 30 a 50% des protéines totales, et sont caractérisées par leur teneur
élevée en résidus hydrophobes (Gly, Ala, Val, Leu et lle) et la faible quantité d’acides aminés
chargées (Lys, Arg, His, Asp et Glu). D’autres part, environ 85 a 95 % des résidus acides

glutamiques et acides aspartiques sont sous forme amidée (Ewart,1983).

Ils sont classés en 4 groupes sur la base de leur mobilité électrophoretique : a-, B-, y- et o-
gliadine selon I’ordre décroissant de leur mobilité électrophoretique. (Bietz,1979; Weiser et
al.,1987 in Hamdi, 2003).

Les études sur les sequences en acide aminés montrent que la mobilité electrophorétique ne
refléte pas toujours les relations entre les fractions protéiques et que les a- et les B- gliadines
sont joints dans un seul groupe (o/B- gliadines) (Weiser, 2006). Tatham et al.,(1990) ont
considéré que les a- et y- gliadines peuvent étre assimilées a une seule catégorie, et que

aucune différences d’ordre génétique ou structurale ne les différencient.

De nouvelles méthodes telles que la 2D' ou RP-HPLC? permettent une séparation de la
fraction gliadine en plus de cent composants. Wieser (1996) a classé les gliadines en 4 types
différents : w5-, o1,2-, o/ et y- gliadines en se basant sur la composition en acides aminés
(tableau 7)

'Elctrophorése bidimentionnelle

“Reserved Phase-Hight Performance Liquid Chromatography
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Récemment, Wieser (2006) rapporte qu’une portion mineur des gliadines sont liés aux
gluténines et apparaissent non seulement dans la fraction oligomére des gliadines soluble dans
I’alcool mais aussi dans la fraction polymeére des gluténine insolubles dans I’alcool; cette
fraction d’oligomeres est appelées : gliadine de haut poids moléculaire, gliadine agrégés ou
gluténine soluble dans I’éthanol (Shewry et al.,1983 ; Huebner et Bietz, 1993). Cette fraction
contient les o/f- et y- gliadines et des sous unités FPM liés par des ponts disulfure inter
moléculaires. Le poids moléculaire est d’environ 100 a 500 Kda.

Tableau 7 : caractérisation des types de protéines du gluten. (in Wieser, 2006)

Type PMx10° proportion® composition partielle en acide aminé (%)
(Dalton) Gin Pro Phe Tyr Gly
®5-gliadine 49-55 3-6 56 20 9 1 1
ol,2-gliadine  39-44 4-7 44 26 8 1 1
o/B-gliadine 28-35 28-33 37 16 4 3 2
y-gliadine 31-35 23-31 35 17 5 1 3
x- SG-HPM 83-88 4-9 37 13 0 6 19
y- SG-HPM 67-74 3-4 36 11 0 5 18
SG-FPM 32-39 19-25 38 13 4 1 3

& proportion par rapport aux protéines totales

Des différences dans la structure ou dans la composition en acides aminés des gliadines sont
rapportées d’une sous unité a une autre et jusqu’au sein de la méme sous unité, elles sont
principalement due a la substitution, délétion ou encore I’insertion d’un résidu acide aming,
d’ou la séparation des w-gliadines en deux groupes par Wieser (2006), les -5 gliadines ont
un poids moléculaire plus élevé que celui des ®l,2 gliadines. Les - gliadines sont
caractérisés par un haut taux de glutamine, proline et phénylalanine qui représentent ensemble

environ 80% de la composition totale en acide aminé.

La majorité des w-gliadine ne possedent pas de résidus Cystéines ni de résidus Méthionine.
Par conséquent, ils sont incapables de former des liaisons disulfures. Alors que les autres
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classes et notamment les a-gliadines sont caractérisées par une teneur plus élevée en acides
aminés basiques (Charbonnier et al., 1980). Les o/p- et y- gliadines ont un poids moléculaire
d’environ (=28.000-35.000) et leurs proportions en glutamine et proline est moins élevée que
celles des o- gliadines. (Tableau 7).

Les fractions o/f- et y- gliadines ont des poids moléculaires qui se chevauchent et présentent
une composition en acide aminé voisine par rapport aux o- gliadines (tableau 1), c’est sur
cette constatation que Shewry et al., (1986) ont classé les gliadines selon leur composition en
acides aminés, les m-gliadines appartiennent aux prolamines pauvres en soufre alors que les o-

, B- et y-gliadines appartiennent aux prolamines riches en soufre.

La structure des o- gliadines consiste principalement en des séquences répétitives riches en
glutamine et proline (Pro Gln GIn Pro Phe Pro GIn Gln). La composition en acides aminés des
a/B-, y- gliadines possédent deux domaines différents le N-terminal (section | et Il sur la

figure 2) et le C-terminal (section 111 et V sur la figure 2).

Le domaine N-terminal est unique a chaque type, il consiste principalement en des séquences
répétitives riches en glutamine, proline, phénylalanine et tyrosine (tableau 8), alors que les
domaines C-terminal des a/B-, y- gliadine sont homologues et sont caractérisés par des
séquences non-répétitives, les résidus Cystéines sont localisés uniquement sur le domaine C-

terminal et différent d’un type a un autre par leur nombre.

En effet, les a/B- gliadines possédent 6 résidus cystéines alors que les y- gliadines ont en
possedent 8. Ces résidus forment 3 et 4 chaines intramoléculaires respectivement. (Grosch et
Weiser, 1999)

La structures secondaire des domaines N-terminal des o/B- et y- gliadines est similaire a la
conformation prise par les - gliadines en coudes P (Tatham et Shewry, 1985 in
Weiser,2006), cette structure est stabilisée par les interactions hydrophobes entre les résidus
d’acides aminés aromatiques (Phe- Tyr et Trp ) et les liaisons hydrogénes se trouvant dans les

résidus glutamines. Comme la teneur en cystéine est faible (voir nulle) pour les w- gliadines,
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les liaisons disulfures ne sont pas importantes pour leurs conformation. Le domaine non-
répétitif des a/p- et y- gliadines comprend une proportion considérable de hélices a et de
feuillets f.

Tableau 8 : la composition en acide aminé des séquences N-terminal des gliadines.

Type Domaine N-terminal® Domaine C-
- terminal®
Unité de répétition nombre de répétition*
a/B- gliadines QPQPFPQQPYP! 5 fois 6 résidus Cystéines
v- gliadines QPQQPFP? plus de 16 fois 8 résidus Cystéines

* Rapporté par Weiser (2006).

& section | et 11 sur la figure 2.

® section 111 et \V sur la figure 2.

5-2-2 Les gluténines : composition en acides aminés, structure et conformation
Les gluténines sont insolubles dans les alcools et se présentent sous forme de polyméres
stabilisés par des liaisons disulfures inter moléculaires. Elles constituent prés de 30 a 40% des

protéines totales.

La réduction de ces liaisons donne des sous unités solubles dans les mélanges eau/alcool et
sont classées en deux types (Shewry et al.,1996) : les sous unités gluténines de haut poids
moléculaire SG-HPM et les sous unités gluténines de faible poids moléculaire SG-FPM, ces

dernieres sont trées complexe et leurs caractérisation reste jusqu'a présent incompleéte.

Mais selon Lew et al (1992 in Shewry et al., 1996) et Wieser (2006), il est clair que ces
composants sont trés proches des a/B-, y- et ®- gliadines (tableau 7), alors que les autres
composants peuvent formés un groupe discret de sous unité FPM, ces fractions joueraient le

role de terminateur lors de la polymérisation des gluténines.

1GIn Pro GIn Pro Phe Pro Glu Glu Pro
2GlIn Pro GIn GIn Pro Phe Pro
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La SDS-PAGE a été utilisée a fin d’étudier la composition des gluténines, les premieres
études par Bietz et Wall (1972) montrent I’existence de 2 groupes : les sous unités gluténines
de faible poids moléculaire (SG- FPM) ou le poids moléculaire se situe entre 10 et 70 Kda et
les sous unités gluténines de haut poids moléculaire(SG-HPM) avec un poids moléculaire
variant entre 80 et 130 Kda. (Khan et Bushuk, 1979; Payne et Corfield, 1979 in Cherdouh,
1999; Jackson et al, 1983 in Khelifi, 1990 ).

Cependant, I’estimation réelle calculée a partir des séquences d’acides aminés indiquent que
les SG-FPM ont un poids qui varie de 60 a 90 kDa (Anderson et al., 1988 ; Anderson et
Green, 1989 in Anjum et al., 2007)

Sur la base de leur poids moléculaires, les gluténines ont été divisées en quatre groupes : le
groupe A correspond aux SG-HPM, les groupes B et C (Payne et Corfield, 1979 in D’Ovidio
et Masci, 2004) et le groupe D découvert en électrophorese bidimensionnelle par Jackson et
al.,(1983 in Khelifi, 1990) correspondant aux SG-FPM.

Actuellement, il est supposé que le groupe D est composé de o- gliadines modifiés qui ont
acquéri un résidu Cystéine, alors que normalement les w- gliadines n’ont possédent pas ce ci
expliquerait la présence de sous unités gliadines dans les polyméres des gluténines (Masci et
al.,1993, 1999 in D’Ovidio et Masci, 2004). Comme pour le groupe D, le groupe C est
constitué de o/ B — et vy — gliadines modifiées, il est fort probable qu’elles forment une partie
de la fraction gliadine liée au polymére des gluténines, les clones des y — gliadines provenant
du blé dur et du blé tendre possedent 9 cystéines au lieu de 8 (D’Ovidio et al.,1995 ; Scheets
et Hedgcoth , 1988) alors que les a- gliadines auraient un nombre de résidu Cystéines
différent de nombre 6, identifié par Anderson et al.,(1997)

D’Ovidio et Masci (2004) présentent les sous unité gluténine de Chinese Spring par la 2-D
comment suit : groupe B (correspond au SG-FPM), groupe C (correspond aux o/ B —, y —
gliadines modifiés). Enfin, le groupe D (correspond aux - gliadines modifiés)

Selon Weiser et al., (1990) la composition des gluténines en acides aminés est voisine a celle
des ao- et y-gliadines (tableau 8). L’acide aminé le plus dominant est I’acide glutamique, sous

38



sa forme amidée (glutamine), il est a I’origine des liaisons hydrogenes qui unissent les
gluténines au polymere. (Wellner et al ,1996 in Anjum et al, 2007)

Les SG-HPM sont caractérisés par un taux élevé de proline et glycine mais faible en
phénylalanine, et lysine. Les SG-FPM ont une plus forte teneur en Cystéine que les SG-HPM,
et peuvent donc formés des ponts disulfures intra et inter moleculaires. (Figure 2)

Les SG-FPM représentent 20% du taux totale des protéines du gluten (Weiser et Kieffer,
2001), et posseédent 8 résidus cystéines (Grosch et Weiser, 1999 ; Weiser, 2003). Leur intra
structure consistent en 2 domaines N-terminal (section | sur la figure 2) et C- terminal (section
Il et V sur la figure 2), le domaine N-terminal contient des unités répétitives riches en
glutamine et proline (QQQPPFS'), le domaine C-terminal est homologue & celui des a/p- et y-
gliadine. Cette homologie mise en évidence par Kasarda et al.,(1984) indique que les genes
codant pour les gliadines et les gluténines FPM dériveraient probablement d’un géne ancestral

unique.

Les 8 cystéines sont répartis comme suit : 6 ont une position homologue a celle des a/p- et y-

gliadine et sont supposés créer des ponts disulfures intra moléculaires (figure 2).les 2 autres
cystéines sont localisées sur la section | et IV, selon Wieser (2006), ces résidus sont
incapables de former des ponts intra moléculaire probablement pour des raisons stériques. Par
conséquent, des ponts disulfures intermoléculaires avec des cystéines appartenant a
différentes protéines du gluten sont générés.

Les SG-HPM consistent en 3 domaines structuraux (figure. 2) : un domaine N-terminal non
répétitif (A) comprenant 80-150 résidus, un domaine central répétitif (B) comprenant 480-700
résidus et un domaine non-répétitif C-terminal de 42 résidus (Shewry et al, 1992 in Wieser,
2006).

1GIn GIn GIn Pro Phe Ser

39



Les domaines A et C sont caractérisées par des résidus chargés et par la présence des
cystéines. Tatham et al (1990) et Shewry et al (1989) rapportent que le domaine répétitif B est
caractérisé par un hexa et nona péptide répété sur les SG du type- y et par un tri, hexa et nona
péptide sur les SG du type- x.

Les résidus cystéines sont répartis comme suit (figure 2) : le type x posseéde 4 cystéines, 3
dans le domaine A et un dans le domaine C (Shewry et Tatham, 1997), les 2 cystéines du
domaine A sont impliquées dans des liaisons intra moléculaire et les deux restantes par des
liaisons intermoléculaires. Le type y possede 5 cystéines dans le domaine A et un dans chaque
domaine B et C. Les ponts intermoléculaires ont seulement étés trouver sur les cystéines du
domaine A qui sont liés a des SG-HPM du type y, et une cystéine du domaine B qui est reliée
a une cystéine appartenant au SG-FPM.
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Figure2 : model structural des sous unités gluténines de haut poids moléculaire SG-
HPM (d’aprés Grosch et Weiser,1999)
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Des études moléculaires ont permis de donner une image claire de la structure des SG-HPM
(Shewry et al 1989, 1997 in Anjum, 2007) (Figure. 3). Tatham et al (1985) propose un model

pour les domaines répétitifs (B) ou les coudes B- conferent au SG-HPM son élasticité

distinctive.

Contrairement au domaine central répétitif, la structure des domaines N et C-terminal est
globulaire en hélice o (Miles et al 1991 in Anjum, 2007; Shewry et al 1997).
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IR TS A i M (PR H 1) i )
Structure Spirale basée sur les coudes-f Structure
glot?ulmrc globulaire
(hélices a) (hélices a)

Figure 3 (a): Schéma représentatif de la structure des SG-HPM (d’apres Kohler et al.,1996)

Domaine
N-terminal

81-104 résidus
3-8 cystéines

Domaine répétitif
480680 residus
0-1 cystéines

Laforme liche de la
structure spirale

Domaine
C-terminal

42 résidus
1 cystéines

Figure3 (b) : structure de la sous unité gluténine de haut poids moléculiare.

Cette image représente la structure de la sous unité 1Dx5, elle a été congue par ordinateur en

utilisant des logiciels de simulation et de graphisme (Shewry et al., 1997 in Anjum,2007)
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5-3 Déterminisme génétique des gliadine et gluténine :

Due a I’'importance des protéines du gluten, des études de caractérisation, d’isolement de ses
protéines ainsi que des recherches sur leur déterminisme génetique ont été entrepris depuis les
années 70. En effet, ces recherches ont permis d’établir la localisation chromosomique des
génes codant pour les fractions du gluten. Les SG-HPM sont codés au niveau des loci Glu-1
qui est localisé sur le bras long des chromosome homéologue du croupe 1 (Al, B1, D1) (Bietz
et al., 1975 ; Payne et al., 1984, 1987). Les loci Gli-1 controlent la synthése des w-, y- et
quelques B- gliadines (Payne et al.,1982). La majorité des a-, - et quleques y- gliadines sont
codées par les loci Gli-2 positionnée sur le bras court du groupe de chromosome 6
(Metakovsky, 1991). Les SG-FPM sont synthétisés par les loci Glu-3 (Singh et Shepherd,
1988).

Le blé possede plusieurs especes apparentées appartenant au groupe des Triticées, il a été
conclue que pour toute ses espéces la méme nomenclature des génes codant pour les protéines
du gluten sont adoptées, par exemple, le locus Glu-R1 du riz (Lawrence et Shepherd, 1981 ;
De Bustos et Jouve, 2003), le locus Glu-V1 de Dasypyrum villosum (Montebove et al.,1987 ;
Blanco et al.,1991), le locus Glu-E1 de Elytrigia elongata (Dvorak et al.,1986). Hor-3 de
Hordeum vulgare (Shewry et al.,1983) ; Glu-U1 de Ae. umbellulata et Glu-C1 de Ae. caudata
(Lawrance et shepherd, 1981 ; Lieu et al.,2003) sont postulés pour étre les génes codants les
SG-HPM et sont localisés sur les chromosomes du groupe 1 correspondants a ceux du blé.
(Zhang et al.,1998)

Ce méme auteur a comparé les cartes génétiques d’Ae.longissima et Ae.sharonensis avec le
blé hexaploide et a rapporté que les génomes de ces deux espéces sont colinéaires avec le
génome D du blé héxaploide, Gli-S1, Glu-S3 et Glu-S1 sont localisé sur le chromosome S1.

Les SG-HPM sont des protéines de réserve conservées chez le blé et ses especes apparentées,
selon Sun (2006), la SDS-PAGE indique que les génes des SG-HPM chez les Aegilops sont
similaires au locus Glu-1 du blé, et qu’ils présentent aussi des genes codant pour les sous

unité de type x et y.
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1- Matériel végétal :

CHAPITRE 1l
MATERIEL ET METHODES

Notre étude est basée sur 66 espéces d’Aegilops appartenant a la section Sitopsis: 13

accessions pour Ae.bicornis, 13 pour Ae.longissima, 2 pour Ae.sharonensis, 13 pour Ae.

searsii et 25 accessions pour Ae.speltoides. Les électrophorégrammes de ses espéces ont été

comparés avec 13 témoins constitués par des blés hexaploides.

Les différentes accessions proviennent pour la plus par de régions connues, localisées

principalement au niveau du croissant fertile. Ces informations sont reportées sur le tableau 9.

La collection des 66 Aegilops provient en grande partie de I'ICARDA.

Tableau 9 : Liste de la collection des Aegilops appartenant a la section Sitopsis.

Constitution Nom latin Pays d’origine  Provenance Longitude Latitude Altitude
génomique
s° Ae.bicornis Jordanie Ma’an E35 25 N29 36 700
Ae.bicornis Egypte Marsa- E27 10 N31 21 10
Matruch
Ae.bicornis Cypreés Kyrenia E32 57 N37 17 50
Ae.bicornis Jordanie Ma’an E35 24 N29 55 900
Ae.bicornis Jordanie Ma’an E3521 N29 56 900
Ae.bicornis Egypte Marsa- E27 10 N31 20 -
Matruch
Ae.bicornis Egypte Sinaidunord E3414 N31 14 10
Kyrenia
Ae.bicornis Cypreés Limassol E32 58 N35 17 50
Ae.bicornis Cypreés Paphos E33 15 N34 47 220
Ae.bicornis Cyprés - E3238 N34 45 2
Ae.bicornis Turquie - - - -
Ae.bicornis Turquie Samagusta - - -
Ae.bicornis Cypreés E N 40
g Ae.longissima SUN Izmir E27 09 N38 26 -
Ae.longissima Palestine Jérusalem E34 58 N31 44 -
Ae.longissima Jordanie Amman E35 46 N35 46 -
Ae.longissima Jordanie Amman E35 56 N31 57 -
Ae.longissima Jordanie Zarga E36 00 N32 09 400
Ae.longissima Palestine Jérusalem E34 58 N31 44 -
Ae.longissima Palestine Hadarom E34 53 N31 01 -
Ae.longissima Palestine hamerzak E34 54 N32 14 -
Ae.longissima Palestine - - - -
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Tableau 9: Suite de la liste des Aegilops appartenant a la section Sitopsis.

Constitution Nom latin Pays Provenance Longitude Latitude Longitude
génomique d’origine

g Ae.longissima Jordanie Amman EE35 N31 893
Ae.longissima Jordanie Karak E35 47 N31 25 900
Ae.longissima Jordanie Karak E35 44 N31 08 900
Ae.longissima Jordanie Amman E35 N31 893

s Ae.searsii Jordanie Tafila E35 37 N30 40 1.600
Ae.searsii Syrie Sweida E363100 N330600 700
Ae.searsii Syrie Sweida E363550 N325745 780
Ae.searsii Syrie Sweida E363554  N325705 1.200
Ae.searsii Syrie Sweida E362400 N325100 740
Ae.searsii Syrie Damas E360532 N334013 1.180
Ae.searsii Jordanie Karak E35 42 N31 22 1.000
Ae.searsii Palestine - - -

Ae.searsii Liban Baalbek E36 10 N34 02 1.050
Ae.searsii Jordanie Irbid E35 52 N32 26 810
Ae.searsii Jordanie AtTafilah E35 38 N30 43 1.316
Ae.searsii Syrie Hama E36 51 N35 12 -
Ae.searsii Syrie Sweida E36 N32 861
Sl Ae.sharonensis Palestine - - - -
Ae.sharonensis SUN Izmir E27 04 N38 36 -

S Ae.speltoides var. Ligustica Turquie Diyarbakir E40 00 N38 03 650
Ae.speltoides var. Ligustica Syrie Alep E370157 N363118 450
Ae.speltoides var. Ligustica Iraq Ninawa E43 22 N36 10 250
Ae.speltoides var. Speltoides Liban Chouf E35 27 N33 37 850
Ae.speltoides var. Ligustica Syrie Tartous E360755 N344421 210
Ae.speltoides var. Ligustica Syrie Alhasakah E404755 N363839 340
Ae.speltoides var. Ligustica Iran Kordestan E46 09 N35 30 -
Ae.speltoides var. Ligustica Irak Ninawa E43 25 N36 23 740
Ae.speltoides var. Speltoides Syrie Alhasakah E413825 N370052 495
Ae.speltoides var. Speltoides Syrie Alhasakah E413825 N370052 495
Ae.speltoides var. Ligustica Turquie Hakkari E44 28 N37 14 1.125
Ae.speltoides var. Speltoides Turquie Hakkari E44 28 N37 14 1.125
Ae.speltoides var. Speltoides Syrie Idlib E361844 N354724 475
Ae.speltoides var. Speltoides Syrie Alep E363827 N364259 690
Ae.speltoides var. Ligustica Bulgarie Khaskovo E26 32 N41 53 190
Ae.speltoides var. Speltoides Syrie Lattakia E355941 N353814 200
Ae.speltoides var. Speltoides Turquie Diyarbakir E40 00 N38 03 650
Ae.speltoides var. Ligustica Turquie Diyarbakir E40 00 N38 03 650
Ae.speltoides var. Ligustica Turquie Gaziantep E371157 N365302 840
Ae.speltoides var. Speltoides Turquie Gaziantep E372325 N361747 740
Ae.speltoides var. Ligustica Syrie Alhasakah E410549 N370242 495
Ae.speltoides var. Speltoides Syrie Homs E365045 N345632 470
Ae.speltoides var. Ligustica Iraq Al-Sulaymania E45 03 N35 52 780
Ae.speltoides var. Ligustica Iraq Arbil E44 24 N36 30 580
Ae.speltoides var. Speltoides Iraq Arbil E44 17 N44 23 -
Ae.speltoides Syrie Alhasakah E404755 N363839 340
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2- Technique d’électrophorese :
2-1 Principe :

L’électrophorese est une technique biochimique dont le principe est de fractionner des
molécules protéique selon leur mobilité differentielle en les soumettant a un courant
électrique dans un support poreux. La migration des protéines tout au long du support est en
fonction de :

- Lataille des mailles du support électrophorétique.

- L’intensité du courant électrique.

- Latempérature de I’électrolyte.

- Lacharge, la forme et la dimension de la protéine.

2-2 Méthodes d’extraction des protéines de réserve :
L’extraction est faite a partir de la farine de deux graines d’Aegilops broyé au mortier selon la
méthode décrite par Singh et al., (1991), cette méthode est basée sur une extraction
séquentielle des protéines de réserve selon leur solubilité dans trois solutions de base.
(annexe 1)
- Solution A : constituée de 50% (v/v') de propan-1-ol.
- Solution B : faite a partir de 50 % (v/v) propan-1-ol et de Tris HCI (1 M) pH=8.
- Solution C : la solution tampon 2 % (p/v) SDS, 40 % (p/v) glycérol, 0.02% (p/v?) bleu de
bromophénol et de Tris HCI (1M) pH=8.

Une extraction des gliadines est effectuée en premier lieu, en ajoutant 1ml de solution A et en
incubant 30min & 65 °C, avec deux agitations intermédiaire toutes les 10 minutes puis une
centrifugation finale a 10 000g pendant 1min. La fraction gliadine présente dans le surnagent
est éliminée par aspiration, on introduit pour la deuxiéme fois 1ml de la solution A, on
mélange au vortex et on porte a I’étuve a 65°C pendant 30 minutes, cette fois sans vortex
intermédiaire. , puis centrifugé a 10 000 g pendant 1 minute, le surnagent est éliminé par

aspiration.

viv = volume pour volume
“plv = poids pour volume
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On réintroduit au résidu pour la troisieme fois 0,5 ml de la solution A, on porte au vortex, on
centrifuge a 10 000 g pendant 5 minutes sans étuver, cette étape constitue un lavage des
gluténines pour une élimination complete des gliadines et a fin d’évité toute contamination
des préparations ultérieures. Le résidu obtenu forme le matériel de départ de I’extraction des

gluténines (annexe 2)

En effet, elle consiste a I’introduction de 0.1 ml de la solution B1 obtenue a partir de la
solution B a la quelle on ajoute 1% d’un agent réducteur qui est le dithiothreitol (DTT), on
vortex, incube 15 min a 65 °C puis on centrifuge 5 min a 10 000g sans éliminer le surnagent.

Une avant derniére étape a pour but I’alkylation des protéines par I’ajout de 0.1 ml de solution
B2 contenant I’agent alkylant en question, le 4 vinilpyridine. On porte & incubation 15 min
sans vortex puis a centrifugation pendant 5 min a 10 000g.

Enfin, on récupere 100ul du surnagent dans un autre eppendorf dont le quel on ajoute 0.1 ml
de solution C, le mélange est ensuite agité, incubé 15 min a 65 °C puis centrifugé 2 min a
10 000g. A ce stade les gluténines sont réduites, alkylées et mélangées au SDS, reste a révéler
leurs composants (SG-HPM et SG-FPM) par SDS-PAGE.

2-3 Electrophorése des gluténines par SDS-PAGE :

La séparation des gluténines est réalisée par une électrophorése monodimensionnelle sur
gel de vertical, discontinue, en présence d’un détergent anionique SDS* suivant la méthode
Laemmli (1970) modifiée par Payne et al., (1979). Les ponts disulfures sont rompus par
I’action du DTT et les liaisons faible sont détruites par le SDS, ce ci abouti a la formation
d’un complexe SDS- protéine dénaturée, le SDS a pour but de masquer la charge des
protéines par une charge négative, il annule ainsi le fractionnement en fonction de la charge
électrique, et assure donc une séparation selon la taille, la conformation et la masse

moléculaire.

! Sodium Dodecyl sulphate

46



2-3-1 Préparation des gels :

La techniqgue SDS-PAGE nécessite la préparation de deux types de gels: un gel de
séparation a T'=12.8% et un gel de concentration a T=2.8 %. 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 Tris-HCI 1M, tamponnés a pH 8.8 pour le gel de séparation, et a pH 6.8 pour le
gel de concentration. Ces deux gels sont polymérisés en présence de catalyseurs, le Temed? et
de ’APS?®,

Le gel de séparation (separating gel) permet la séparation des protéines selon leur poids
moléculaire, alors que le gel de concentration (stacking gel) permet de stocker les impuretés et

de tasser les protéines avant leur entrer dans le gel de séparation.

On prépare le gel de séparation en premier puis on le coule entre deux plaque de verre
verticales, en laissant un vide d’environ 4 cm pour le gel de concentration, a fin de niveler la
surface du gel de séparation et de le protéger de I’air, on ajoute une fine couche de butanol. La
polymérisation s’effectue a une température ambiante pendant environ 45 minutes. Ensuite, le
gel de concentration est préparé, bien mélangé puis coulé au dessus du gel de concentration
apres avoir éliminer la couche de butanol, puis des peignes a 15 puits sont délicatement
insérés. Le gel de concentration prend en I’espace de 20 a 40 min, les peignes sont retirées
soigneusement pour ne pas détruire les puits formés, on verse le tampon (annexe 3) dans les

puits puis on procede au dépot des échantillons a raison de 20ul.

2-3-2 La migration :
Le bac supérieur qui porte les deux plaque est remplit de tampon de migration (annexe
3) a un niveau qui dépasse celui des gels, on le place dans la cuve d’électrophorése ou le bac
inferieur, remplit au paravent de solution de tampon de tel sorte que les faces inférieurs des

gels soient immergée.

! T= Mg (Acrylamide+Bisacrylamide) / 100ml de gel
2 N,N,N’,N’-tetraméthylenéthyléne diamine
¥ Ammonium PerSulfate
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La cuve d’électrophorése est maintenue a une température constante a 10°C grace a un
systeme de refroidissement. Le gel de dimension 180 x 105 x 1.5 mm est soumis a une
intensité constante de 80 mA, et une tension ne dépassant jamais le maximale de 1200 v. Les
protéines chargées négativement migrent vers I’anode et sont séparées selon leur
encombrement moléculaire. La migration est arrétée généralement une 30min apres la sortie

du front coloré.

2-3-3 Coloration et decoloration des gels :
Les gels sont recouverts de solution de coloration contenant un fixateur de protéines le
TCA' 4 60% et le bleu de coomassie R250 a 1% (p/v) (annexe3), ils sont placés en agitation
pendant 24h. Les gels sont ensuite décolorés par I’eau du robinet puis mis dans une solution
de glycérol a 10% pendant au moins 1h d’agitation. Enfin, ils sont séchés et conservés entre

deux feuilles de papier polyéthylene

2-3-4 Lecture des diagrammes :
Cette étude est basée sur une lecture phénotypique des gels qui tient compte seulement
de la position des bandes. Pour ce faire, la mobilité relative de chaque bande est calculée a
partir de la mobilité réelle (la distance parcourue par la bande entre le point d’application de
I’échantillon et la position de la bande correspondante dans le gel) et a I’aide d’une bande

témoin commune & toutes les accessions analysées, présente ici comme Chineese Spring.

'acid TriChloroAcétique
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CHAPITRE 111
RESULTATS ET DISCUSSION

La technique de Singh et al,.(1991) nous a permit d’estimer la diversité électrophoretique
des sous unités gluténines de haut poids moléculaire (SG-HPM) des accessions Aegilops
appartenant a la section Sitopsis. Cette technique basée sur une extraction séquentielle des
gluténines, suivie d'une électrophorése SDS-PAGE a pH 8,8 avec T=12.8%, révéle des bandes
claires et bien distinctes, trois groupes de bandes avec des mobilités différentes sont
démembrés : les bandes lentes correspondent aux sous unités gluténines HPM (zone A) tandis
que les bandes intermédiaires et rapides correspondent aux sous unités gluténines FPM (zone
BetC).

L’obtention de bandes bien distinctes est le résultat de I’étape de réduction suivie de
I’alkylation en utilisant le 4-vinyl pyrimidine, ce dernier va empécher les chaines peptidique

de se reliées et donc a la protéine native de se reformée.

Pour la lecture des diagrammes, nous nous sommes intéressés seulement aux sous unités
gluténines de HPM (zone A). En effet, non seulement leur variation peut étre utilisée pour
I’identification de nouveaux genes d’intérét mais aussi, I’analyse comparative des SG-HPM
peut apportée des informations additionnelles pour I’identification de I’espéce parentale
putative du génome B.

D’aprés Autran et Boudret (1975), la lecture des diagrammes consiste a relever la mobilité
relative de chacune des bandes présentées, pour tenir compte des variations de mobilités
observees entre les gels.

Les electrophoregrammes obtenus montrent que la majorité des accessions de chacune des

especes Aegilops Sitopsis sont homogeénes, sauf pour les accessions d’Ae.longissima et
Ae.speltoides.
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Pour toutes les especes analysées, la lecture consiste a faire une analyse descriptive des
diagrammes (nombre de bandes, mobilité relative, indice de similarité ect). Puis identifier les
variations intra et interspécifique existantes entre ses especes. Pour se faire les diagrammes

obtenus sont comparés avec les diagrammes de 13 blés héxaploides.

1-ldentification du polymorphisme des SG-HPM des 5 especes révélé par SDS-PAGE :
Selon Frenandez-Calvin et Orellana (1990), les loci codant les SG-HPM des especes

Aegilops appartenant a la section Sitopsis sont équivalents a celles du blé.

1-1Ae.bicornis :
La figure (4) représente les électrophorégrammes obtenus pour I’ensemble des accessions

d’Ae. bicornis analysées.

T1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 T2

2D S — Py - - S —

2
8B
2D

SG-HPM
(A)

Figure 4 : spectre électrophoretique des sous unités gluténines de haut poids moléculaire chez

I’espéce Ae.bicornis
T1(Chinese spring), 1.Ae.bicornis (Jordanie- Ma’an), 2.Ae.bicornis(Egypte-Marsa-Matruch), 3.Ae.bicornis(Cyprés-Kyrenia),
4.Ae.bicornis(Jordanie- Ma’an), 5.Ae.bicornis( Jordanie-Ma’an), 6.Ae.bicornis(Egypte), 7.Ae.bicornis(Egypte-Marsa-
Matruch), 8.Ae.bicornis( Cyprés-Limassol), 9.Ae.bicornis (Cypres- Paphas), 10.Ae.bicornis( Cypres), 11.Ae.bicornis(
Turquie), 12.Ae.bicornis( Turquie-Samagusta), 13.Ae.bicornis(Cypres)
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Les 13 accessions d’Ae.bicornis analysées montrent un profile électrophorétique constant,
formé par deux zones de mobilités électrophorétiques différentes : une zone dont la mobilité
électrophorétique est faible représentée par une seule bande dans le gel, sa mobilité dépasse
de loin la bande 2 de Chinese-Spring. La deuxiéme est plus rapide et est localisé entre les
bandes 7 et 8 du témoin.

Par analogie avec les profiles électrophoretiques des blés témoins, la sous unité dont la
mobilité est faible est probablement celle du type x-, alors que celles révélant une mobilité
rapide représentent le type y-. Selon les spectres électrophorétiques de toutes les accessions
les loci codants les SG-HPM : Glu1-S"x et Glu-1S"y, sont tout deux exprimés et ne présentent

pas de variation significative.

Fernandez-Calvin et Orellana (1990), ont rapportés les mémes résultats et expliquent que la
bande dont la mobilité électrophorétique est faible se positionne au méme niveau que la bande
2.2 du blé hexaploide (Danchi) ou la dépasse légerement. Tandis que la bande possédant une
mobilité plus rapide se situe entre les bandes 7 et 8 de la variété Danchi.

Ces mémes auteurs rapportent que le poids moléculaire des bandes du type x- se situe entre
125 et 134 KDa et celui des bandes du type y- varie entre 90 et 98 KDa. Ces mémes bandes
ont été exprimées chez d’autres especes d’Aegilops comme : Ae.longissima, Ae.sharonensis et
Ae. umbellulata. (Rodriguez-Quijano et al.,2001).

1-2 Ae.longissima :
Les résultats obtenus pour les accessions d’Ae.longissima sont présentés dans la figure (5).

On démembre 9 profiles électrophorétiques différents et I’expression des SG-HPM différe par

la présence d’une seule bande a quatre bandes (accession 6) pour les 13 accessions analysées.
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Figure 5 : spectre électrophorétique des sous unités gluténine de haut poids moléculaire chez
I’éspece Ae.longissima
T1(Chinesesprine),1.Ae.longissima(Sun- Izmir),2.Ae.longissima(Paléstine- Jérusalem),3.Ae.longissima( Jordanie-
Amman),4. Ae.longissima(Jordanie-Amman), 5.Ae.longissima( Jordanie-Zarga), 6.Ae.longissima( Palestine-
Jérusalem), 7.Ae.longissima(Paléstine-Hadarom), 8.Ae.longissima(Paléstine-Hamerzak),
9.Ae.longissima(Paléstine), 10.Ae.longissima( Jordanie-Amman), 11.Ae.longissima(Jordanie-Karak),

12.Ae.longissima(Jordanie-Karak), 13.Ae.longissima(Jordanie-Amman)

On constate que les électrophoregrammes sont plus variables, la majorité des accessions
montrent deux zones de migration, la plus faible dépasse la bande 2 de Chinese-spring.
Fernandez-Calvin et Orellana (1990) rapportent que cette zone est localisée entre 2.2 et 1 des
blés héxaploide variété Danchi et Hope, respectivement. Le poids moléculaire de cette zone
varie entre 125 Kda et 140 Kda.

Chez toutes les accessions cette zone est présentée par une seule bande a I’exception des
accessions 6 et 9 qui sont présentées par deux bandes. Alors que pour les accessions 10 a 13 la

bande est absente.

Beaucoup d’études indiquent que chez la majorité des especes diploides apparentées au blé, le
locus Glu-1, comporte deux génes étroitement liés : Glu 1-1 et Glu 1-2, le premier code pour
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une ou treés rarement deux sous unités du type X-, et le deuxiéme est responsable de
I’expression d’une sous unité du type y- (Morrisson et al., 2002). Ce ci expliquerait la
présence de deux bandes pour les SG-HPM du type x-. Leur absence au niveau des accessions
10 a 13 est probablement du au silence du locus Glu-1-1.

La zone de mobilité plus rapide est composée de deux sous unités tres proches situées entre
les bandes 7 et 8 de Chinese-spring, a I’exception des accessions 1 a 5, 9, 11 et 12 qui sont
présentées par une seule bande. Fernandez-Calvin et Orellan (1990) rapportent quelles
différes entre les bandes 7 et 12 de la variété Danchi, et ont poids moléculaire entre 80 Kda et
115 Kda.

Les deux sous unité gluténine HPM de type y- des accessions 6,7 et 8 apparaissent comme des
doublets trés proches, il a été suggéré par Holt et al.,(1981) que ces doublets sont soit les
produits d’un méme gene ou bien de deux genes dupliqués étroitement liés, cette supposition
est basée sur les résultats obtenus par la similarité des deux sous unité en électrophorese
bidimensionnelle, sur la composition en acide aminé, et sur les résultas des profiles de

digestion par les protéase (Galili et Feldman, 1985).

Levy et al., (1988) ont trouvé les mémes bandes chez des blés tétraploides et indiquent
qu’elles sont contrdlées par un seule géne, puisqu’elles sont toutes deux présentes ou toute
deux absentes. Tandis que si elles étaient contrdlées par deux génes, cela se traduirait par une
variation alléliqgue. Ces mémes auteurs expliquent que plusieurs mécanismes moléculaires
peuvent produire deux polypeptides d’'un méme gene mais Fernandez et Orellana (1990) ont

exclus cette supposition.

A partir de nos résultats on peut déduire que ces deux bandes sont contrdlées par deux genes
différents puisque les électrophorégrammes présentent une variation allélique (présence et/ou
absence de I’une des deux bandes) pour les accessions 1 a 5 et 9, 11. De plus I’accession 10
présente deux bandes bien séparées qui ne peuvent étre considéré comme des doublets.

La présence de 3 et 4 bandes de SG-HPM peut aussi étre expliquée par I’existence d’individus
hétérozygotes pour les loci qui les expriment. Par conséquent, Fernandez-Calvin et Orellana
(1990) ont soumis les plantes présentant plus de deux bandes a une autopollinisation, leur
progeénitures sont analysées par SDS-PAGE, dans tout les cas les profiles sont similaires aux
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parentaux, sauf pour les individus ayants deux sous unités de type x- ou une ségrégation a été

observée, ce ci confirme I’explication que nous avons donné pour les accessions 6 et 9.

On conclue que chez Ae.longissima il existe au moins trois génes codants les SG-HPM,
nommés: x, y et z. Ce qui approuve les travaux de Fernadez-Calvin et Orellana (1990).
Néanmoins, d’autres études génétiques doivent étre entreprises pour encore confirmer

I’hypothése.

1-3 Ae.sharonensis:
La figure 6 représente les spectres électrophorétiques des deux accessions
d’Ae.sharonensis.

2D

SG-HPM 8B !

1

Figure 6 : Spectre électrophorétique des sous nintés gluténines de haut poids moléculaires

chez Ae.sharonensis.

T1.Chinese spring, 1.Ae.sharonensis (Paléstine), 2.Ae.sharonensis (Sun-1zmir)

Notre études a porté sur seulement deux accessions d’Ae.sharonensis, on constate deux
profiles différents pour chacune des accessions méme si ils sont assez proches. En effet, les

spectres électrophoretiques présentent deux zones de mobilité différente. Type x- et type y-.
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La premiére bande de type x- dépasse largement la bande 2 du témoin Chinese spring, la
deuxieme bande de type y- se place entre les bandes 7 et 8 du méme témoin.

Fernandez-Calvin et Orellana (1990) ont étudiés un plus grand nombre d’accessions et ont
localisés la bande de faible mobilité trés prés de la bande 2.2 de la variété Danchi, comme
pour les accessions d’Ae.bicornis, Tandis que la bande ayant une mobilité rapide se situe entre
les bandes 7 et 8 de la variété Danchi, son poids moléculaire varie entre 95 a 100 Kda. Ils ont
également trouvés des profiles similaires a ceux de Ae.longissima et conclurent donc que

Ae.sharonensis posséde au moins 3 genes codants les SG-HPM.

1-4 Ae.searsii :
Les profiles électrophore tiques obtenus des 13 accessions d’Ae.searsii sont présentent
dans la figure 7.

T1L 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

I

|

I

I

!

u
||

Figure 7 : Spectre électrophoretique des SG-HPM chez Ae.searsii
T1.Chinese spring, 1.Ae.searsii(Jordanie-Tafila), 2.Ae.searsii(Syrie-Sweida).3.Ae.searsii (Syrie-
Sweida).4.Ae.searsii(Syrie-sweida). 5Ae.searsii(Syrie-sweida).6.Ae.searsii(Syrie-Damas). 7.Ae.searsii(Jordanie-
Karak). 8.Ae.searsii(Paléstine). 9.Ae.searsii(Liban-Baalbek). 10.Ae.searsii(Jordanie-Irbid).

11.Ae.searsii(Jordanie-At Tafila) . 12.Ae.searsii(Syrie-Hama). 13.Ae.searsii(Syrie-Sweida)
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Les accessions affichent des spectres électrophoretique assez variants. En effet,
contrairement aux électrogrammes obtenus par Feranande-Calvin et Orellana (1990) et Sun et
al.,(2006) qui n’ont révélés aucune hétérogénéité chez les SG-HPM et ont indiqués que les
deux sous unité sont exprimées chez toutes les accessions étudiées, nous avons démembrés 3
profiles électrophorétiques : des accessions présentants deux sous unités différentes mais qui
néanmoins sont proches (1 a 6, 8, 11 et 12), des profiles totalement différents puisque I’'une
des sous unités sont absentes (7, 9, 10). Enfin, I’accession 13 ou les deux sous unités sont
absente.

On enregistre des profiles SG-HPM parfaitement identiques au niveau : les accessions (1 et
11), les accessions (2, 8 et 12), les accessions (3 et 4), les accessions (7 et 10) tandis que les
accessions 9 et 13 affichent des profiles unique et différents.

La présence ou absence d’une ou des deux bandes gluténine est due au silence de I’'un des
genes codants pour les SG-HPM, Glu-1S°x ou Glu-1S° ou méme les deux, comme il a été
noté pour I’accession 13.

On constate qu’Ae.searsii présente un polymorphisme intra spécifique plus au moins
important, pour des accessions ayant la méme origine : Ae.searsii (Syrie-sweida) profile 2, 3,
4 et 13. Cette variation intra spécifiques interpopulation peut relever du concept d'adaptation.
En d’autres mots le polymorphisme intra spécifique est déterminé par une interaction entre

génotypes et milieu.

La zone de mobilité électrphorétique faible qui représente le type x- est localisée entre les
bandes 7 et 2 de Chinese spring, alors que la zone de mobilité plus rapide se trouve au niveau
des bandes 8 et 7 du méme témoin.

Fernandez-Calvin et Orellana (1990) ont rapportés que la bande de type x- est positionnée
entre les bandes 6 et 7 des variétés Hope et Danchi, respectivement. La bande du type y- est
localisée entre les bandes 7 et 8 de Danchi, les poids moléculaire des deux sous unités varient
entre 95 Kda et 115 Kda.
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1-5 Ae.speltoides :
Les profiles électrophorétiques des 25 accessions d’Ae.speltoides sont présentent dans la

figure 8.
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Figure 8 : Spectre électrophorétiques des SG-HPM chez Ae.speltoide

T1.Chinese spring, 1.Ae.speltoides(Turquie-Diyarbakir), 2.Ae.speltoides(Syrie-Alep), 3.Ae.speltoides(Irag-
Ninawa), 4.Ae.speltoides(Liban-Chouf), 5.Ae.speltoides(Syrie-Tartous), 6.Ae.speltoides(Syrie-
AlHasakah),7.Ae.speltoides(Iran-Kordestan), 8.Ae.speltoides(Irag-Ninawa), 9.Ae.speltoides(Syrie-AlHasakah),
10 Ae.speltoides(Turquie-Halkari.), 11. Ae.speltoides(Turquie-Halkari),12 Ae.speltoides(Syrie-ldlib). 13
Ae.speltoides (Syrie-Alep).

On remarque que I’espece Ae.speltoides présente le profile électrophorétique le plus
variable des espéces Aegilops appartenant a la section Sitopsis. En effet, un nombre élevé de
profile formé par différentes sous unités a été trouvé, et aucune zone de mobilité électrophore
tique spécifique ne peut étre identifiée. Cependant les bandes des SG-HPM sont localisés

entre la bande 8 et dépassent la bande 2 de Chinese spring.
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Fernandez-Calvin et Orellana (1990) ont obtenu les mémes résultats, ils ont rapportés que les
bandes des SG-HPM des accessions Ae.speltoides varient entre les bandes 1 et 10 du blé

héxaploide Hope avec un poids moléculaire allant de 90 Kda a 125 Kda.

T1 14 15 16 17 18 T1 19 20 21 T1 22 23 24 25 T2
~..2D « s
7B — 2D
2D - 8B —
—— 12D
F — = T — — A
v B i
= - —
—
o = —

Figure 8 (suite): Spectre électrophoretiques des SG-HPM chez Ae.speltoide
T1.Chinese spring, 14.Ae.speltoides (Bulgarie-Khaskovo),15.Ae.speltoides(Syrie-
Lattakia),16.Ae.speltoides(Turquie-Diyarbakir,17.Ae.speltoides(Turquie-Diarbakir), 18.Ae.speltoides(Turquie-
Gaziantep), 19.Ae.speltoides(Turquie-Gaziantep), 20.Ae.speltoides(Syrie-AlHasakah, 21.Ae.speltoides(Syrie-
Homs), 22.Ae.speltoides(Irag-ElSulaymania), 23.Ae.speltoides(Irag-Arbil), 24.Ae.speltoides(Irag-Arbil),
25.Ae.speltoides(Syrie-AlHasakah). T2.blé tender: Vilmorin.

Les profiles des SG-HPM chez les accessions d’Ae.speltoides varient de la présence
d’une seule bande a quatre bandes. Cette variabilité peut etre expliquée par le systeme de
reproduction. En effet, parmi toutes les espéces Aegilops section Sitopsis, Ae.speltoides est la
seule qui se reproduit par allogamie. En d’autres termes, la fécondation croisée entre deux
individus distincts appartenant a la méme espéce AA et BB donnera des individus présentant
de nouvelles combinaisons alléliques AB. L’allogamie installée dans une population

encouragera d’autant plus la variation génétique mais aussi I’hétérozygotie.
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On peut supposer que cette variabilité est due au temps d’origine de I’espece Ae.speltoides qui
selon plusieurs auteurs est la plus primitive, en d’autres mots il n’y a pas eu de changement ou
réarrangement important au niveau de son génome et donc elle garde un potentiel important

de variabilité.

2- Indice de similarité des diagrammes des 5 éspeces :

Pour quantifier la ressemblance (ou la dissemblance) des différentes accessions d’une
espece et entre des espéces différentes, nous avons calculé un indice de similarité (ou de
dissemblance) inspiré de Didio, Kaltsikes et Lerier (1969)

L’indice de similarité (IRS) est calculé en rapportant I’indice de similarité absolue (1AS) au

nombre total des composants présents dans les diagrammes des accessions comparées.

L’IAS présente I’ensemble des bandes qui ne sont pas significativement différents entres les
deux diagrammes. On considere q’une bande n’est pas significativement différente d’une
autre lorsqu’elles sont de méme mobilité et/ou qu’elles ne se distinguent pas par au moins

deux classe de concentration.

IRS=1AS/Nx 100

-Calcul des indices de similarité :
Les valeurs des IRS calculées sont regroupées dans le tableau 10, on observe des indices
de similarité variant entre 0 et 100%.

Les accessions présentant de nombreuses différences dans leurs diagrammes se traduisent par
des valeurs IRS faibles, alors que celles ayant beaucoup d’analogie se présentent avec des

indices élevés.

D’une maniére générale, on remarque que les IRS sont élevé pour les diagrammes des
accessions Ae.bicornis. En effet, les diagrammes montrent une homogénéité presque compléte
pour les SG-HPM.

Ae.speltoides étant I’espéce la plus variable, on retrouve des indices de similarité assez élevé
entre ses accessions et celles des 4 autres especes. En d’autres termes, pour chaque espece il
existe au moins 2 accessions ayants des ressemblances avec les diagrammes d’Ae.speltoides.
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Tableau 10 : Indice de similarité de quelques especes Aegilops Sitopsis analysées
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Les espéces de la section Sitopsis peuvent étre groupé en 3 groupes : Ae.speltoides comme
étant le groupe le plus polymorphe avec des IRS variant entre O pour des accession totalement
différente et 100% pour des accessions identiques (exemple : 64, 65 et 66), Ae.bicornis le
moins polymorphe possédant des IRS trés élevé entre ses accessions, Ae.longissima et

Ae.searssii comme groupe intermédiaire.

3- La variation interspécifique et relation avec le blé :
Les électrophoréegrammes des différents blés héxaploides témoins sont représentés sur la

figure 9.

Figure 9 : Specte electrophoretique des SG-HPM des blés tendre témoins

T1.Chinese spring, 1(Rempart), 2(Recital), 3(Darius), 4(Brimstone), 5(Clement), 6(Democrate), 7(Copain),
8(Renan), 9(Soissons), 10(Sapo), 11(Hybride de Bersee), 12(Rempart)
La localisation du génome B est indiquée par des points noirs
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La comparaison entre les profiles électrophoretique trouvées chez les 5 especes de la
section Sitopsis indiquent qu’Ae.bicornis peut étre exclue comme donneur du génome B des
blés polyploides. Cette espéce présente un profile trés constant et une localisation de bande de
type x- dépassant celles de Chinese spring et se situant au niveau de la bande 2.2 de du blé
hexaploide Danchi (Fernandez-Calvin et Orellana, 1990)

De plus la persistance d’un profile constant n’est pas en accord avec la variabilité des SG-

HPM rencontrée chez le génome B.

Ae.longissima montre un profile plus variable a celui d’Ae.bicornis, mais la majorité des
bandes ont une mobilité dépassant la bande 2 de Chinese spring et similaire a la bande 2.2 de
Danchi d’aprés Fernandez-Calvin et Orellana (1990). Par ailleurs, il est clair que
Ae.longissima posséde 3 génes pour les SG-HPM alors que le génome B n’en posséde que
deux (Payne et al., 1982). Cependant, on ne peut exclure Ae.longissima comme donneur du
génome B car des accessions avec des alléles nuls (accessions 10 a 13, figure 5) peuvent étre
impliqués dans I’évolution du génome B, comme il a été démontré pour le génome A de

T.monococcum (Waines et Payne, 1987)

Le peu d’individus d’Ae.sharonensis étudiées nous empéche de donner une conclusion
globale pour cette espece. Cela dit, Fernandez-Calvin et Orellana (1990) ont rapportés des
résultats similaires a ceux obtenus pour I’espéce Ae.longissima, et on conclue que méme si il
y a 3 génes codants les SG-HPM, elle peut étre a I’origine du génome B si des alléles nuls

entre en jeux.

Les SG-HPM observés chez Ae.searsii sont assez variable et ils ont une mobilité
électrophorétique trés proche des SG- HPM observée au niveau du génome B chez les blés
témoins. En effet, elles se localisent entre les bandes Glu-B7 et Glu-D2 de Chines spring.
Fernandez-Calvin et Orellana (1990) les ont localisés entre la bande Glu- B5 et Glu-D10 de la
variété héxaploide Hope. Cependant, la variabilité présente chez cette espece n’englobe pas

celle trouvée au niveau du génome B.

Ae.speltoides est I’espéce la plus variable dans cette étude et présente un profile
électrophorétique qui se démarque des autres especes, les électrophoregrammes sont
constitués de bandes différentes par leur nombre et leur positionnement. Selon Ferandez-
Calvin et Orellana (1990), Il y a un grand nombre d’individus dont la mobilité
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électrophorétique des SG-HPM est proche de celles du génome B, et sa grande variabilité

pourrait expliquer celle trouvée chez le génome B des blés polyploides.

En effet, les mémes auteurs on comparé les bandes des HPM chez Ae.speltoide avec celles
représentant le génome B est on trouvé un pourcentage de 55.13% de similarité entre les SG-
HPM qui possédent la méme mobilité électrophorétique du génome B des blés témoins

utilisées lors de cette étude. Et un pourcentage de 46.55% pour Ae.longissima.

Dans notre étude, sur les 67 bandes exprimées par Ae.speltoides, on dénombre 25 sous unité
ayant une mobilité similaire a celle du génome B des blés héxaploides, soit 37.31% de
similarité. Parmi les 27 bandes observées chez Ae.longissima, seulement 9 d’entre elles ont
une mobilité similaire a celle trouvée chez les sous unités du génome B, soit un pourcentage
de 33.33%.

Ce faible pourcentage peut étre expliqué par la faible variabilité des sous unité gluténine HPM
du génome B des blés témoins utilisés dans notre étude, puisque les diagrammes ne reflétent
pas toute la variabilité génétique du génome B. contrairement aux témoins utilisés par
Fernadez-Calvin et Orellana(1990).

Probablement, la mobilité d’une autre sous unité codé par le chromosome B peut coincider
avec la mobilité d’une quelconque autre sous unité d’Ae.speltoides a cause du haut taux de
polymorphisme qu’elle présente.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVE

Ce travail de recherche avait pour objectif d’analyser la diversité des sous unités gluténines de

haut poids moléculaire existante au sein des espéces Aegilops de la section Sitopsis et leur

implication dans I’origine du génome B.

La technique de Singh et al.,(1991) nous a fourni des diagrammes claires et distints, elle nous

a permit :

De distinguer trois groupes de variabilité différente chez la section Sitopsis. En effet,
I’espéce Ae.speltoides a affiché des profiles électrophorétique de grande variabilité,
alors que I’espéce Ae.bicornis a affiché une homogénéité pour toutes ses accessions.
Ae.longissima et Ae.searsii constituant le groupe intermédiaire avec néanmoins un

degre de variabilité plus élevée chez la premiére espéce.

D’apprécier la diversité des sous unités gluténine HPM chez les espéces Ae.longissima
et Ae.speltoides qui présentent un polymorphisme assez important pour chaque espéce.
Nous avons déduit qu’il existé au moins 3 génes actifs codant les sous unités
gluténines HPM chez le génome S d’Ae.longissima, nommés : X, y et z.

Les nouvelles variations trouvées chez les espéces Aegilops étudiées peuvent jouer un
role dans I’amélioration de la qualité technologique du blé, par le transfert de
nouvelles sous unités et/ou augmenter le nombre de ces dernieres en utilisant

Ae.speltoides, Ae.longissima ou 3 genes sont exprimeés.

D’appuyer les suppositions émises sur I’origine du génome B du blé polyploide, et
présenter Ae.speltoides comme le donneur le plus plausible, il est clair que le donneur
du génome B doit &tre une espéce ayant une variabilité de sous unités HPM aussi
importante que celles présentent & son niveau. Toutefois, on ne peut exclure

Ae.longissima, Ae.sharonensis et Ae.searssi.

Cette étude sur le polymorphisme des sous unités gluténines de haut poids moléculaire des

espéeces de la section Sitopsis a déja été conduite mais aucune n’a affiché une telle variabilité.
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Les résultats doivent étre confirmés par I’analyse d’une collection beaucoup plus importante
et d’autres études approfondis doivent étre entrepris pour affirmer I’hypothese du donneur du

génome B.
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Annexe 1

Solutions utilisées dans I'extraction des gluténines

Solution A

Propanol-1 50 mi
Eau distillée qsp100 ml

Solution B (conservation environ 2 semaines, a 4°C°)

Propanol-1 10 ml
Tris HCI 1M pH 8 1.6 ml
Eau distillée qsp20 mi

Solution B1 (a préparer ex temporairement)

Solution B 7mi

Dithiotreithol 70 mg

Solution B2 (a préparer ex temporairement)

Solution B 7 ml
4-vinyl-pyridine 98 ul

Solution C (conservation environ 2 semaines, a 4°C°)

SDS

0.2¢g
Glycérol 4 ml
Bleu de bromophénol 2ml
Tris HCI 1M pH 8 0.8 ml
Eau distillée qsp10 ml
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ANNEXE 2

Extraction des gluténines HPM, FPM et ®-gliadines
D’apreés Singh, Shepherd et Cornish, 1991. Journal of cereal science.14 :203-208

Farine d’un grain entler broyé au mortier

- introduire 1 ml de la solution A

- vortexer

- étuver 30 minutes a 65°C avec deux vortex intermédiaires
- centrifuger 1 minute a 10 000 g

v
éliminer le surnagent

introduire 1 ml de la solution A
vortexer

pendant une nuit & 65°C

étuver 30 minutes a 65°C
centrifuger 1 minute a 10 000 g
éliminer le surnagent

!

introduire 0,5 ml de la solution A
vortexer

centrifuger 5 minutes 210 000 g
éliminer le surnagent par aspiration

introduire 0,1 ml de la solution B1
vortexer

incuber 30 minutes a 65 °C
centrifuger 5 minutes a 10 000 g

|

additionner 0,1 ml de la solution B2
incuber 15 minutes a 65 °C
centrifuger 2 minutes a 10 000 g

|

prélever 0,1 ml du surnagent
additionner 0,1 ml de la solution C
vortexer

incuber 15 minutes a 65°C
centrifuger 2 minutes a 10 000 g

|

Révélation des gluténines HPM et FPM
sur SDS-PAGE

v
- récupérer le surnagent

- évaporation du surnagent

- reprendre le résidu sec avec

0,2 ml de la solution C

v

Révélation des -gliadine

sur SDS-PAGE
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Solutions pour la préparation des gels

Solution mere d'acrylamide a 35%
Acrylamide
Eau distillée

Solution mere de bisacrylamide a 2%
Bisacrylamide
Eau distillée

Solution stock de SDS a 10%
Sodium Dodécyl Sulfate

Eau distillée

Solution d'APS (Ammonium PerSulfate) a 1%

APS

Eau distillée

Tampon Tris HCI pH 8.8

Tris (hydroxyméthyl aminomethan)

Eau distillée

Ajuster a pH 8.8 avec du HCI fumant

Eau distillée

Tampon Tris HCI pH 6.8

Tris (hydroxyméthyl aminomethan)

Eau distillée

Ajuster a pH 8.8 avec du HCI fumant

Eau distillée

ANNEXE 3

(a préparer avec gants et masque)
359
100 ml

(a préparer avec gants et masque)

29
100 ml

109
100 ml

(& préparer extemporairement)
0.1g
10 ml

(a préparer sous la hotte, avec gants et masque)

60.579
qsp400 ml

8a10ml
gsp500 mi

(a préparer sous la hotte, avec gants et masque)

30.285¢
qsp200 ml

19.5 ml
qsp250 ml
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Tampon d'électrophorése

Glycine 70.55¢
Tris (hydroxyméthyl aminomethan) 15¢
SDS 59
Eau distillée qsp5000 ml

Solution de coloration (pour deux gels)

TCA 60% 100 ml
Solution mere de Bleu de Coomassie R250 25 ml
Eau distillée qsp 500 ml

Solution mere de bleu de Coomassie R250

Bleu de Coomassie R250 10g
Ethanol 95° gsp 1000 mi

NB. L'éthanol doit &tre mis en agitation dans I'éprouvette, avec un barreau aimanté. Le bleu

de Coomassie ets ensuite ajouté (sinon le bleu prend en masse au fond du contenant).
Laisser en agitation au moins deux heures, puis filtrer la solution.
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VARIATION DES SOUS UNITES GLUTENINES DE HAUT POIDS MOLECULAIRE
CHEZ LES ESPECES Aegilops APPARTENANT A LA SECTION Sitopsis

Résumé :

Cette etude est basée sur la variation des sous unités glutenines de haut poids moléculaire
HPM de 66 accessions d’Aegilops appartenants a la sélection Sitopsis, nommé : Ae.bicornis,
Ae.longissima, Ae.sharonensis, Ae.seassii et Ae.speltoides, en utilisant I’électrophorese
monodimensionnelle.

La présence de 3 bandes de SG-HPH chez Ae.longissima est serment due a I’existence d’au
moins 3 génes codant les SG-HPM du génome B chez les Aegilops.

La technique SDS-PAGE nous a permit d’estimer une grande variabilité génétique des SG-
HPM chez Ae.speltoides. Ces résultats peuvent étre utilisés dans I’amélioration de la qualité
technologique du blé cultivé.

A partir de la comparaison des profiles gluténines obtenus chez les espéces analysées et ceux
observés chez le génome B des blés tendre. Il est peu probable que Ae.bicornis et Ae.

longissima soient le donneur du génome B, contrairement a Ae.Speltoides .

Mots clés :
Aegilops Sitopsis, blé, protéines, diversité, électrophorése
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HIGH MOLECULAR WEIGHT GLUTENIN SUBUNIT VARIATION IN THE Sitopsis
SECTION OF Aegilops

Abstract:

This study is based on the variation of subunits glutenin high molecular weight HPM of
66 accessions of Aegilops belonging to the section Sitopsis, colled: Ae.bicornis,
Ae.longissima, Ae.sharonensis, Ae.seassii and Ae.speltoides, using monodimensionnel
electrophoresis.
The presence of 3 glutenin bands in several accessions of Ae.longissima seems to be evidence

for the existance of at least 3 genes encoding the SG-HPM in the genome S of Aegilops.

The technic of SDS-PAGE has permitted us to estimate a high genetic variability of SG-HPM
in Ae.speltoides. These results can be used in improving the technological quality of wheat.

From the comparison between the glutenin patterns found in the species analyzed and those
band observed for the B genome of hexaploid wheat, it can be concluded that Ae.bicornis and

Ae.longissima are unlikely donors of the B genome.

Key words:
Aegilops Sitopsis, wheat, proteins, diversity, electrophoresis.
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