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2esumeé

La connaissance des caractéres physiologiques, biochimiques et agronomiques impliqués dans les
processus d’ adaptation des plantes aux contraintes abiotiques constitue une étape décisive de lutte contre la
sécheresse. Quarante variétés de blé dur (Triticum durum ) de diverses origines ont été utilisées dans cette
étude. Avec trois expérimentations ; un essai en condition semi contrdlées, un essai au champs et un essai
en chambre de culture contrdlée, avec pour chagque expérimentation, des conditions stressantes ( déficit
hydrique ou pluviales) et irrigué .

Dans le premier essai plusieurs parameétres physiologiques ont été étudiés; sur six variétés de blé
dur . Cependant le deuxieme a éé conduit au champ afin de comparer la production et la
performance des variétés étudiés dans les conditions de cultures, plusieurs mesures ont été réalisées au
cours du développement de la plante ; les caractéres phénologiques ,physiologiques tel que I'état hydrique
de la plante (TRE et RWL) et le potentiel osmotique; les paramétres morphologiques ainsi que le
rendement et ses composantes. Une troisiéme expérimentation a été menée dans cette étude afin de
déterminer les bases génétiques de la variation phénotypique par une étude d'association entre les traits
agronomiques estimés au champ sur quarante variétés de blé dur présentant des comportement contrastés
vis-a-vis a la contrainte hydrique. Cette approche analysent I'association statistique entre la variation
phénotypique et le polymorphisme génétique a I'aide de marqueurs moléculaires de type SSR (Simple
Sequence Repeat ) .

Les résultats obtenus révélent des différences variétales hautement significatives pour I’ ensemble
des parametres mesurés. Les observations enregistrées montrent que le déficit hydrique provoque, chez
toutes les variétés, une diminution progressive du taux de la chlorophylle et une augmentation de la
résistance stomatique ce qui se traduit par une chute de I’ activité photosynthétique et par conséquent une
diminution de la production de la matiére séche. Cependant, sous les mémes condition de stress hydrique,
les variétés introduites présentent de bonne capacité d’ adaptions comparé au variétés locales. Néanmoins la
variété (Beliouni) reste la variété la plus productive comparée aux autres variétés locales. Dans les
conditions de ce travail, des corrélations positives sont notées entre la photosynthése nette et la production
de la matiére seche. Ainsi qu'un effet significatif stress et genotype a été revélé pour le deuxiéme ,
nos résultats montrent que le manque d'eau induit une diminution de lateneur relative en eau TRE et du
potentiel osmotique (Po) de toutes les variétés, qui a été gjusté par une accumulation des sucres solubles et
de la proline. Cette accumulation des osmoticums était trés importante, est tres bien marquée chez les
variétés stressées, pour les gluténines, on a observé qu'il y a une dissimilarité dans la masse molaire entre
la majorité des HPMS des variétés stressées et non stressées, cependant La réponse des différents
paramétres exprime des comportements particuliers propres a chaque variété. Concernant |'approche
moléculaire et |'association génétique entre variation phénotypique et génotypique. Les résultats de cette
partie ont montré que les caractéres phénotypiques présentent une variation hautement significative,
révélée par une analyse en composantes principales, décrivant 74% de variation totale présenté par deux
axes CP1 et CP2 ; ainsi qu'une classification hierachique (Cluster) et une analyse factorielle discriminante
(AFD ) ont été obtenus montrant la répartition des génotypes selon leurs variation phénotypique, en se
basant sur leurs provenances . Pour I'analyse d'association, les résultats montrent que les marqueurs utilisés
sont significativement associés avec les traits étudiés. La majorité des marqueurs significativement associés
avec les traits étudiés, sont localisés sur le chromosome 4B .Concernant le rendement, trois significatives
marqueurs SSR ont été détectés respectivement associés : (WMS149 (p<0.01), WMS30_2) (p<0.05),
WMC177_2 (p<0.05) avec respectivement 68.94%, 99.46% et 49.74% de variation phénotypique,
localisés sur le chromosome 4B, 3A et 2A. auss, I'hypothese d'association des SSR avec la date
d'épiaison a été testé par le GLM (General Linear Model) , deux marqueurs SSR ont été détectés
significativement associésil sagit de: (WMS6 ( p<0.01) localisé sur le chromosome 4B , avec 96.84 % de
variation phénotypique ,et WMC445(p<0.05) localisé sur le chromosome 5A avec 32.46% de variation
phénotypique. Nos résultats aussi révélent une diversité allélique importante se caractérisant par des valeurs
du contenu informatif du polymorphisme (PIC) assez élevées; la vaeur moyenne obtenue pour
I’ensemble des amorces est de 74%, Les plus grandes sont obtenues par les microsatellites WMC177 et
WMC78 avec (94 % et 93%) respectivement et en accord avec le nombre important d’ alléles detectés
chez ses marqueurs, ceci consolide et justifie le choix d' utiliser ces amorces pour analyser nos variétés de
blé dur.

Mots clés : Triticum durum Desf, stress hydrique, adaptation, Photosynthése nette, WUE,
R. stomatique TRE, , osmolytes, génétique d'association , SSR et PIC.



Abstract

Knowledge of the physiological characteristics, biochemical and agronomic processes
involved in plant adaptation to abiotic stresses is a milestone in fight against drought. Forty varieties
of wheat (Triticum durum) from various sources were used in this study. With three experiments, a
semi-controlled test conditions, afield test and a controlled test in growth room, with each experiment,
stressful conditions (rain or water deficit) and irrigated.

Inthefirst trial several physiological parameters were studied on six varieties of durum wheat.
However, the second trial was conducted in order to compare field production and performance of
varieties studied in culture conditions, several measurements were made during development of the
plant phenological traits, physiologica such as water status of the plant (RWC and RWL) and
osmotic potential, morphological parameters and yield and its components. A third experiment was
conducted in this study to determine the genetic basis of phenotypic variation. This approach analyzes
the statistical association between phenotypic variation and genetic polymorphism using molecular
markers like SSR (Simple Sequence Repeat).

The results show highly significant genotypic differences for all measured parameters. The
recorded observations show that water deficit causes, in all varieties, a progressive decrease of
chlorophyll and increased stomatal resistance resulting in a decrease in photosynthetic activity and
consequently a decrease in production of dry matter. However, under the same conditions of water
stress, introduced varieties have good ability to adaptations compared to local varieties. Nevertheless
the variety (Beliouni) is the variety most productive compared to other local varieties. Positive
correlations were observed between net photosynthesis and production of dry matter. And a significant
effect stress and genotype was revealed in the second test, our results show that the water deficit
causes a decrease in the relative water content and osmotic potential TRE (Po) of all varieties, which
was adjusted by an accumulation of soluble sugars and proline. This accumulation of osmoticums was
very important, very well marked among varieties under stress. Concerning the molecular approach
and the genetic association between genotypic and phenotypic variation. The results of this section
have shown that phenotypic variation are highly significant, as revealed by a principa component
analysis, describing 74% of total variation introduced by two axes; CP1 and CP2. The hierarchical
classification (cluster)show the distribution of genotypes according to their phenotypic variation,
based on their origins. For association analysis, the results show that the markers used are significantly
associated with the traits studied. The mgjority of these studied markers were significantly associated
with the traits studied , located on chromosome 4B. For productivity , three significant SSR markers
were detected respectively associated: (WMS149 (p <0.01), WMS30_2) (p <0.05), WMC177 2 (p
<0.05) respectively with 68.94%, 99.46% and 49.74% of phenotypic variation, located on
chromosome 4B, 3A and 2A. Also, the hypothesis of association of SSR with heading date (HD) was
tested by the GLM (General Linear Model), two SSR markers were found significantly associated
with HD they are: (WMS6 (p <0.01) located on chromosome 4B, with 96.84% of phenotypic
variation, and WMC445 (p <0.05) on chromosome 5A with 32.46% of phenotypic variation.

Our results also revea a significant alelic diversity is characterized by high values of
polymorphism information content (PIC), the mean value obtained for all primers was 74%, the
highest ones were obtained for WMC177 and WMC78 markers with (94% and 93%), respectively,
this is in agreement with the large number of aleles detected by these markers, these results
reinforces and justify the choice to use these primers association analysis in our durum whest
varieties.

Key words: Triticum durum Desf, water deficit , adaptation, Net Photosynthesis, WUE,
R. stomatal, RWC, , osmolytes, association genetic, SSR and PIC.
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INTRODUCTION

nteoduction

L’évolution du climat est marquée par des changements importants au niveau
planétaire. Parmi ces changements, on note la variation de la température et de la
pluviométrie. La fin du siécle passé a connu une augmentation de température de I’ ordre de
0.2° C par décade (Hansen et al. 2006). Ces changements ont été liés en grande partie aux
activités humaines dont I'émission de gaz a effet de serres (Groupe dexperts
intergouvernemental sur I'évolution du climat, GIEC 2007). la vitesse moyenne du
réchauffement de |’ atmosphere, au cours des cent derniéres années, est de 0,74 °C/siecle . Ces
changements vont se poursuivre et les conclusions du Groupe d’ experts Intergouvernemental
sur I’ Evolution du Climat (GIEC), exposées dans son 4éme rapport publié en 2007 ne laissent
plus de doute quant au sens de cette évolution alant vers un réchauffement qui pourrait étre
comprisentre +1,4 a+6,4°C d’ici 2100. Par conséquent la production des cultures pluviales et
particulierement les céréales sera variable au cours des années.

En Algérie, la sécurité alimentaire des populations dépend en tres grande partie de
céréales dont principalement le blé. La culture du blé dépend essentiellement de la
pluviométrie naturelle.  La production du blé est cependant tres fortement tributaire des
variations climatiques locales et interannuelles. Au vu des prévisions et des incertitudes sur
I’évolution future du climat, la compréhension des caractéres biologiques complexes qui
déterminent |’ adaptation du blé au climat, est une perspective intéressante, qui pourrait
contribuer a la gestion de I'impact du changement climatique. Plusieurs parametres qu’ils
soient physiologiques (photosynthese, conductance stomatique, teneur en chlorophylle,
potentiel hydrique, etc.), biochimiques, ou agronomiques sont utilisés comme des indicateurs
pour éucider I’ effet d’ un stress hydrique et I’ é&tat physiologique de la plante.

Bien que la sélection classique des céréales, ait obtenu des résultats encourageants
elle ne parvient plus aujourd hui a évoluer aussi rapidement. L’amélioration du blé porte
maintenant sur des caractéres trés complexes, présentant en majorité une distribution continue
( Maccaferri, et a., 2006). Parmi les nouvelles méthodologies permettant d éudier de tel
traits, I'utilisation de méthodes d association phenotype/genotype (Ibrokhim et a, 2008),
gréce aux techniques de génotypage moléculaire a l'aide de marqueurs moléculaires, Le
principe est de réaliser une corrélation statistique entre la variation phénotypigque observée
pour un caractére et la variation allélique observée au niveau génétique. Les marqueurs les
plus couramment utilisés sont les microsatellites. Ces microsatellites sont hautement

polymorphes par la variation du nombre de répétitions et de ce fait tres informatifs. . De plus,




INTRODUCTION |

ils sont facilement détectables par la technique de réaction de polymérisation en chaine (PCR)
et reproductibles. Cependant, ces marqueurs sont fréquemment utilisés, car plus de 2000
microsatellites hautement polymorphes ont été ordonnés de maniére précise (en moyenne, 1
tous les 1.6 cM) (Dib et al., 1996). Ains que le degré de polymorphisme éevé des
microsatellites est fortement apprécié pour les études d'association génétique ou, pour la
cartographie de genes impligués dans La tol érance aux stress abiotiques.

L’introduction des variétés améliorées dans les programmes de croisement dans la
zone méditerranéenne avec les variétés locales ( évolués atravers des milliers d'années dans
une multitude d'environnements, ces variétés ont développé des modéles abondants de la
variation et représenteraient un réservoir en grande partie inexploitée des genes utiles pour
|'adaptation aux stresses biotiques et abiotiques) aménera a une meilleure compréhension du
déterminisme génétique et physiologique de la réponse au manque d'eau et par conségquent
améliorer latolérance ala sécheresse chez le blé.

Dans ce contexte, notre travail consiste a poursuivre les recherches initiées sur le blé
dur, afin d approfondir les connaissances sur les réponses physiologiques, biochimiques
agronomiques et génétique. Pour atteindre nos objectifs, trois expérimentations ont été
réalisées pour rechercher I’ effet du dessechement du sol sur les relations hydriques du blé, sur
la croissance végétative ainsi que sur I'efficience d'utilisation de I'eau. En plus de ces
parametres physiologiques, d autres a caractere biochimigue et agronomique sont analysés en
termes de comparer leur effet sur le rendement et ses composantes. Ce travail consiste aussi
en I'analyse du déterminisme génétique de la variation phénotypique. Ces études ont pour
but d’améliorer nos connaissances sur le sujet et de permettre d’identifier des critéres de
sélection pour le choix de génotypes plus performants et mieux adaptés aleur environnement.
Afin de rechercher les caracteres les plus pertinents pour une éude génétique et moléculaire
de latolérance ala sécheresse chez le blédur, le memoire de lathése est structuré en quatre
parties principales.

Lapartie 1 est une synthése bibliographique.

Cette étude porte sur les mécanismes de réponses moléculaires, physiologiques, biochimiques
et agronomiques des cereales au stress hydrique Cette partie bibliographique est divisée en
quatre chapitres.
 Le premier chapitre présente les caractéristiques botaniques de |’ espéce étudiée.

* Le second chapitre traite la sécheresse et ses conséguences. Aprés avoir décrit les relations

del’eau et de la plante, nous avons abordé les mécanismes de régulation physiologique que la
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plante met en oeuvre au cours du stress. Puis, les voies métaboliques et les génes connus dont

|’ expression est régulée au cours du stress.

» Le troisiéme chapitre a éé consacré aux études d'association génétique et marqueurs

moléculaires. Ainsi qu'une présentation détaillée de la technique de genotypage par les

microsatellites (SSR) et leursintérét dans la sélection variétale.

Lapartie 2 détaille les principales méthodol ogies utilisées, |e dispositif expérimental et les
techniques utilisées.

Lapartie 3 se structure également en trois chapitres. Chaque chapitre présente les résultats
produits et leur interprétation.
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1. production et importance du blé
1.1 Le blé dans le contexte international

Le bl¢é est la premicre céréale cultivée au monde. Les surfaces cultivées a travers les
continents se mesurent en millions d'hectares et les récoltes en millions de tonnes (FAO,
1999). La production mondiale de blé est de 660 millions de tonnes lors de la campagne
2009-2010, c'est-a-dire preés de 100 kg par habitant, pour l'ensemble de la population
mondiale. En volume de production, c'est la quatriéme culture mondiale derriére la canne a
sucre, le mais et le riz (CIC, 2010).Les cinq premiers pays producteurs de blé mondiaux selon
la FAO, 2006 durant les années 2003, 2004 et 2005 sont : La Chine vient au premier rang avec
19 % de la production mondiale, devant I'Inde (11,7 %), les Etats-Unis (10,7 %), la France
(6,5 %), la Russie (5,5 %) et le Canada (4,3 %) (Tableau.l).

1.2 Le blé dans le contexte national

En Algérie, la filiere céréales et dérivés constitue 1'épine dorsale du systéme
alimentaire algérien, et elles fournissent plus de 60% de 1'apport calorifique et 75 a 80% de
I'apport protéique de la ration alimentaire. C’est ainsi, au cours de la période 2001-2003, les
disponibilités des blés représentent un apport équivalent a 1505,5 Kcal/personne/jour, 45,533
gr de protéine /personne/j et 5,43 gr de lipide/personne /J. Cette importance résulte,
notamment, de la place prépondérante qu’occupent les céréales et leurs dérivés dans
I’alimentation humaine, notamment la semoule (couscous et pates) et la farine (pain), comme
dans I’alimentation animale. Elle est traduite, au niveau des chiffres, par une demande,
toutes céréales confondues, évaluée, en équivalent grains, a environ 228 Kg par an et par
habitant, soit environ 177 a 180 Kg par habitant en équivalent semoules et farines. Cette
évaluation a pour corollaire, une demande nationale estimée, au niveau global, toutes céréales
confondues, a plus de 7 300 000 tonnes par an (Figure.l). (Collection études sectorielles,
2004) :

Cependant, la production céréaliere en Algérie est fortement dépendante des
conditions climatiques. Cela se traduit d’une année a 1’autre par des variations importantes de
la production et du rendement. Ainsi, le manque de précipitations, mais aussi la mauvaise
répartition des pluies pendant 1’année expliquent en grande partie la forte variation de la

production céréalicre.
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Tableau.l Production mondiale de blé (en Tonnes) (FAO, 2006)

Production Production Production Production Production Production
Pays 2003 2004 2005 Pays 2003 2004 2005
Chine 86 491 733 91 955 708 97 449 301 Iran 13 439 565 14 568 481 14307 970
Inde 65 760 800 72 156 200 68 636 900 Argentine 14 562 955 15 959 580 12 574 196
Etats -Unis 63 813 912 58 737 800 58 740 000 Kasakhstan 11 537 400 9936 932 11 066 000
Russie 34104 288 45412 712 47 697 520 Pologne 7 858 160 9 892 482 8771 434
France 30474 736 39 692 940 36 885 503 Egypte 6 844 692 7177 855 8 140 960
Canada 23 552 000 25 860 400 26 775 000 Italie 6229 453 8 638 721 7717129
Australie 26 132 000 21905113 25 090 000 Roumanie 2479 052 7 812 428 7 340 664
Allemagne 19259 811 25427210 23 692 700 Ouzbékistan | 5436 800 5377510 5927 800
Pakiston 19 183 300 19 499 800 21612 300 Brésil 6 153 500 5 818 846 4 658 790
Turquie 19 008 200 21 000 000 21 500 000 Espagne 6290 100 7096 724 4026 694
Okranie 3599 300 17 520 200 18 699 200 Autres pays | 73 786 136 86 381 923 82 524 470
Royaume-Uni | 14 288 000 15 473 000 14 863 000 Total 560 285 893 633 302 565 628 697 531

i "
Demande mationale toute:s corelaes confondue:
'
0TZe, AVOIDE, {Tomme:)

ble dur
IT%

ble tendre |/
i
S1%s

Figure.l Demande nationale toutes céréales confondues. (Collection études sectorielles, 2004)
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1.3 Importation des blés en Algérie

La production nationale ne contribue qu’a 20% de la consommation humaine, donc la
différence est comblée par les importations qui peuvent occuper pour certaines années 80%
des disponibilités nationales. La quantité moyenne importée durant la derniére décennie
dépasse les quatre millions de tonnes par an, pour une facture de 730 millions de dollars ($

US). (Figure.2)

Ainsi que, les importations, qui étaient de 1’ordre de 500 000 quintaux par an durant la
décennie 1920 (Rouverou P. 1930) , soit 27 kg par personne, sont passées a quatre millions de
quintaux en 1960, selon Bencharif et al, 1996 , c’est-a-dire 40 kg par personne. Elles ont
atteint 60 millions de quintaux en 2005, pour un colt de 1,5 milliard de dollars américains,
soit 43 % de la valeur globale des importations du pays ( CNIS,2005) . Cette quantité place
1’ Algérie parmi les plus gros importateurs mondiaux de céréales, en occupant 65 % du marché
africain (Maggie, 2000) (Tableau.2). Représentées en majorité par le blé dur (14 millions de
quintaux), le blé tendre (26 millions de quintaux), I’orge (16 millions de quintaux) et I’avoine
(quatre millions de quintaux), les plus importantes quantités sont achetées a la France ( CNIS,
2005 ). Cette dépendance exogeéne renforce fatalement la perspective d’insécurité alimentaire

et entrave par conséquent le développement du pays.

Au niveau national, La céréaliculture, d’une maniére générale, est pratiquée dans la
moiti¢ des exploitations agricoles, qui sont au nombre de 588 621 en 2001. Il est aussi
possible de préciser les limites des zones géographiques ou la céréaliculture domine. A cet
effet, on distingue trois zones céréaliéres (Figure. 3) en fonction des quantités de pluie recues

au cours de I’année et des quantités de céréales produites (Chehat, 2005) :

a] Une zone a hautes potentialités (Z1) : on y trouve une pluviométrie moyenne supérieure a
500 mm/an, avec des rendements moyens de 20gx/ha (plaines de I’ Algérois et Mitidja, bassin
des Issers, vallées de la Soummam et de 1’Oued El Kébir, vallée de la Seybouse...). Cette

zone couvre une SAU de 400 000 ha dont moins de 20% sont consacrés aux céréales.

b] Une zone a moyennes potentialités (Z2) : caractérisée par une pluviométrie supérieure
comprise entre 400 et 500 mm/an, mais sujette a des crises climatiques €levés, les rendements
peuvent varier de 5 a 15gx/ha (coteaux de Tlemcen, vallées du Chélif, massif de Médéa...).

La zone englobe une SAU de 1 600 000 ha dont moins de la moitié est réservée aux céréales.
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c] Une zone a basses potentialités (Z3) : caractérisée par un climat semi-aride et située dans
les hauts plateaux de I’Est et de I’Ouest et dans le Sud du Massif des Aurés. La moyenne des
précipitations est inférieure a 350 mm par an. Ici, les rendements en grains sont le plus
souvent inférieurs a 8qx/ha. La SAU de la zone atteint 4,5 millions d’ha dont prés de la moitié

est emblavée chaque année en céréales.

Evolwhion de: quanfite: mmportation des bles
1000
o | JII
ot F, ;
- 300 -—..__l 7 — - 7
28N ———— et
2 . ' -
= 40
-
g 0
—
I:I 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1997 1958 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006
Anmées

Figure.2 : Evolution des quantités importées des blés (tendre et dur).(En Millions de dollars $ US)

OCEAN

Figure. 3 Localisation des zones céréali¢res en Algérie. Source : www.lexilogo.com
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Tableau.2 Les importations de blé (Millions de tonnes) dans le monde par grandes zones

et principaux pays importateurs (tous blés, y compris blé dur) (CIC, 2009)

Année/pays 2007 | 2008 2009(*) Année/pays 2007 2008 2009(*)
Europe 79 9,3 8,1 - Turquie 2,2 3,6 2
U.E. 6,4 8 7 - Yémen 2 2,6 2
Ex-URSS 59 | 64 5,7 g’ﬁgf‘rt“e 205 | 321 29,6
Russie 0,3 0,1 0,2 Bengladesh 1,4 2,8 2,2
Ukraine 0,3 0,1 0,1 - Chine 0,2 0,5 0,3
R‘;:gr%lﬁe”tre 94 | 10 88 |Inde 2 i i
Cuba 0,9 0,8 0,8 Indonésie 5,2 5,2 5,5
Etats-Unis 2,5 3 1,9 Japon 5,7 5,1 5,5
Mexique 3,1 3,3 3,4 Corée du Sud 3 3,3 3,4
Sud Amérique 12,9 12,5 13 Philippines 2,3 3,2 2,6
Brésil 7,1 6,2 6,4 Pakistan 1,5 3 1
Colombie 1,3 1.5 1.3 Afrique 32,5 38 31,1
Pérou 1,4 1,4 1,5 Algérie 5,8 6,3 5,2
Vénézuela 1,4 1,4 1,7 Egypte 7,6 9,9 8,2
Proche Orient 11,8 27,3 18,8 Maroc 4,1 3,7 1,7
- Iran 0,1 8,9 3,5 Océanie 0,7 0,6 0,8
- Irak 3,5 3,8 3,9 -Il_/l%-ll-\lAIE)LE 110,3 135,7 115,6

(*) prévisions
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1.4. Historique, origine et filiation génétique du blé dur

Le “Blé » est un terme générique qui désigne plusieurs céréales appartenant au genre
Triticum. Ce sont des plantes annuelles de la famille des graminées ou Poacées, cultivées dans
de trés nombreux pays. Le blé est une monocotylédone, fait partie des trois grandes céréales
avec le mais et le riz. Les deux espéces les plus cultivées sont le blé dur (Triticum durum) et
le blé tendre (Triticum aestivum), Le blé dur est une espéce connue depuis la plus haute
antiquité. Elle appartient au groupe tetraploide, du genre Triticum qui comprend de

nombreuses especes.

Selon Mckee (1968), 1'origine génétique du blé dur remonte au croisement entre deux
espéces ancestrales Triticum monococcum et une graminée sauvage du nom Aegilops
speltoides. Le blé dur Triticum durum, appelé ainsi en raison de la dureté de son grain. Le
nombre chromosomique de base est de 2n = 4x = 28, hérité du genre Triticum monococcum
est designé par A et celui dérivé de 1'Aegilops est dénommé B, de sorte que Triticum durum a

une garniture chromosomique désignée par AB (Figure.4)

Triticum monococcum X Aegilops speltoides
AA BB
n=7 l n=7
Hybride AB
n=14

Doublement chromosomique 2n = 4X = 28 chromosomes

Blés a 28 chromosomes
Triticum durum
Triticum polonicum
Triticurm persicum
Triticum dicoccoides

Figure.4 Origine génétique du blé dur (Triticum durum Desf) (Croston et Williams, 1981)
1.5. Composition du grain du blé

Le grain de blé est un caryopse, fruit sec indéhiscent dont les parois sont soudées a celles

de la graine. De l'extérieur vers l'intérieur on distingue trois parties principales:




CHAPITRE I : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

e le péricarpe ou enveloppe: c'est la pellicule cellulosique qui protége le grain pendant
sa formation dans 1'épi, au cours de sa conservation et aussi pendant la levée, dans le
sol, en limitant I'entrée des moisissures et des bactéries.

e l'endosperme ou amande: constitue presque tout l'intérieur du grain et se compose
principalement de minuscules grains d'amidon. On y trouve l'essentiel des réserves
énergétiques qui nourrissent la plantule au moment de la germination (Figure.4).

e le germe ou embryon comprend 2 parties: la plantule (future plante) et le cotylédon
(réserve de nourriture treés facilement assimilable, destinée a la plantule) qui contient

l'essentiel des matiéres grasses du grain dans le cas des céréales.

Par ordre décroissant d'importance en poids, on trouve parmi les constituants du grain:

e les éléments principaux: glucides, lipides et protides.

Les glucides, surtout sous forme d'amidon, de trés loin le constituant le plus important des
céréales, et les lipides ou matiéres grasses, constituants majeurs des oléagineux, sont
composés de carbone, d'hydrogéne et d'oxygene. Les protides présents sous forme de
protéines contiennent en plus de 1'azote. D'une manicre générale, les céréales sont peu riches
en protéines, contrairement aux protéagineux (pois, féverole) et aux oléoprotéagineux (colza,

tournesol, soja).

e les éléments secondaires: vitamines, pigments, minéraux, enzymes.

e l'eau: indispensable a la vie du grain, toujours présente méme a I'état sec.
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Protéines de réserve
Albumine Clobuline
soluble dans |'eau) (msoluble dans |'eau) (soluble dans une solution saline)
gliadines i igl, ténines
(40250%, munomériquas et 40250 %, agregees et solubles dans une
solubles dans I'ethanal 70%) solution acide ou basique)
oméga- gliadinesde gliadinesde  gliadines de glu!éuines gluténines
gliadines typealpha  typebéta fype gamma HPM
IIE% | 20%) (28%) (39%) (50;?0% ‘ (30 3 40%) \
prolimines prolamines riches en 5 prolamines HFM

pauvre en S

Figure. 6 : Classification des protéines de r6serve chez le blé d'apres Osborne (1 924) et Shewry et al. (1 986).
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1.6. Classification et composition des protéines du grain

1.6.1 Classification des protéines de réserve du blé

La graine de blé est un organe de réserve contenant de I'amidon, des protéines, des
lipides et des sels minéraux. L'amidon est la composante la plus abondante dans la graine. Sa
teneur peut atteindre 85% du poids sec de la farine de blé. Celles des protéines varient de 8 a
16% du poids sec de la graine. Ces protéines de réserve sont synthétisées dans une graine, qui

agit comme puits pour stocker le surplus d'azote de la plante en protéines.

De plus, les protéines sont accumulées dans les graines matures et forment des
agrégats appelés corps d'inclusion ou 'proteins bodies' (Shewry et al., 1995). Grace a leur
abondance et a leur importance alimentaire dans le monde entier, les protéines de réserve ont
bénéficie de plusieurs études depuis la premiére publication de Beccari (1745). La
classification de ces protéines de réserve est souvent basée d'une part sur leur solubilité dans
l'eau, les solutions salines, dans divers solvants et d'autre part sur leur mobilité dans un gel
d'¢électrophorése SDS Page (Payne et Corfield, 1979 ; Shewry et Tatham, 1990). D'ailleurs,
une extraction séquentielle, a partir de la farine, a permis a Osborne (1924) de regrouper les
protéines de réserve en groupes d'albumines, de globulines et de gluten (Figure. 6). Les
albumines et les globulines représentent un groupe de protéines solubles dans une solution
saline et sont présentes dans I'embryon et dans I'endosperme de la graine (MacRitchie, 1985).
Ces protéines représentent 10% des proteines totales de la graine, mais elles sont trés
hétérogenes. On trouve ainsi des enzymes. Des inhibiteurs d'enzymes, des émulsifiants, etc..
Le reste est représenté par le gluten, accumulé uniquement dans I'endosperme. Le gluten est
une macro protéine insoluble dans I'eau qui peut atteindre un poids moléculaire de plusieurs
millions de dalton formant ainsi une masse viscosélastique résiduelle apres plusieurs lavages
de la pate (MacRitchie et al., 1990). Les autres protéines et I'amidon sont ¢liminés par lavage
dans une solution saline. La macromolécule du gluten est, en effet, une agrégation de

monomeres de gliadines et de polymeres de gluténines . Des études plus approfondies des
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propriétés physico-chimiques des gliadines et des gluténines ont conduit Shewry et al. (1986)
a proposer une nouvelle Classification qui ne recouvre que partiellement celle d'Osborne
(1924). Les gliadines et les gluténines sont d'abord regroupées en une grande famille des
prolamines (des protéines de réserve riche en proline et glutamine). En effet, la richesse en
acides aminés soufrés et le degré de polymérisation des composantes du gluten est les seuls
criteres de classification au sein de la famille des prolamines. D'ailleurs, le haut degré de
polymérisation a permis aux gluténines de HPM d'occuper une place unique, celles des
prolamines HPM. Les gluténines a FPM et les gamma, béta et alpha-gliadines sont réunies
dans le groupe de prolamines riche en acides amines soufrés. Par contre le troisiéme groupe
de prolamines, pauvre en acide amines soufrées, est représente par les oméga gliadines

(Figure.6).

1.6.1.1. Les protéines du gluten
a. les gliadines

Comme les autres composantes du gluten, les gliadines sont caractérisées par leur
insolubilité dans I'eau. Les gliadines représentent de 40 & 50% des protéines de réserve dans
la graine de blé (Shewry et al, 1986). Ce sont des protéines monomeres solubles dans

1'éthanol 70% dont les ponts disulfures sont intramoléculaires (Kasarda, 1989).

L'analyse par électrophorése a montré que les gliadines forment un groupe de prolamines
hautement hétérogene forme de plus de 100 composantes (Anderson et al., 1997; Payne,
1987). Leur polymorphisme est si important qu'il sert de moyen d'identification variétale

(Evans et al., 1972).
b. les gluténines

Les gluténines sont des polymeres de protéines dont les chaines polypeptidiques
¢lémentaires, qualifiées de sous-unités de gluténines, sont réunies par des ponts bisulfures
intermoléculaires (Shewry et al., 1995). Leur capacité a se Polymériser leur permet d'atteindre
un poids moléculaire de plusieurs millions de Dalton. En plus de représenter 40 - 50% des

protéines de réserve totale de la graine de blé, elles jouent un réle déterminant dans la qualité
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de la farine de blé (Gupta et al., 1990; Payne et al., 1987; Wrigley et Bietz, 1988). Selon leur
mobilité¢ dans un gel SDS-Page, ces gluténines sont regroupées en deux classes de sous unités:
une plus mobile, regroupe les gluténines a faible poids moléculaire (FPM), l'autre, moins

mobile, est représenté par des gluténines a haut poids moléculaire (H PM).

2. Sécheresse et ses conséquences sur le fonctionnement et I'adaptation des plantes

2-1 Définition de la sécheresse.

La notion de la sécheresse a toujours été assimilée a la notion de stress hydrique.
Cependant il existe de nombreuses définitions du terme ‘sécheresse. Tout d’abord, elle se
référe toujours a un déficit de pluviométrie et I’on parle de sécheresse au sens
météorologique. Actuellement, cette caractérisation météorologique de la sécheresse est

essentiellement limitée a la durée des périodes sans pluie.

La sécheresse est définie selon (Wang et al., 2003) comme un déficit hydrique
marqué, dont 1’origine se trouve essentiellement dans la faiblesse des précipitations sur une
période prolongée par rapport a la moyenne des apports observés sur cette période. Lorsque ce
déficit de pluviométrie est systématique sur une région donnée, cette région devient une zone
aride. Dans ce contexte, une plante tolérante a la sécheresse est une plante qui survit a des
situations de contrainte hydrique séveére. Hors de ces régions, la sécheresse peut étre
considérée comme un phénomene climatique aléatoire qui se caractérise d’avantage par une
déviation par rapport a une valeur moyenne de pluviométrie. Dans ce contexte, et pour un
agronome, une sécheresse se définit par tout manque d'eau qui ne permet pas aux plantes
cultivées d'exprimer le rendement qui serait attendu en situation favorable, ou qui peut
affecter la qualité des produits récoltés (Grieu et al, 2008).

La sécheresse en général se traduit chez la plante par une série de modifications qui touchent
les caracteres morphologiques, physiologiques et biochimiques, a partir du moment ou les

besoins en eau de plante sont supérieurs aux quantités disponibles .

2.2. Réponse physiologique de tolérance au déficit hydrique

Face au stress hydrique, les plantes déploient différentes stratégies adaptatives. Celles-ci
sont souvent le résultat de plusieurs remaniements au niveau morphologique, anatomique,
physiologique et moléculaire (Shao et al., 2008; Attia , 2007; Bousba. et al, 2009a). A
I’échelle cellulaire, les principaux mécanismes mis en place par la plante lors d’un stress

hydrique se résument ainsi :
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®  Diminution de la croissance traduite au niveau cellulaire par une réduction du nombre
de polysomes (Kawaguchi et al., 2004), un ajustement osmotique (Serraj et Sinclair,
2002 ; Fana et al., 2008), une modification de 1’extensibilité des parois accompagnée
d’un changement au niveau des fonctions des aquaporines (Bramley et al., 2008) et
d’une altération du métabolisme du carbone et d’azote (Xu et al., 2005 ; Green et al.,

1994).

Diminution de la photosynthese, reliée a une augmentation du taux d’acide abscissique
(ABA) (Bray, 2002 ; Schachtman et Goodger, 2008) et aux dommages dans les
thylakoides (Tambussia et al., 2000 ; Huseynova et al., 2007).  En parall¢le, la
transpiration diminue (fermeture des stomates) en méme temps que I’accumulation des

solutés compatibles (Robredo et al., 2007 ; Zhu et al., 2005, Bousba et al, 2006a).

Activation des mécanismes liés a la tolérance a la sécheresse tels que 1’accumulation
de LEA (Late Embryogenesis Abundant proteines) (Labhilili et al., 1995), de
disaccharides, ainsi que ’activation des enzymes impliquées dans la détoxification

(Beck et al., 2007, Ghasempour et al, 2007 ).

2.3. Expression des génes lors d'un stress hydrique

L’adaptation des plantes au stress hydrique est conditionnée, entre autres, par la
qualité et la quantité des genes déployés face a ce stress. De nombreux génes ainsi que leurs
produits ont été identifiés. Dans la section suivante, nous nous limitons a deux exemples a

savoir la production d’osmoprotectants et de LEA.

2.3.1 Production d’osmoprotectants

Pour maintenir leur pression osmotique en conditions stressantes, les plantes
accumulent divers métabolites tels que les acides aminés (proline) (Ashraf & T.McNeilly,
2004; Seki et al., 2007; Bousba et al, 2009b ), les composés quaternaires ou amines (glycine
bétaine, polyamines), et les sucres ou alcools (tréhalose, mannitol) (Kaur et Gupta, 2005,

Ykhlef et al, 2011).

Plusieurs travaux ont montré 1’implication de la proline chez le blé lors du stress hydrique
(Bajji et al., 2001 ; Nayyar, 2003 ; Shao et al., 2006a ; Shao et al., 2006b, Bousba, 2006b).
En effet, la surexpression de Al-pyrroline-5-carboxylate synthetase (P5CS), géne codant pour
une enzyme clé dans la synthése de la proline, a induit une tolérance au déficit hydrique chez

le blé transgénique (Vendruscoloa et al., 2007). Selon la méme étude, 1’accumulation
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spectaculaire de la proline enregistrée en cas de stress semble avoir un réle plutdt protecteur

contre le stress oxydatif que dans 1’ajustement osmotique ( Rizhsky et al. 2004 ) .

La glycine bétaine est une amine quaternaire qui présente un role protecteur qui est traduit par
la stabilisation de la structure quaternaire des protéines et par 1’ajustement de 1’équilibre
osmotique (Sakamoto et Murata, 2002). La synthése de la glycine bétaine se déroule en deux
¢tapes. La premicre consiste en une conversion d’une choline en aldéhyde bétaique par une
choline déshydrogénase codée par le géne betA (Lamark et al., 1991). Dans la deuxiéme
étape, 1’aldéhyde bétaique s’oxyde en glycine bétaine sous 1’action spécifique de 1’aldéhyde
bétaine déshydrogénase codée par le géne betB (Lamark et al., 1991). La transformation de
Mais par le geéne betA a conféré une meilleure tolérance au stress pour les plantules
transgéniques aussi bien au stade germinatif que post germinatif (Quan et al., 2004). Le
traitement des feuilles de blé tendre par la glycine bétaine a protégé la photoinhibition du

systéme PS II engendrée par le stress hydrique (Ma et al, 2006).
2.3.2. Production de LEA

Les Late-Embryogenesis-Abundant protéines (LEA) sont un groupe de protéines a
faible poids moléculaire (10-30 kDa) riches en Glycine et Lysine (Shao et al., 2005). En
réponse a la déshydratation, les LEA sont produites en abondance dans les dernicres phases de
développement des graines (Nylander et al., 2001). Différents génes qui codent pour les LEA
sont impliqués dans la tolérance au stress hydrique chez le blé¢ dur (Rampino et al., 2006).
Parmi ces génes ; les pTd27e, pTd16, pTd25a, pTd38 (Labhilili et al., 1995) et DHN-5
(Brini et al., 2007).

2.4. Régulation des génes lors du stress hydrique

L’intervention des geénes lors du stress hydrique, fait concourir des cascades de

transduction de signaux allant de la perception jusqu’a I’expression des genes.

2.4.1. Comment la plante percoit-elle le stress hydrique?

Plusieurs travaux ont montré I’importance des racines dans la perception du déficit hydrique
(Wilkinson et Davies, 2002 ; Davies et al., 2002). En effet, Urao et al. (1999) ont identifié
chez Arabidopsis thaliana une protéine membranaire (AtHK1) qui intervient dans la
perception du manque d’eau. Suite au changement d’osmolarité causé par la restriction de cet
¢élément vital, cet osmosenseur s’accumule fortement, sous sa forme active, au niveau des

membranes racinaires (Urao et al., 2000a). I semblerait qu’il soit directement relié a une
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cascade de transduction du signal, faisant intervenir des MAP-kinases (Urao et al., 2000b).
Une chaine de phosphorylation/déphosphorylation se déclenche, par conséquent, contribuant
ainsi 4 un systéme d’alarme au sein de la plante. L’augmentation transitoire de Ca®’
cytoplasmique et son largage, sous un aspect d’oscillations réguliéres, constituent

un messager secondaire dans la transduction du signal (Kacperska, 2004; Shi, 2007).

Les protéines kinases dépendantes du calcium (CDPK) jouent également un role
crucial dans la cascade de transduction mettant la plante en état d’alerte contre le stress
hydrique (Christmann et al., 2006). Les CDPKs possédent une structure caractérisée par un
domaine sérine / thréonine qui est fusionné en C-terminal a un domaine calmoduline-like
contenant des sites de fixation du calcium (Xiong et Zhu, 2001). La surexpression de
OsCPK7 chez le riz entraine une augmentation de la tolérance au froid, a la sécheresse et au
stress salin (Saijo et al., 2000). Récemment, Gu et al., (2008) ont montré chez le riz,
I’implication d’une autre famille de protéines dépendantes du calcium dans la transduction du
signal suite au stress salin. Il s’agit de calcineurin B-like protéine (CBL) précisément CBL8
codé par le géne OSCBL8 (Gu et al., 2008). Les MAPK (Mitogen activated protein kinase)
sont aussi des médiateurs qui interviennent dans la scéne de transduction du signal en cas de
déficit hydrique (Ramanjulu et Bartels, 2002). Une fois le signal atteint les noyaux des
cellules cibles, il en résulte le déclenchement des facteurs de transcription qui régulent
I’expression des génes. Prouvé I’importance d’un autre facteur appartenant a la méme famille
des leucine zipper. Il s’agit de HD-START dont la surexpression entraine une réduction du
nombre de stomates et une modification de I’architecture des racines ce qui confére une
meilleure tolérance au stress hydrique chez Arabidopsis thaliana et Nicotiana tabaccum (Yu
et al., 2008) . Un autre résultat fructueux a été obtenu apres la transformation du riz par Snacl

(Stress-responsive NAC1), géne membre de la famille de NAC (Hu et al., 2006).

En effet, la surexpression de ce geéne a induit une augmentation des taux de
germination de 22 a 34 % chez le riz transgénique stressé par rapport aux témoins (Hu et al.,
2006). 11 est établi, également, que Snacl agit sur la fermeture des stomates via 1’acide
abscissique, sans pour autant affecter ni le phénotype ni la productivité de ces plantes (Hu et

al., 2006).

A la fin de la cascade de signalisation et suite a [’activation de facteurs de
transcription, certains geénes vont étre régulés afin de rétablir I’homéostasie cellulaire et

contribuer ainsi a la résistance ou a 1’adaptation de la plante aux conditions de pénuries d’eau.
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Ces génes codent généralement pour des enzymes impliquées dans la production de molécules
osmorégulatrices (Figure. 7), des transporteurs( Martre et al, 2002) , des enzymes de

détoxification et des chaperonnes.

Stress secondaire -
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Perception
du signal Senseurs, Canaux Ca®*, HE

Transduchon du
signal I messagers, MAPE, 505, COPK
E‘Eﬂ"l'tl'fh i =
dela . Factewrs de transcrptions, (CBF, HS5F)
Mecanismes de
réponss au stress

Résistance ou tolerance au stress

Figure.7 Représentation générale de la réponse aux stress chez les plantes (Wang et al,

2003)
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3. Génétique d'Association comme approche de détéction de la variation génotypique

L’amélioration génétique sera facilitée chez le blé si des connaissances sont acquises
sur le déterminisme génétique de caractéres d’intérét agronomique. Parmi les nouvelles
méthodologies permettant d’étudier de tel traits, 1’utilisation de méthodes d’association
phénotype/génotype au niveau populationnel (Thornsberry et al., 2001) parait une voie

intéressante.

Dans la littérature anglo-saxonne, le terme "étude d’association” revét ainsi plusieurs
acceptions : “association study”, “association mapping”, ”gene mapping”, “LD-mapping” ou
encore “fine mapping”. Ces notions sont souvent utilisées de maniéere interchangeable. D’une
maniere générale, 1' “’étude d’association” désigne toute approche dont le but est de détecter
et/ou de localiser des variants génétiques causaux impliqués dans la variation d’un caractere
d’intérét a I’aide d’un "échantillon d’individus pour lesquels I’information généalogique n’est
pas exploitable (les relations d’apparentement "étant trop “laches” pour étre valorisées). Cette
approche a été développée au début des années 1990 a I’origine par la recherche médicale, qui
ne dispose pas de populations construites pour identifier les zones du génome impliquées
dans le contrdle de maladies génétiques a déterminisme simple ou complexe, la « génétique
d’association », également désignée par « Association study » ou « LD mapping », a suscité
un intérét croissant au cours des derni¢res années dans le domaine de la génétique végétale.
En résumé, elle consiste, en alternative au développement de populations entierement
contrdlées en ségrégation et a I’exploitation de la liaison physique entre marqueurs et
localisations éventuelles de QTL impliqués dans des caractéres agronomiques, a exploiter a
partir d’un panel de génotypes les possibilités de recombinaison qui ont pris place en amont
de la création de ce matériel, pour établir une corrélation entre un polymorphisme génétique et

un caractére d’intérét.

Chez les plantes, deux approches générales sont utilisées pour identifier les variantes
naturelles liées au phénotype. La premiére est la cartographie de liaison ou linkage mapping
(Mackay et al. 2009). Cette approche utilise des populations expérimentales (familles)
constituées a partir de croisements entre un nombre limité¢ de parents (2 généralement). La
seconde approche, plus récente, est la cartographie d’association basée sur des populations
(ou population-based association mapping). Cette derniére utilise des collections de
populations diverses, constituées d’individus dont les relations ne sont pas souvent connues a

priori.

20
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La cartographie d’association basée sur des populations exploite un nombre
d’événements de recombinaison davantage plus grand que ce qui peut €tre obtenu avec
n’importe laquelle des populations de cartographie de liaison citées. Ces recombinaisons sont
le résultat d’une accumulation au cours de I’histoire évolutive des collections de populations
utilisée par la cartographie d’association. Elles conduisent a une résolution supérieure dans la
localisation des régions génomiques associées au phénotype. Le nombre d’alléles disponible
au sein de ces populations est également plus large que ce qui peut €tre représenté au sein de
familles biparentales (Figure. 9) (Yu and Buckler 2006). Ces avantages ont fortement

motivés, depuis une décennie, le développement de cette méthodologie chez les plantes.
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Figure.8 Comparaison de différentes méthodes d’association phénotype-génotype (adapté par
Flint — Garcia et al, 2003 ).

La différence entre les méthodes est illustrée en fonction de
2 i) la résolution (les distances les plus petites sur I’axe correspondent a une localisation plus précise du
polymoprhisme causal); ii) le temps de recherche; et iii) le nombre d’alléles par locus que les échantillons
peuvent contenir. La cartographie d’association (association mapping) est la méthode la plus performante au vu

de ces criteres.
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4. Marqueurs moléculaires

Le blé, aliment de base pour 35% de la population mondiale, a une importance
¢conomique majeure. Cependant, les outils d'exploiatation de son génome sont trés en retard
par rapport a d'autres céréales comme le mais, le riz ou le sorgho. De ce fait, 'amélioration du
blé reste aujourd'hui trop lente au regard des défis que I’agriculture doit affronter. Ce retard
est di a la difficulté d'acceés a un génome tres particulier et complexe. Cependant, 1’étude du
génome de blé , la détermination et la comparaison de génotypes ne peuvent aujourd’hui étre
réalisées par séquencage systématique. Comparativement au riz, au sorgho ou au mais. D’une
part, avec 17 milliards de bases, il est de trés grande taille (5 fois plus grand que le génome du
mais et 40 fois plus grand que celui du riz). D’autre part, le blé est un organisme polyploide,
c’est-a-dire que chacune de ses cellules posseéde plusieurs génomes. C’est pourquoi la plupart
des génes existent en plusieurs copies.ainsi et dans le cas du blé dur , deux génomes dits
homéologues, dénommés A et B et issus de deux especes ancestrales différentes, ont été
rassemblés au sein de chaque cellule de blé par hybridation naturelle au cours de 1’évolution.
Malgré I’émergence de nouvelles technologies permettant un séquengage plus rapide et moins
cher I’alternative au séquengage choisie par de nombreux laboratoires a travers le monde reste
’utilisation de marqueurs moléculaires. Ces marqueurs sont en effet trés précieux car ils
permettent de tester rapidement les variétés et de retenir celles qui possédent les

caractéristiques recherchées.

Les marqueurs moléculaires permettent aussi de caractériser un génome de manicre fiable,
spécifique et rapide. Le marqueur moléculaire y est défini comme « un locus polymorphe »
capable de Renseigner sur le génotype de I’individu qui le porte et d’informer sur le génotype
d’un ou de locus voisins. Le marqueur a une position définie dans le génome et doit

idéalement présenter les caractéristiques suivantes :

e Le marqueur doit étre polymorphe, c'est-adire qu’il doit posséder plus d’un
alléle au moins dans la population étudiée. Le marqueur idéal est codominant,
ce qui signifie qu'un hétérozygote peut étre différenci¢ de ’homozygote au
locus en question

e Il est non épistatique, c'est-a-dire que le génotype peut €tre lu a partir de son
phénotype sans influence du génotype des autres locus. Il y a une absence

d’interactions intra et inter locus.
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e Le marqueur est neutre, une modification des locus marqueurs n’a pas d’autres
effets phénotypiques que ceux qui permettent de déterminer son génotype.
e Le génotype peut étre inféré a partir du phénotype quel que soit le milieu, un «
bon » marqueur moléculaire est donc insensible au milieu.
Dans ce contexte, ce travail de thése se limitera donc a I’étude des marqueurs moléculaires
de type ADN. Ces marqueurs sont disponibles en nombres quasi illimités mais présentent
¢galement 1’avantage d’étre indépendants du stade de développement ou de 1’organe analysé,
I’ADN ¢étant le méme dans tous les tissus. Il existe un nombre croissant de marqueurs
moléculaires et de techniques pour mettre en évidence ces derniers, on s'interrestra dans cette
¢tude aux marqueurs moléculaires tels que les RFLP (Restriction Fragment Length
polymorphism), les RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), les AFLP (Amplified
Fragment Length polymorphism ) et les SSR (Simple Sequence Repeat) .
4.1. La « RFLP » ou Restriction Fragment Lenght Polymorphism

Cette technique repose sur des enzymes de restriction et la variabilité de taille des
fragments d'ADN obtenus via ces enzymes de restriction. Une enzyme de restriction coupe
I'ADN dans des séquences en palindrome appelées sites de restriction. Le site de restriction
est spécifique de l'enzyme qui reconnait des séquences de 4, 6, 8 ou parfois plus de paires de
bases. Un grand nombre de fragments d’ADN peut étre obtenu par la digestion d’un génome
par une enzyme de restriction. La spécificité d'une enzyme de restriction est telle qu'une
variation d'un nucléotide dans la séquence de restriction empéche le clivage du site par
I'enzyme. Nous observerons donc un polymorphisme de longueur de fragment en fonction de

la présence ou I’absence d'un site de restriction
4.2. L'AFLP ou Amplified Fragment Lenght Polymorphisme

Combine la technique de la RFLP a la PCR. La RFLP utilise ainsi les enzymes de
restriction et I'hybridation d'amorce PCR. L'ADN est clivé par deux enzymes de restriction
(exemple Eco RI et Mse 12). Des adaptateurs de séquences connues (20pb) sont ajoutés de
part et d'autre des fragments d'ADN. Les bouts ajoutés constituent un template pour la
fixation d'amorces PCR. On amplifie ainsi les fragments d'ADN via PCR. Les conditions sont
prévues pour privilégier l'amplification des fragments Eco RI Msel au détriment des
fragments Eco RI-Eco RI et Msel-Msel. Dans une deuxieme étape dite sélective, on utilisera
les mémes amorces mais prolongées a l'extrémité 3' de quelques nucléotides arbitraires (1 a 3)

. Cette étape permet de n'amplifier que les fragments complémentaires des bases arbitraires
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entrainant une réduction du nombre de fragments amplifiés. Une centaine de fragments sont
finalement révélés en gel d'acrylamide apres électrophoreése. Ceux-ci correspondent aux
fragments dont le polymorphisme provient des sites de restriction mais également des sites

d'hybridation des bases arbitraires.

4.3. Les microsatellites ou SSR (Single Sequence Repeats), les microsatellites ou SSR
(Simple Sequence Repeat) sont des séquences composées de courts motifs d’ADN (1 a 6
bases) répétés en tandem. Les plus courants sont (A)n, (TC)n, (TAT)n, (GATA)n, etc. (n varie
de quelques unités a plusieurs dizaines). Ce sont des séquences tres présentes dans le génome
des plantes et des animaux (Toth et al.,, 2000 ; de Vienne & Santoni, 1998). Les
microsatellites de 2 nucléotides sont répartis tous les 30 a 100 kb dans le génome des
végétaux supérieurs (Morgante et Olivieri, 1993). Les microsatellites de 4 pb sont plutdt
localisés au niveau des centromeres et des télomeres. On leur attribue un role dans la
recombinaison méiotique (points chauds de recombinaison). Les variations que 1’on peut
observer au sein de ces séquences concernent des variations du nombre de répétitions des
motifs de base. Les séquences flanquant les motifs répétés permettent de définir les amorces
qui seront utilisées pour I’amplification PCR (Figure. 9). L’analyse des produits amplifiés
s’effectue sur gel d’acrylamide aprés révélation par coloration au nitrate d’argent ou grace a
un marquage fluorescent des amorces en utilisant des séquenceurs capillaires. L'intérét des
microsatellites est di a leur fort polymorphisme ainsi qu'a la capacité de semi-automatiser
leur analyse et leur hiérarchisation (possibilité de multiplexage par fluorescence.

Si les SSR constituent de bons marqueurs moléculaires (reproductibles, co-dominants et aisés
d’utilisation) (tableau. 3), leur caractérisation initiale est toutefois assez lourde. En effet, leur
identification et leur développement doit passer par I’enrichissement d’une banque génomique
en motifs répétés, puis par le clonage et le séquencage de nombreux fragments, et enfin par le
développement d’amorces PCR, la mise au point des conditions d’amplification et la sélection
des locus polymorphes. Pour contourner ces difficultés, il est possible d’utiliser des
microsatellites hétérologues développés sur des especes phylogénétiquement proches. Une
autre possibilité consiste a chercher in silico des motifs répétés dans les bases de données
comme Genebank (de Vienne & Santoni, 1998).

Les marqueurs microsatellites sont fréquemment utilisés en génétique des populations pour
des études portant sur la diversité (Eleuch L, et al, 2008 ; Lakew B et al, 2012 et Bousba et al,
2012a) ou la gestion des ressources naturelles et aussi dans la cartographie génétique et la

détection de QTLs (Goldstein et Schlotterer, 1999).
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Tableau. 3 Comparaisons entre les marqueurs RFLP, AFLP et SSR

Marqueurs | Avantages Inconvénients
RFLP e  La RFLP est une méthode fiable et facilement e  LaRFLP nécessite une
transférable entre laboratoires grande quantit¢ d'ADN
e [l s'agit d'un marqueur co dominant e  Elle n'est pas automatisable
e  Aucune information sur la sequence n'est requise vu les étapes de transfert et
e  La technique est principalement basée sur des d'hybridation
homologies de séquences, elle peut etre utilisée e  Certaines espéces possedent
pour des analyses phylogénétique entre especes. un taux peu élevé de
e Elle est utilisée pour faire des cartes génétiques de polymorphisme.
liaisons. e  Un faible nombre de locus
e Il s'agit d'un marqueur locus spécifique qui peut sont détectés par expérience.
également permettre 1'é¢tude de synthé nies. e  Cette technique nécessite
e LaRFLP est une technique simple ne nécessitant d'avoir recours a une banque
pas de sondes particuliéres. de de sondes
e  Laméthode est peu rapide
e  Son coit est élevé
11 est possible de transmettre
les sondes entre laboratoires.
AFLP e L' AFLP permet un survol rapide de I'ensemble du e  La génération d'une grande
polymorphisme du génome quantité d'information
e  Elles est hautement reproductible nécessite une analyse
e Il n'ya pas besoin de connaitre une sequence et de automatisée et la technologie
créer des sondes spécifiques. informatique
e  Elle permet la création facile et rapide de cartes e Ce sont des marqueurs
génétique dominants
e L' AFLP permet la création d'un profil de transcrits e Les marqueurs AFLP sont :
qui refléte l'expression et la répression de génes souvent localisées aux
(AFLP- cDNA) centromeres et aux
e  Cette technique peut étre appliquée a de télomeres
nombreuses espéces (animaux, plantes et bactéries). e  Le laboratoire doit etre
e L' AFLP ne necessite aucune connaissance form¢ dans I'analyse de
préalable de séquences du génome de la plante donnees.
étudiée, ni la construction des banques génomiques e L'AFLP, étant couverte par
ou cDNA , al'encontre des SSR ou des RFLP. un brevet de la société
néerlandaise Key gene qui a
mis au point cette technique,
est une méthode couteuse.
e  Ces différences limitent
l'utilisation de ' AFLP a
grande ecchelle pour des
applications comme la
séléction assistée par
marqueurs.
SSR e  La préparation des

e Les microsatellites sont des marqueurs co-
dominants.

e [ls sont trés largement utilisés

e Il yaune grande fréquence de SSR dans le génome

e  Les microsatellites sont bien répartis a travers tout
le génome

e Ils sont reproductibles

e  Les microsatellites sont faciles a manipuler

e  On observe un polymorphisme élevé de SSRdans la
population humaine.

microsatellites est trés
lourde car il faut cribler une
banque génomique enrichie
avec une sonde du
microsatellite, sequencer les
clones positifs , synthetiser
les amorces
oligonucleotidiques et tester
les paires d'amorces dans un
échantillons d'individus.
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nteoduction

Le but de ce chapitre et de caractériser les traits physiologiques,
biochimiques, agronomiques et génétique liés a la tolérance a la sécheresse. Ce
travail consiste aussi en I’analyse du déterminisme génétique de la variation
phénotypique, par une étude d'association marqueur/ phénotype pour les traits

quantitatifs.

Ce travail a été réalisé sur des blés tetraploides, des variétés de diverses
origines, se caractérisant par des capacités agronomiques de productivité et de

tolérance contrasteés.

Trois expérimentations ont été réalisés ; un essai en condition semi controlées,
un essai au champ et un essai en chambre de culture (contrdlée), avec pour
chaque expérimentation, des conditions stressantes (déficit hydrique ou
pluviales) et irrigué. 40 variétés de blé dur ont fait I'objet de ce travail de these
(locales se caractérisant par une meilleure adaptation et une faible productivité;
introduites améliorés et plus productives mais moins tolérantes au climat de

culture) leurs origines sont présentés dans le tableau. 4
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Tableau. 4 Origine des variétés étudiées
N° | Variétés Origine Essai
1 | Bidil7 Algérie 3
2 | Collesseo (Col) Italie 3
3 | Cannizo (can) ITALIE 3
4 | Beltagy ICARDA 3
5 | Bouslem Algérie 3
6 | Benswif EGYPT 3
7 | waha ICARDA 3
8 | Oued Znatie Algérie 3
9 | Hedba3 Algérie 3
10 | Cirta Algérie 3
11 | Amar Algérie 3
12 | Djenah khotifa T Tunisie 3
13 | line3d EGYPT 3
14 | CAPEITI 8 Italie 3
15 | CHEN''S' Mexique/Algérie 3
16 | KORIFLA = SHAM -3 Syrie 3
17 | TELL 76 Algérie (Elkhroub) 3
18 | TASSILI Algérie (Elkhroub) 3
19 | COCORIT C 71 Mexique 3
20 | KYPEROUNDA Chypre 3
21 | HAURANI Syrie/Jordanie 3
22 | SAHEL Algérie (Elkhroub) 3
23 | SENATORE-CAPELLI Italie 3
24 | YAVAROS-79 Mexique 3
25 | Ofonto Ttalie 3
26 | Mrfl1/Stj2//Gdr2/Mgnll ICARDA/Algérie 3
27 | Otb4/3/HFN94N-8/Mrb5//Zna-1 ICARDA/Algérie 3
28 | Oss1/Stj5/5/Bidral/4/Bezaiz-SHF//SD-19539/Waha/3/Stj/Mrb3 ICARDA/Algérie 3
29 | F4 13/3/Arthur71/Lahn//BIk2/Lahn/4/Quarmal=ICAMOR-TA04-69 ICARDA/Algérie 3
30 | Lahn/Ch12003 ICARDA/Algérie 3
31 | Ter-1/3/Stj3//Ber/Lks4 ICARDA/Algérie 3
32 | Villemur/3/Lahn//Gs/Stk/4/Dra2/Bet/5/Bet/Lks4/4/Bezaiz-SHF//SD-19539/Waha/3/ Stj/Mrb3 | ICARDA/Algérie 3
33 | Adnan-1 ICARDA/Algérie 3
34 | Miki-2 ICARDA/Algérie 3
35 | Rahouia Algérie 1, 2et 3
36 | Guemgoum r'kham Algérie 1, 2et 3
37 | Djenah khotifa Algérie 1, 2et 3
38 | Vitron Espagne 1, 2et 3
39 | Béliouni Algérie 1, 2et 3
40 | Gta dur Cimmyt (Mexique) 1, 2et 3
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1. Expérimentation 1. Evaluation et détermination des traits physiologiques impliqués

dans la réponse des variétés de blé dur aux conditions limitantes en eau

Cette expérimentation a été réalisé en pots , portant sur six variétés de blé dur (Rahouia,
Guemgoum r'’kham, Djenah khotifa , Vitron , Béliouni et Gta dur)( tableau. 4) dans des

conditions expérimentales semi contrdlées (sous serre).
1.1 Conduite de I'essai

Dix graines de blé dur sont mises a germer dans des boites de pétrie. Apres
germination, les plantules sont repiquées dans des pots en plastique sur un mélange de
terre/sable 3 : 1. Les pots sont disposés d'une maniére aléatoire (randomisation totale). Les
plantes sont irriguées a la capacité aux champs des pots jusqu'au stade floraison. A ce stade
les pots sont séparés en deux lots. Chaque lot a subit un traitement hydrique différent jusqu'a
la fin de l'essai: le premier lot concerne les plantes témoins, il est irrigué a saturation.
Parallélement le deuxiéme lot est privé d’irrigation, il représente les plantes stressées. Les
pots de ce dernier sont pesés quotidiennement afin de quantifier les pertes en eau du sol et par
conséquent estimer la capacité au champ en fonction de la durée de privation de I’irrigation.
Les taux de réduction retenus, dans cette étude, sont 80%, 60%, 40% et 12% de la capacité au
champ. Le maintien de ces seuils de capacité¢ au champ, nous permet de tester les variétés
¢tudiées sur plusieurs niveaux de stress hydrique, stress faible (80%), modéré 60-40% et

stress séverel12%.

Dans cette expérimentation plusieurs parameétres physiologiques ont été étudiés; tels
que la photosynthése nette (Pn) , la transpiration (T) et la résistance stomatique (Rs) ; Ces
paramétres sont réalisés a 1’aide d’un appareil portatif de mesure (LCA4, ADCHoddesdon,
England) (Figure.10). La photosynthése nette est exprimée par umolco, m.”s”, la
transpiration par mmolio m.”s?, alors que la résistance stomatique est estimée par
(m®s.mol-"). la chlorophylle (Unité SPAD); ce dernier est déterminé a I’aide d’un
chlorophylle meter , model (MINOLTA de type SPAD ) (Figure.10), la mati¢re séche en g
(MS) et lefficacit¢ de [I'utilisation de I'eau (Water Use Efficiency: WUE
(umolCO,/mmolH;0), estimée par le rapport (Pn/T) de 1’assimilation nette en CO, (Pn) par

unité¢ d’eau transpirée (T) par feuilles (Sinclair et al., 1984).
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Figure. 10 Appareils et méthodes utilisées pour réaliser les mesures physiologiques,
biochimiques et agronomiques
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2. Experimentation. 2 Détermination et évaluation des traits biochimiques, paramétres liés

a I'état hydrique de la plante , le rendement et ses composantes. (Essai au champ)
2.1 Présentation de la région d’étude

L’essai a été conduit a la ferme expérimentale agricole de I’Institut Technique des
Grandes Cultures ITGC de Constantine a une altitude de 640m, une latitude de 6.67 Est et a
une longitude de 36.67 Nord. durant la campagne agricole de 2005/2006. Cette région est
sous la dominance d’un climat continental a fortes amplitudes thermiques, tant annuelles que
journaliéres. Les sols du site expérimental appartiennent au groupe des sols argilo-limoneux.

Les conditions climatiques de la campagne sont présentées dans la figure.11.

Du point de vue climatique, cette compagne agricole est caractérisée par une période
de sécheresse de presque deux mois, du mois de Mars jusqu'a la fin- Avril (figure. 11 ). La
saison d’Hiver est caractérisée par un exceés pluviométrique, des pluies importantes sont
survenues de Décembre au mois de Mars. Les pluies du mois de Décembre ont permis une
bonne installation de la culture. Durant cette compagne, le déficit hydrique débute lorsque la
végétation se trouve en plein développement et plus précisément au cours du stade fin
Montaison - début Gonflement, ce qui est appelé communément par le déficit hydrique de fin
de cycle. La figure.12 montre que la pluviométrie du mois de Mars et Avril de cette
compagne a été inférieure a la moyenne sur 25 ans, calculée par l'office National de la

Météorologie.
2.2 Mise en place de I’essai

Un ensemble de travaux culturaux ont ét¢ effectués pour la mise en place de
I’expérimentation. Un labour profond (25 cm) a été effectué a l'aide d'une charrue a disques,
immédiatement aprés les premieres pluies d'automne (septembre et octobre). Un apport de
100 kg par ha d’engrais phosphaté¢ (superphosphate 46%) a été réalisé avant le semis. Deux
passages croisés de covercrop visaient a réduire 1’infestation par les mauvaises herbes et a
obtenir un bon lit pour les semences. La fumure azotée sous forme d’Ammonitrate a raison
delg/ha a été apporté au stade tallage. Le semis a été réalis¢ a I’aide d’un semoir expérimental
de 1.5 métres de large et une densité de 120 Kg/ ha, dans un dispositif en blocs complétement
randomisé avec 4 répétitions par bloc dans une parcelle ayant comme précédent cultural une

jachére travaillée. L’essai comportait deux blocs; 1’'un conduit en irriguée et 1’autre sous
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condition pluviale. Chaque bloc comprend vingt huit parcelles ¢lémentaires de trois metres
de long et 1,2 metres de large (3m x 6x 0.20 m), avec un espacement de 0,40 m entre les

parcelles ¢lémentaires et d’un meétre entre les blocs.

Le semis a été réalis¢ le 05/12/2005. L'étude a porté sur six variété de blé dur
(Rahouia, Guemgoum r'kham, Djenah khotifa , Vitron , Béliouni et Gta dur). Les semences
ont été traité par un fongicide : Dividend contre les maladies Cryptogamiques. La fumure
azotée a été apportée sous forme d’ Ammonitrate a 46% de 1q/ha réalisé au stade tallage par
un épandage au superphosphate a la dose 1g/ha et un apport d’engrais avec 1’urée 46 % de
1g/ha. Deux désherbages chimiques ont été utilisés ; le premier appelé « Zoom » est un Anti-
dicotylédone réalis¢ au stade fin-tallage et le deuxiéme « Topik» qui est un Anti-
cotylédone. Des mesures réalisées par une tariere ont permis de suivre 1’état hydrique du sol
sur deux profondeurs : (20 et 40) cm. Cinq irrigations de complément ont été apportées dans
l'essai avec irrigation, au stade tallage et durant la période qui s’étale de 1’épiaison a la fin

floraison (annexe. 1 ):
2.3 Mesures et analyses effectuées au cours du développement de la plante

2.3 1. Caractéres phénologiques : Tous les stades de développement phénologiques ont
été déterminés selon 1’échelle de (ZADOCKS et al, 1974), quand 50 % des
plantes par parcelle avaient atteint le stade donné.
2.3 2 Paramétres morphologiques

1. la hauteur de la plante «H.P » (cm)
2. longueur de I’épi « L.E » (cm)
3. longueur du col de I’épi « L.C.E » (cm)
4. longueur de la barbe « L.B » (cm)
5. 1a surface foliaire « S.F » (cm?)

2.3 3 Rendement et composantes du rendement
1. Nombre de talles par metre (NT/m?)
2. Nombre de plants par métre (NP /m?)
3. Nombre d’épi par metre (NE/m?)
4. Nombre de grains par épi (NG/E)
5. Poids de mille grains (PMGQG)
6. Rendement en grains (Rdt .G)
7. Rendement en biomasse aérienne (Biom)
8. Indice de récolte

2.3 4 Paramétres physiologiques

2.3.5 Parametres biochimiques
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Figure. 11 : Diagramme ombrothermique de la compagne 2005-2006.
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Figure. 12 Pluviométrie moyenne (mm) sur 25 ans (1970/1971 a 1994/1995)
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3. Expérimentation. 3 Etude de la variation phénotypique et génotypique, et association
entre marqueur et phénotype

Cet essai a été réalisé en chambre de culture (contrélée) a ICARDA Syrie (Figure. 13)
, l'objectif est d’identifier les bases génétiques de la variation phénotypique. Par 1'étude
d'association génétique. cette approche analyse 1’association statistique entre la variation
phénotypique (rendement et ses composantes, les paramétrés phenologique (la date
d'épiaison) et les paramétres morphologiques (la hauteur de la plante a maturité) et le
polymorphisme génétique a l'aide de marqueurs moléculaires de type SSR Le principe du
génotypage des microsatellites est d'amplier, par la technique de PCR (Polymerase Chain
Reaction), spécifiquement un fragment d'ADN comportant le marqueur microsatellite encadré
par deux séquences connues utilisées comme amorces, puis de séparer les différentes tailles
des amplifias, correspondant aux divers profils alléliques de ce marqueur, par €lectrophorése
capillaire. Le séquenceur intégre les différentes émissions de fluorescence émises par
l'excitation par un laser des fluorochromes marquant les différents microsatellites en Pic et a
l'aide de logiciel on peux distinguer les différents marqueurs par leurs marquages et les
alléles par leur taille, estimée en fonction des différents pics du marqueur de taille. Dans cet
essai le genotypage a ¢été effectué sur quarante variétés de blé dur semis au champs de la
ferme experimentale ITGC (Institut Technique des Grandes Cultures) Constantine en
rendomisation totale. L'extration de 'ADN a été réalis¢ sur 50mg de feuilles fraiches selon la
méthode de Saghai-Maroof (1984) avec l'utilisation de 26 marqueurs fluorescents, la

migration a été réalisé avec un séquenceur ABI 3100 .
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Figure. 13 vue d’un essai en conditions contrdlées

4. Dispositifs et principes des méthodes utilisées
4.1. Paramétres physiologiques
4.1. 1 Mesure de la photosynthése nette (Pn) et parameétres associés

Ces paramétres sont réalisés a 1’aide d’un appareil portatif de mesure (LCA4,
ADCHoddesdon, England). Les mesures ont été effectuées au stade floraison sur la feuille
é¢tendard complétement attachée en raison de trois répétitions pour chaque mesure. La
photosynthése nette est exprimée par pmolcooassimilé m.2s! la transpiration par mmoli0degags

m.”s? alors que la résistance stomatique est estimée par ( m?.s.mol-1).
4.1.2 Mesure de la chlorophylle (Unité SPAD)

Le taux de chlorophylle est déterminé a I’aide d’un chlorophylle meter (model
MINOLTA de type SPAD ). Avant toute mesure, 1’appareil doit étre réglé (nombre de signal
par tour) et calibré (N=0). Dans ce protocole le taux de chlorophylle est évalué par unité

SPAD.

35




CHAPITRE Il : MATERIEL ET METHODES

4.1.3 Efficacité de l'utilisation de 1'eau (Water Use Efficiency: WUE
(umolCO2/mmolH20)

L’efficacité de 1’eau utilisée est estimée au niveau de la feuille. Cette estimation
consiste a calculer le rapport (Pn/T) de ’assimilation nette en CO, (Pn) par unité d’eau

transpirée (T) par feuilles (Sinclair et al., 1984).
4.1. 4 Le potentiel osmotique (Po)

Le potentiel osmotique du grec (osmose = poussée) qui tend a faire pénétrer I’eau du
milieu hypotonique vers le milieu hypertonique. Donc le Po : dépend de la concentration des
solutés dans les cellules. Les mesures ont été effectuée , sur des échantillons congelés , a
I’aide d’un microvoltmeétre a point de rosée (Wescoring), le mode de mesure est celui du point
de rosée. Les échantillons prélever sont décongelés, on extrait le jus, et a I’aide d’une
micropipette on prend 10 pl de ce dernier, avec les quelles nous allons imprégner les disques
de papier filtre de 6 mm que nous allons insérer dans la chambre a échantillon. Dont la
fermeture initialise la séquence des mesures automatiques. Le cycle de mesure requiere 75
secondes. Avant chaque série de mesures, on procede a 1’étalonnage de I’appareil, la courbe
d’étalonnage est réaliser a 25°C on utilisant une solution de Na Cl a (0.1, 0.2, 0.3, IN), dont
on connait le (WYo) en fonction de la température. Les lectures que nous donne I’appareil
concernant la concentration de la solution de Na Cl exprimée en mmol/mg, le Po est converti

en BARS en utilisant le tableau de (Lang , 1956).
4.2. Parameétres liés a 1'état hydrique de la plante
4.2.1 La teneur relative en eau (TRE)

La teneur relative en eau est déterminée par le pourcentage d’eau présent dans la
feuille étendard excisée a la base du limbe et immédiatement pesée (poids frais PF),
I’extrémité sectionnée est trompée dans de 1’eau distillée et portée a 1’obscurité pendant 24
heures afin d’obtenir un taux maximal de réhydratation. La feuille est retirée, passée dans un
papier buvard pour absorber I’eau de la surface est pesée (poids de turgescence PT), la feuille
est en fin séchée a I’étuve a une température de 75°C pendant 48 heures puis pesée une
dernicre fois (poids sec PS). La teneur relative en eau (TRE %) ou (RWC), a été déterminée

a partir de la formule de (Clarck et Mc-Caing ,1982) :

TRE (%) = [(PF - PS) / (PT - PS)] x 100
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4.2.2. Taux de déperdition d’eau (RWL)

C’est une méthode qui permet 1’identification des génotypes de blé adaptés a des
conditions défavorables. Elle permet d’évaluer le taux de déperdition d’eau des feuilles

excisées selon la formule suivante (Monneveux, 1991) :
RWL = [(Pi—P2h) / Ps] x [1 / (SF x 120mn)]

Pi : Poids initial de la feuille ; « P2h : poids de la feuille apres 2 heures ;* Ps : poids sec de la
feuille apres 24h a I’étuve a 80°C et « SF : Surface foliaire.

4.3. Parametres biochimiques
4. 3.1. Dosage des sucres solubles

Les sucres solubles totaux (saccharose, glucose, fructose, leurs dérivés méthyles et les
polysaccharides) sont dosés par la méthode de (Dubois et al, 1956).Elle consiste a prendre
100 mg de matériel végétal, dans des tubes a essai, on ajoute 3 ml d’éthanol a 80% pour faire
I’extraction des sucres, puis on laisse a température ambiante pendant 48 heures. Au moment
du dosage les tubes sont placés dans 1’étuve a 80°C pour faire évaporer ’alcool. Dans des
tubes en verre propres, on met 2 ml de la solution a analyser, on ajoute 1 ml de phénol a 5% ;
on ajoute rapidement 5 ml d’acide sulfirique concentré 96% (d = 1,86) tout en évitant de
verser de I’acide contre les parois de tube. On obtient, une solution jaune orange a la surface,
on passe au vortex pour homogénéiser la couleur de la solution. On laisse les tubes pendant
10 min et on les place au bain-marie pour 10 a 20 min a une température de 30°C. A ce

moment 1a I’absorbance est lue a une longueur d’onde de 485 nm.
4. 3.2. Dosage de la proline

La méthode utilisée pour doser la proline est celle de (Troll et Lindsley. 1955)
modifiée par (Dreier et Goring. 1974), et ensuite par (Monneveux et Nemmar .1983).Elle
consiste a prendre 100 mg du matériel végétal (1/3) médian de la feuille étendard. Puis a
ajouter 2 ml de méthanol a 40% le tout est chauffé a 85°C dans un bain-marie pendant 60
min. Aprés refroidissement, on préleve 1 ml d’extrait auquel on ajoute :- 1 ml d’acide

acétique (CH3COOHR) ;- 25 mg de ninhydrine (CsHgO4) et
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- 1 ml de mélange contenant: 120 ml d’eau distillée; 300 ml d’acide acétique et
80 ml d’acide orthophosphorique (H3PO,, d=1,7). le mélange est porté a ébullition durant 30
min, la solution vire au rouge, apres refroidissement, 5 ml de Toluéne sont rajoutés a la
solution qui est agitée, deux phases se séparent (une phase supérieure et une phase inférieure).
Apres avoir ¢éliminer la phase inférieure, la phase supérieure est récupérée et déshydratée par
’ajout d’une spatule de Sulfate de sodium Na,SO4 anhydre. On détermine la densité optique a

528 nm.
4.3.3. Dosage des protéines totales

La méthode retenue pour le dosage des protéines totales est celle de BradFord (1976) qui
utilise la BSA (Sérum d'Albumine de Bovin) comme standard. Elle consiste a prendre 10 mg
du matériel végétal, chaque échantillon est broyé avec 5Sml d'eau distillée puis filtré et versé
dans un tube a essai contenant 5ml d'eau distillée. Pour le dosage on prend 0.2ml de réactif
BradFord (annexe. 2) avec 0.2 ml de la solution a analyser et 1.6ml d'eau distillée (bien agiter
au vortex) . Parallélement, il est préparé un essai de controle en utilisant 0.2ml d'eau distillée;

apreés Smin a une heure on procede a la lecture de I'absorbance a 595nm.
4.3.4. Electrophorése des protéines de réserves (glutenines)

L'électrophorése est une technique biochimique de séparation fondée sur le fait que
des molécules portant des charges électriques migrent a des vitesses différentes lorsqu'elles
sont placées dans un champ ¢lectrique. L’idée d’utiliser cette caractéristique pour séparer des
molécules remonte a la fin du dix-neuvieme siécle grace aux travaux du biochimiste suédois
Arne Tiselius (1902-1971), prix Nobel de chimie en 1948. Il a réussit le premier a séparer par
cette technique les protéines contenues dans des liquides biologiques complexes comme le
sérum sanguin et le lait. Aujourd’hui, 1’électrophorese est devenue une technique de routine
dans les laboratoires ou on [’'utilise pour séparer notamment les protéines et les acides
nucléiques. L’¢lectrophorése des protéines peut étre réalisée sur des supports variés,

notamment sur gel de polyacrylamide ou sur gel d’agarose selon les informations recherchées.
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i) Principe de I’électrophorése

Selon le principe de 1’¢électrostatique lorsqu’un ion de quantité de charge q est placé
dans un champs ¢€lectrique E , une force F s’exerce sur cet ion avec une intensité donnée par

I’équation :
Félectrique = qE

L’ion peut étre assimilé a une sphere de rayon r en mouvement dans un fluide de viscosité h.
De ce fait une force de friction s’oppose a la force ¢lectrique F. Par définition : F friction =

6phrv
Ou v = vitesse de migration de I’ion, r = rayon de 1’ion, h= viscosité¢ du milieu.
A 1’équilibre I’ion migre avec une vitesse constante de sorte que

F électrique = F friction d’ou

_ gE
- Ganr
p==
La mobilité électrophorétique p est donnée par 1’équation : E-6mr

Cette équation nous montre que la mobilité électrophorétique est principalement fonction de

la charge et de la taille de I’ion. Cela est valable pour toutes les techniques d’électrophorese.
Les principales variantes de 1’¢électrophorese des protéines sont les suivantes :

SDS-PAGE. L'une des variantes les plus répandue de I'électrophorese est la SDS-PAGE,
utilisée pour séparer les protéines en fonction de leur poids moléculaire. Les protéines sont
dénaturées par du S-dodecyl sulfate, molécule trés fortement chargée négativement. Les
charges négatives du SDS noient completement les charges propres de la protéine qui
n'interviennent alors plus. La charge de l'ensemble molécule dénaturée/SDS (et donc sa

vitesse de migration) dépend alors uniquement de la longueur de la chaine protéique.
ii )Extraction des gluténines HPM et FPM

L'extraction des glutenines a été effectuée selon la méthode de Singh et al. (1991);
sur gel d'acrylamide en conditions dénaturantes (""'sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel

electrophoresis" ou SDS-PAGE). Elle consiste a prendre La moitié d'un grain, dont la masse
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est d'environ 20mg, est écrasée en une fine poudre. Les gliadines sont extraites en premier
dans la solution A (Annexe.3) : on procede a une agitation avec le vortex au moins deux fois
, suivie d'une centrifugation (10minutes ) et le surnageant est recueilli. Aprés avoir repeter
l'extraction une autre fois, le résidu est lavé avec la solution A, centrifugé pendant 5 minutes ;

ensuite tout le liquide est éliminé par aspiration.

Dans notre cas, le résidu obtenu lors de cette extraction des gliadines a formé le
materiel de départ de la procédure d'extraction des glutenines. Les glutenines sont extraites a
partir du résidu obtenu, dans une solution B (Annexe.3 ), contenant 1% P/V dithiotreitol
ajouté a l'etat frais aprés une bonne agitation au vortex . Apres cinq minutes de centrifugation,
la solution B contenant 1.4% (V/V) du 4 vinylpyridine mélangé a 1'état frais et ajouté a
chaque tube qui est incubé pendant 15 minutes pour une alkylation des protéines.
L'échantillon est ensuite centrifugé (2 minutes) et un aliquote (0.1ml) de surnageant est
transferé dans un autre tube contenant la solution C (Annexe.3) (0.1ml) ce dernier est agité
brievement ensuite incubé (15 minutes) pour une complexation du SDS avec le polypeptide
des glutenines reduites et alkylées. Apres la centrifugation (2 minutes), les extraits protéiques
sont déposés (8 a 10ul) sur les puits du gel d'acrylamide pour séparer par une SDS — PAGE
des sous- unités glutenines. Pour évaluer le poids moléculaire des différentes bandes
protéiques, deux kits sigma ont été utilisés (HPM pour les glutenines et LPM pour les

gliadines) , (Tableau. 5)
iii ) Révélation des gels

La coloration des gels a été effectuée au bleu de Coomassie (Annexe. 4)
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Tableau. 5 Poids moléculaire des protéines de références (Kit)
Protéines Poids Moléculaire (Da)

HPM
- Myosine 220.000
- 0p- Macroglobuline 170.000
- B- Galactosidase 116.00
- Transferrine 76.000
- Glutamic dehydrogenase 53.000

LPM
- Phosphorylase b 97.000
- Albumine 66.000
- Ovalbumine carbonic 45.000
- Anhydrase 30.000
- Trypsin inhibitor 20.100
- a-lactalbumine 14.400
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4.4. Rendement et ses composantes.
4.4. 1.Nombre de talles par métre (NT/m?)

4.4. 2. Nombre de plants par métre (NP /m*)
4.4. 3. Nombre d’épi par metre (NE/m?)

4.4. 4. Nombre de grains par épi (NG/E)

4.4. 5. Poids de mille grains (PMG)

4.4. 6. Rendement en grains (Rdt .G)

4.4. 7. Rendement en biomasse aérienne (Biom)
4.4. 8. Indice de récolte (IR) :

Cet indice représente le rapport du rendement en grains sur le rendement total (grains+
paille) : c'est un indicateur da la capacité du génotype a produire des grains sous les
contraintes hydrique auxquelles ils est soumis, une valeur élevée de ce rapport signifie que la
translocation de photosynthétats vers les sites est bonne et qu'une part importante de ces
derniers a contribué au remplissage des grains. Ce parametre est déterminé par le rapport :

IR =RDT .G/RDT

5. Marquage moléculaire par les microstellites SSR
5.1 Extraction et quantification de ’ADN

L’extraction d’ADN a porté sur 50 mg de feuilles fraiches, broyées dans 1’azote
liquide selon la méthode de Saghai-Maroof (1984). La concentration en ADN des différents
¢chantillons a été déterminée en comparant I’intensité des bandes obtenues aprés migration
sur gel d’agarose a 1% a celle de I’ADN standard , On dépose Sul de 1’échantillon + 3 pl de
bleu de charge , et on laisse migrer environ une heure. La révélation du gel se fait par et par
UV et le BET : bromure d’éthidium (100ul de BET dans 11 d’eau distillée) pendant 10 min,

suivi par deux lavages a 1’eau distillée ( Figure . 14)
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Figure. 14 Test de qualité de I’ ADN des variétés de blé dur étudiées

5.2 Marqueurs microsatellites utilisés

Un jeu de 26 marqueurs microsatellitesa été utilisé dans cette étude, Les noms de ces
marqueurs, leurs séquences, les motifs de base et leur taille sont présentés dans le Tableau.6,
les marqueurs sont de deux types, obtenus par deux sources : les de marqueurs de type
Xgwm ou WMS (Xgwm; Roider et al., 1998) le deuxieme type; wheat microsatellite

consortium (WMC) a été sélectionné dans la base de données ( www.graingenes.org) . Ces

marqueurs moléculaires ont été utilisés pour examiner la diversité génétique des écotypes
locales et introduites. Le genotypage a été réalise aprés amplification par PCR avec des
amorces fluorescentes (Tableau. 6).Les réactions de PCR sont réalisées dans un

thermocycleur Applied Biosystems.
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Tableau . 6 Description des SSR loci utilisés len; lenght , lab; labels ,ps;product size loc,location
Marker Forward Primer (5' -> 3') Reverse Primer (5' ->3') ‘ len \
WMC54 TATTGTGCAATCGCAGCATCTC TGCGACATTGGCAACCACTTCT | 22 NED 142 3B
WMC63 GTGCTCTGGAAACCTTCTACGA CAGTAGTTTAGCCTTGGTGTGA | 22 VIC 192 2A
WMC78 AGTAAATCCTCCCTTCGGCTTC AGCTTCTTTGCTAGTCCGTTGC | 22 Fam 241 3B
WMC105 AATGTCATGCGTGTAGTAGCCA AAGCGCACTTAACAGAAGAGGG | 22 Fam 192 6B
WMC_150 CATTGATTGAACAGTTGAAGAA CTCAAAGCAACAGAAAAGTAAA | 22 NED 165 2A
WMC_153 ATGAGGACTCGAAGCTTGGC CTGAGCTTTTGCGCGTTGAC | 20 Fam 177 3A
WMC_165 CACACTCGCACGATTTTCCTAT TCGGTTACACTGGAAGTGGTCT | 22 NED 188-193 3A
WMC167 AGTGGTAATGAGGTGAAAGAAG TCGGTCGTATATGCATGTAAAG | 22 VIC 185 2B
WMC168 AACACAAAAGATCCAACGACAC CAGTATAGAAGGATTTTGAGAG | 22 Fam 319 TA
WMC177 AGGGCTCTCTTTAATTCTTGCT GGTCTATCGTAATCCACCTGTA | 22 VIC 184 2A
WMC179 CATGGTGGCCATGAGTGGAGGT CATGATCTTGCGTGTGCGTAGG | 22 VIC 184 2A
WMC235 ACTGTTCCTATCCGTGCACTGG GAGGCAAAGTTCTGGAGGTCTG | 22 VIC 235 5B
WMC307 GTTTGAAGACCAAGCTCCTCCT ACCATAACCTCTCAAGAACCCA | 22 NED 145 3B
WMC322 CGCCCCACTATGCTTTG CCCAGTCCAGCTAGCCTCC | 17 NED 95 3A, 3B
WMC445 AGAATAGGTTCTTGGGCCAGTC GAGATGATCTCCTCCATCAGCA | 22 Fam 229 5A
WMS06 | CGT ATC ACC TCC TAG CTA AAC TAG AGC CTT ATC ATGACCCTACCTT | 22 VIC | 207 -196 4B
WMS108 ATT AAT ACC TGA GGG AGG TGC GGT CTC AGG AGC AAGAACAC | 20 Fam 135- 137 3B
WMS118 GAT GGT GCC ACT TGA GCA TG GAT TG TCA AAT GGA ACA CCC | 20 Fam 110 5B
WMS135 TGT CAA CAT CGT TTT GAA AAG G ACA CTGTCA ACCTGG CAATG | 20 VIC 153 -176 1A
WMS149 CATTGT TTT CTG CCT CTA GCC CTA GCA TCG AAC CTG AAC AAG | 21 NED 161 4B
WMS169 ACC ACT GCA GAG AACACATACG GTG CTC TGC TCT AAG TGT GGG | 22 VIC 220 6A
WMS198 TTG AAC CGG AAG GAG TAC AG TCA GTT TAT TTT GGG CAT GTG | 20 Fam 130 4A
WMS30 | ATC TTA GCA TAG AAG GGA GTG GG TTC TGC ACC CTG GGT GAT TGC | 21 VIC 196-205 3A
WMS304 AGG AAA CAG AAA TAT CGC GG AGG ACT GTG GGG AAT GAATG | 20 VIC 202 5A
WMS375 ATTGGCGACTCTAGCATATACG GGGATGTCTGTTCCATCTTAGC | 22 NED 156-204 4B
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5.3 Réaction d’amplification en chaine (PCR) de I’ADN microsatellite

La «Polymerase Chain Reaction» est une technique de réplication ciblée in vitro.

Inventée par K. Mullis en 1985 (Prix Nobel des 1993), elle connait un essor considérable a

partir de la commercialisation (vers 1988), d'une ADN polymérase résistante aux

températures €levées (la Taq polymérase), qui permet une automatisation de la technique. La

PCR est une succession de cycles d'amplification comportant une étape de dénaturation de la

double hélice de I'ADN, une étape d'hybridation des amorces sur I'ADN cible et une étape de

synthése du fragment analysé (c'est- a- dire I'¢longation des amorces en prenant pour modele

le brin hybridé a I'amorce) . (Figure. 15)
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Figure. 15 Principe de la PCR (d'aprés [Swynghedauw, 2001])
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Les séquences nucléotidiques des amorces utilisées au cours de ce travail sont données
dans le tableau.6 .Chaque echantillon de PCR est constitué¢ d’un mélange de Mix avec un
volume final de 10 pl : contenant un mélange optimisé de 1x PCR buffer, 2.5mM MgCl2,
0.2mM dNTP mix, 0.05uM de chaque amorce (Au total, 26 loci ont été utilisés initialement,
les informations relatives a ces loci sont présentées au tableau.6 ). 1.0 U Taq polymerase,
(purifiée a partir de la bactérie Thermus aquaticus) , et 60 ng de DNA.Les thermocycles
utilisés sont basés sur les conditions générales suivantes : une étape de dénaturation initiale de
4 min a 94°C, 35 cycles comprenant : une étape de dénaturation a 94°C (60 sec),- une étape
d'hybridation des amorces a une température spécifique 58-60°C de ces derniéres (1 min),
une étape d'élongation a 72°C (1 min) et une étape d'élongation finale (7 min) a 72°C. La
microplaque a été placée dans un thermocycleur Applied biosystems. Un contrdle sur gel
d’agarose a 2 % des produits de PCR est réalis¢ afin de vérifier la qualité de 1’amplification.
La plaque est mise a I’abri de la lumiere a I’aide d’une feuille aluminium pour éviter la

dégradation du fluorochrome.

5.4 Migration sur séquenceur

Dans un souci d’économie et de rapidité, les produits de PCR d’un méme individu ont
été groupés par trois selon le fluorochrome utilisé au cours de la PCR. Cela permet de faire
migrer au cours d’un méme run d’analyse les produits de trois marqueurs. Les alléles de ces
derniers sont différenciés par la couleur du fluorochrome porté par les amorces de PCR; VIC
(tétrachloroFluorescéine, fluorescent dans le vert), FAM (5-carboxy fluorescéine, fluuorescent
dans le bleu) et HEX (6-carboxy 2',4',7',4,7 -hexachloro fluuorescéine, fluuorescent dans le
jaune). (la lecture se fait trois a trois, fluorochrome Fam couplé avec un fluorochrome Hex et
Vic ) (Fig. 16) . Cette stratégie a été appliquée a I’ensemble des marqueurs microsatellites
analysés. On préléve 1 pulL de produit PCR pour chaque microsatellite, que 1°on place dans le

méme puits du génotypeur (multiplexe) contenant SuL. de ROX (formamide, Applied
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biosystems ) (Le ROX sert d’etalonnage pour les poids moléculaires) contenant un marqueur
de taille Genescan G350 . A l‘aide d‘un thermocycleur, on chauffe notre mélange a 95°C
pendant 5 min, puis on le place tout de suite dans la glace (pendant au moins 10 min) afin de
stopper toute renaturation éventuelle de 1°ADN. La microplaque est alors centrifugée (1500
tours/min pendant 1 min) afin d‘¢liminer les éventuelles bulles qui rendraient impossible
lI‘injection de la solution dans le capillaire et donc I1‘analyse de 1‘échantillon. Les parameétres
de I‘analyse sont rentrés dans le génotypeur (ABI Prism 3100 Genetic Analyser, Applied
Biosystems), notamment : la gamme de coloration utilisée Le temps de migration est fixé a 3

h.
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Figure. 16 Révélation du polymorphisme des microsatellites par PCR « ciblée ». Grice aux
amorces spécifiques de locus, Le polymorphisme des différents microsatellites peut étre révélé
sur Séquenceur (Séquenceur Abi 3100) a I’aide du logiciel GeneScan (3 locus SSR en
multiplixage).
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6- Méthodes d'analyse statistique
6.1 Traits phénotypique
6.1.1 Description des données

Pour mieux décrire les différentes variables morphologiques, physiologiques,
biochimiques , nous avons calculé certains parameétres statistiques de base tels que la
moyenne et I'écart -type qui mesure la dispersion des données autour de la moyenne . Ces
parametres ont été calculés a l'aide du logiciel d'analyse statistique des données Statistica

version. 7 et Xlstat 2009
6.1.2 Test t de student

le test t de student consiste a comparer les moyennes de deux populations a l'aide de
deux échantillons indépendants (Dagnelie, 2007). Ce test a été utilisé pour comparer entre les

deux sites irrigué et non irrigué.
6.1.3 Méthodes statistiques multivariees
a. Test d'analyse de la variance multivarié (MANOVA)

La comparaison entre les variétés de blé dur etudiées, pour 1'ensemble des parameétres
mesurés a été réalisée a l'aide de l'analyse de la variance multivariées en utilisant trois tests
statistiques qui sont : Wilk's lambda , Laweley- hotling et Pillai's trace (Dagnelie , 1979,
1986 et 2006). Ce test est une extension de l'analyse de la variance, quand on a plusieurs
variables qui ont été observées simultanément sur les mémes individus (sites) . Les trois tests
cités précédemment et qui sont proposés par Palm(2000) et Dagnelie (1970, 2006) sont
asymptotiquement d'égale puissance et aucun test ne peut étre recommandé¢ de manicre
systématique. L’interprétation des résultats obtenus est réalisée par le programme Minitab 13.
La comparaison de moyennes des résultats est testée par une analyse de 'ANOVA. La
séparation des groupes homogénes basée sur la plus petite amplitude significative (P.P.A.S.)
observée entre plusieurs moyennes est faite selon le test de Newman-Keuils au seuil de
signification de 5% et 1%. De méme, la détermination des coefficients de corrélations et de
régressions linéaires est effectuée pour identifier les variables les plus corrélées (Thomassone,

1992).
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b. analyse en composantes principales (ACP)

L'analyse en composantes principale est une méthode exploratrice et descriptive
(Dagnelie, 1986). Elle est utilisée pour interpréter une matrice de données sans structure
particuliére ne comportant a priori, aucune distinction, ni entre les variables, ni entre les
individus. Elle a pour but de remplacer les p variables initiales fortement corrélées entre elles
en p variables appelées composantes principales ou axes principaux synthétiques non corrélés
entre eux , et de variance progressivement décroissante. Les premicres composantes pouvant
éventuellement faire I'objet d'une interprétation particuliére et les derniéres pouvant

généralement étre négligées (Dagnelie, 1986).

c. Recherche de classes de variétés homogeénes : analyse hiéarchique ou classification

hiérarchique

Cette méthode permet de déterminer le niveau de similitude ou de divergence entre
individus ou variétés et donne une répartition des individus en groupes ou classes homogénes
sur la base des caractéristiques mesurées. La classification a été réalisée a I'aide du logiciel

d'analyse statistique des données Xlstat 2009.
6.2 Analyses statistiques et moléculaires des données

Une analyse de la variance (ANOVA) a ¢été réalisée pour chaque variable, en utilisant
la procédure GLM du logiciel SAS version 9.1 (SAS Institute, 2000, Cary, NC, USA), pour
tester les effets du génotype sur la variation des paramétres étudiés. Ainsi qu' une analyse en
composantes principales (ACP) a été réalisée, et une matrice de corrélation a été calculée
entre variables, 1’obtention des vecteurs propres permet d’identifier les caractéres les plus

importants pour la différenciation phénotypique dans chacune des composantes principales.

La classification hiérarchique CHA , a été réalisé , la distance entre les individus a été
calculé par le coefficient de similarit¢ de Manhattan linkage complet, puis le regroupement
des variétés a été fait par la méthode de la moyenne non pondérée (UPGMA= Unweighted
Pair Groups Method of Analysis), les calculs ont été réalisé par le logici¢l Darwin5.0. Une
analyse factorielle Discriminante (AFD) a également ¢té réalisée sur I’ensemble des
parametres étudiés avec le logiciel Genetix version 4.04 (Belkhir et al. 1999) , afin de

déterminer la similarité entre les individus selon leur origines géographiques.
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Concernant I’analyse des données moléculaires, Il est important avant de procéder aux
analyses moléculaire de regrouper les génotypes selon leurs structures génetiques en utilisant
le logiciel STRUCTURE 2.3.3. doté d’un algorithme de regroupement (Pritchard et al., 2000).
Le principe de cette analyse est basé sur le [model complexe d’admixtion] avec corrélation
des fréquences alleliques. Ce modele a été testé en utilisant 10 000 repetitions pour 2<K<10
avec 100 permutations pour chaque valeur de K , Le symbole ‘K’ represente le nombre de

regroupements a examiner.

Pour chaque valeur de K regroupements, les bandes de méme couleur forment une
méme population. Simplement, la procédure consiste a regrouper les échantillons par une
approche Bayesienne en fonction de la composition génétique des individus, sans tenir
compte de leur origine. Le modele présenté par Pritchard et ses collaborateurs permet
d’obtenir deux valeurs importantes et trés utiles pour la caractérisation génétique des
¢chantillons analysés. Tout d’abord, en utilisant le modele « admixture », le logiciel donne un
estimé de la proportion (Q) du génome d’un échantillon provenant de chacun des groupes.
Ainsi, en assumant qu’il y a deux populations, le logiciel indique la proportion du génome
d’un individu provenant du groupe 1 et la proportion provenant du groupe 2. Si I’individu est
pur et qu’il origine du groupe 1, une valeur se reprochant de 1 devrait étre obtenue pour la
proportion de son génome provenant du groupe 1 et une valeur se rapprochant de zéro devrait
étre obtenue pour la proportion de son génome provenant du groupe 2. De méme, si I’individu
est un hybride de premicre génération, son génome devrait étre composé a 50% du groupe 1 et
50% du groupe 2. Cette valeur permet de déterminer si la composition génétique des individus
est pure ou s’il y a un échange génétique par hybridation entre les groupes. Une deuxiéme
valeur d’intérét qui est estimée par STRUCTURE est la probabilité (In P(D)) d’un nombre de
populations donné (K). En roulant le modéle pour plusieurs K différents, il est possible de
déterminer le nombre de populations le plus probable. On réalise une Comparaison graphique.
Pour chaque valeur de K on retient pour STRUCTURE la matrice Q correspondant a la
simulation affichant le plus grand log likelihood parmi les 10 simulations. La matrice Q est
analysée et comparée par une méthode exploratoire graphique. est triee sous Excel, de facon a
classer dans un méme cluster tous les individus ayant la méme population d’origine
principale. On considére comme population principale pour chaque individu celle pour lequel
q est maximal. Puis on agence dans chaque cluster les individus en fonction de q décroissant.
On représente graphiquement la répartition des individus dans les clusters, en plagant tous les

individus dans un histogramme Ou les ordonnées représentant les valeurs de q. Les

51




CHAPITRE Il : MATERIEL ET METHODES

proportions q liées a chaque population d’origine sont marquées d’une couleur spécifique. On

visualise graphiquement I’organisation des différents clusters inférés pour chaque K donné.

6.2.1 Etude d’association entre phénotype et génotype

Les donnees genotypiques et phenotypiques simulées sont soumises a un test
d’association  par  régression  logistique  sous TASSEL  2.0.1  software
(http://www.maizegenetics.net/).en prenant en compte la matrice de structure génétique
optimale. La probabilité critique (p) associe aux couples site polymorphe/caractere est
déterminée par le mod¢l linéaire général fixé (GLM) incluant le Q coéfficients de population

structurée comme covariates,
6.2.2 Diversité génétique

Les parametres de la diversité génétique ont été estimés avec le logiciel powermrker
version 1.2. les parameétres d’évaluation de la diversité génétique qui ont été estimés sont les
suivants : ¢ Les fréquences alléliques, le pourcentage de loci polymorphes (P), le nombre
d’all¢éles par locus ou richesse allélique (A), le contenu informatif du polymorphisme PIC et

le taux d’heterozygotie.
6.2.3 Isolement par la distance (test de Mantel)

Le test de Mantel (Mantel 1967), est utilis¢é pour mesurer et tester la corrélation
linéaire entre deux matrices de proximité. En génétique des populations ce test est utilisé
pour tester I’hypotheése d’isolement par distance en comparant une matrice des distances
génétiques basées sur les données moléculaires des populations a une matrice de distances
géographiques entre les sites d’origine correspondants (Timothy et al. 2000). Il est
recommandé pour les petits échantillons (n<20) d’effectuer des permutations pour la
signification du test. L'hypothése nulle est que le rapport observé entre les deux matrices de
distance pourrait avoir été obtenu par n'importe quel arrangement aléatoire dans l'espace des
observations. L’hypothése nulle suppose que la pente de régression distance

génétique/distance Géographique est nulle.
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6.2.4 Test AMOVA et corrélations de la diversité géenétique avec les conditions

écogéographiques

La relation entre milieu d'origine des cultivars sélectionnés et leur capacité d'adaptation au
milieu de culture et d'exploitation doit étre réguli¢rement confirmée (Prosperi et al. 1993).
Pour tester les relations entre les deux parametres on a utilisé le test AMOVA.(Analysis of
Molecular Variance), ce test permet d’estimer quelle proportion de la variabilité génétique de
la population est due a : _ Les variations intergroupes, - Les variations a I’intérieur des

groupes et Les variations inter-individus t .
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RESULTATS ET DISCUSSION

1. Evaluation et détermination des traits physiologiques, biochimiques et
agromorphologiques impliqués dans la réponse a la sécheresse
Et marquage moléculaire
Introduction

Au terme de notre étude, 1l en résulte différents résultats a travers les trois
expérimentations relatifs au comportement des variétés de blé dur vis-a-vis du
stress hydrique. Les résultats de la premiére expérimentation ont fait 1’objet d'un
article (Bousba et al, 2009) ; Sont ceux qui expriment I'évolution des variétés de
blé dur sous différent niveaux d'alimentation hydrique et sous condition semi
controlées. L'évaluation de comportement de ces variétés a été réalisée en se
basant sur des parameétres physiologiques et rendement en biomasse. Ces
derniers nous ont permis d'identifier les variétés présentant une meilleure

tolérance dans les conditions deficitaires en eau.

Les résultats de la deuxiéme expérimentation sont plus explicites,
consolidant 1'aspect physiologique en additionnant en plus des parameétres:
phénologiques, morphologiques, biochimiques et agronomiques et ce par un
essai mené en plein champ sous condition pluvial et irrigué. Dans cette
approche des différences hautement significatives ont été observées au sein du
matériel végétal utilisé, ainsi que des réponses et des comportements différents

ont été notés chez 'ensemble des variétés étudiées.

Les résultats de la troisieme expérimentation, concernent l'approche
moléculaire et l'association génétique entre variation phénotyique et
génotypique. Les résultats concernant cette approche montre que les marqueurs
SSR utilisés sont significativement associés avec les traits étudiés. Cette
approche représente la finalité et 1'objectif de cette contribution qui consiste a
intégrer l'ensemble des traits allant des caractéres phénotypiques observés au

champ jusqu'au locus du géne qui controle un caracteére quantitatif.
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1. Expérimentation.1 Evaluation et détermination des traits physiologiques impliqués

dans la réponse des variéteés de blé dur aux conditions limitantes en eau
1. 1 Photosynthése nette (Pn)

Les résultats enregistrés montrent que la photosyntheése nette et la transpiration chutent
d'une maniere hautement significative (p<0.01) avec I’intensité du stress hydrique chez toutes
les variétés étudiée (Tableau.7 ). Les valeurs obtenus de la photosynthése nette different
d'une variété a l'autre ( Fig. 17). Cette diminution est intense sous condition séveére de manque
d'eau (12 % cc). Néanmoins, la variété introduite Gta dur présente la valeur la plus élevée de
I’assimilation nette ( 27,78 umolcos _m.'zs'z) comparée a la variété locale Djenah khotifa
(10,90 umolco, m.s™ ), qui semble la plus affecté par ce niveau de stress. A ce méme niveau
de stress sévere on note des effets d'interaction génotype x régime hydrique trés hautement
significative (p<0.001) (Tableau. 7). Cependant, la diminution de I'activité photosynthétique
chez des plantes stressées est citée par plusieurs auteurs comme étant l'une des causes
majeures de la réduction de la croissance et de la productivité (Djekoun et Ykhlef, 1996;
Wang et al, 1997). Cette diminution peut &tre influencé par des effets stomatique qui se
traduisent par une faible diffusion et fixation du CO,, et /ou des effets non stomatiques. Ces
derniers se distinguent par ; une faible efficacité des activités primaires de la photosynthese ,
limitation de fonctionnement photochimique du PSII et/ ou une altération de l'appareil
photosynthetique ( Ykhlef et Djekoun, 2000). Ceci suggere que le stress hydrique peut
exercer un effet inhibiteur sur les divers processus physiologiques impliqués dans le
fonctionnement de la plante (Ziska L.H. et al, 1990). Par conséquent, peut induire une
fermeture des stomates limitant ainsi la concentration interne du CO; (A. Kyparassis et al,

1995), qui s’exprime par une diminution de I’activité photosynthétique.
1. 2 la résistance stomatique (Rs)

Dans cette étude, la résistance stomatique développée par les six variétés est
¢galement significativement affectée par le régime déficitaire en eau (p<0.05) (Tableau. 7).
Les différences s'observent dés l'installation du stress hydrique et la résistance stomatique
augmente au fur et & mesure que le stress devient plus sévere (12%cc ). En effet, la variété
Beliouni présente la resistance stomatique la plus élevée (250 m”.s.mol-1) comparée aux
autres variétés , suivi par la variété introduite Gta dur qui enregistre une augmentation moins
importante (Fig. 18). Nos résultats, sont en accord avec ceux de (Sarda & al, 1992 ) qui a

signalé que le bl¢ dur sous condition de manque d'eau , semble favorise la premicre stratégie
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qui consiste a activer la fermeture des stomates et a limiter l'intensité de la transpiration.
Donc , le maintien de la variété locale Beliouni d’une activité photosynthétique satisfaisante
vis-a-vis du stress appliquée dans ce travail, malgré la diminution de la concentration interne
en CO; due a la fermeture des stomates, peut se traduire par la mise en place de mécanismes
non stomatiques comme moyen d’adaptation pour limiter les perte d’eau (Cochard H et al,

2002 ; Ykhlef et Djekoun, 2000).

80 T T T T T T T T T

70 F 1

50 f o E

AN -

( umol.m-2.s-1)

PN

30 F o 4

20 | | 1

0 L L L L L L L L L

Vi V2 V3 \Z V5 V5 V6

Varietés

Figure. 17 : Variation de la photosynthése nette ( umol cor.m™S™) sous cing niveaux de stress

hydrique (Témoin , 80, 60, 40, et 12% cc.) chez six variétés de blé dur.
V1: Djenah khotifa, V2: Guemgoumerkham, V3: Rahouia, V4: Beliouni, V5: Vitronet V6: Gta dur
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Figure.18 Variation de la résistance stomatique
DK Djenah khotifa, GG Guemgoumerkham, RAH Rahouia, Bel Beliouni, VitVitron et
Gdur Gta dur
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Tableau. 7 Analyse de la variance des paramétres associés a 1'état hydrique de la plante

(la photosynthése nette (Pn) , Transpiration (T) et la production en matiere seche (MS).

Effet deficit hydrique Effet variété Effet interaction variété* effet hydrique
. Ddl MC F Ddl MC F Ddl MC F
Variables P p p
Photosynthese nette 4 | 124359 | 25829 5 | 208006 | 43206 20 55.87 1.6
umoleop M. %2
Transpiration 4 | 983324 | 2317.29% | 0,000%** 5 | 665822 | 1569.07% | 0,000%%* | 20 4813.95 113.44 0,000%**
mmolyom?s™t
. R 4
Matiére seche (9) 244.89 660.17* 5 119.42 321.94% 20 482 12.98

*, % ot ¥** Coefficient de signification au seuil 5%, 1% et 0.1%respectivement
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1. 3 Transpiration

En outre, pour les différentes variétés la mesure de la transpiration présente une
variabilité génotypiques importante, les différences sont hautement significative (p<0.01)
(tableau. 7). Les valeurs enregistrées, sous régime non déficitaire (100% cc), varient de 12,07
a 42,03 mmoleom'zs'1 chez la variété locale Djenah khotifa et la variété introduite Gta dur
respectivement. Tandis que chez les stressées et sous les différents niveaux de stress hydrique
appliqué, les génotypes testés accusent des diminutions importantes comparativement aux
plantes témoins (100% cc), ( Tableau. 8). Donc sous une sécheresse progressive on décele
une baisse plus importante de la transpiration allant jusqu’a 50% chez les variétés Djenah
khotifa et Beliouni. Ainsi que l'analyse de la variance, revéle l'effet stress et génotype tres
hautement significatif (Tableau. 7 ). Nos résultats montrent que la transpiration regresse sous
condition limitante en eau afin de reduire les pertes en eau ; c'est ce qui a été demontré par
plusieurs recherches notamment ceux de ( Zhao et al, 2008; Bousba. et al., 2006b). Cette
diminution de la transpiration refléte I'effet de la sécheresse qui peut se traduire, selon la
stratégie adaptative de I'espeéce ou de la variété, par des modifications morphologiques pour
augmenter l'absorption d'eau et/ ou pour diminuer la transpiration. Ces modifications affectent

les parties aériennes comme les parties souterraines de la plantes (Abadi et al , 2003).
1. 4 Taux de chlorophylle

La variation du taux de chlorophylle sous différents niveaux de stress hydrique apporte une
information complémentaire sur le comportement des variétés vis-a-vis a la contrainte
hydrique. les variétés locales Djenah khotifa et Guemgoum rkham présentent sous régime
hydrique sévére une chute significative considérable du taux de chlorophylle (4,02+0,33 et
6,57+0,44 U.spad respectivement) contrairement aux variétés introduites Vitron et Gtadur ,
qui maintiennent des taux plus ¢élevées allant de 17,07 a 16,88 (U.SPAD ) respectivement
(Fig. 19). Ces résultats confirment les observations de (Mokhtar et al, 2009 ; Cha-um et
Kirdmanee. , 2008; Rong-hual et al, 2006 ) , qui montrent que le manque d'eau induit une
chute de la teneur en chlorophylle dans les feuilles. Des corrélations positives(r = 0.92) ont

¢été enregistrées avec la photosynthése nette PN (p= 0.00) ( Figure. 20)
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1. 5 Matiere séche MS

En condition de bonne alimentation hydrique la teneur en matiére séche est
significativement plus importante (p<0.01) qu'aux conditions de secheresse, on remarque
également que les effets d'interraction (génotypes x régime hydrique), sont eux aussi
hautement significatifs, cela signifie que les variétés etudiées different dans leurs

comportements vis-a-vis de la secheresse.( Xu et al , 1995).

En effet la relation liant les valeurs de la Pn et de la Matiere séche , montre que ces deux
paramétres sont linéairement liés (r = 0.89 ) avec un p= 0.000 (Figure. 21) avec des
différences forte (p<0.05) au niveau de pente de droite de regression (pearson). Selon le test
Newman keuls seuil 5% La variété Gta dur se classe en premiér avec la plus importante
valeur de mati¢re seche de l'ordre de 19.32 g, et la derniére valeur a été donnée par la variété
Djenah khotifa avec 8.15 g de MS . Donc ces résultats montrent que la contrainte hydrique
favorise la syntheése de la maticre végétale, ce qui est en accord avec ceux rapportés par
(Zhang et al, 2003 ; Bousba. ., 2006b ) montrant que lorsque le stress devient sévere la

production de la matiére séche ralenti.
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Tableau. 8 Effet du stress hydrique sur la transpiration en (mmoly,o.m>.s™)

parameétres Transpiration (T) mmoly,o.m-2s-1

Traitements T S1 S2 S3

Génotypes

DK 12,07+0,71¢ 11,80+4,7¢ 10,65+0,32 ¢ 6,69+7 4a

GGR 17,16-+0,59 16,13+4,04cd  14,48+1,34cd  8,04£1,16 b
cd

RAH 20,13+1,02 ¢ 19,64£8,54 cd  20,47+1,73 ¢ 12,14£1,72 ¢

BEL 30,43+1,7f 28,55+2,15 ¢ 18,05+5,87cd  10,84+1,62 ¢

HOG 35,39+£10,25g  30,62+1,00 f 29,26+4,66 € 12,58+2,07¢

GDUR 42,03+£9,98h 30,844+4,90g 28,99+1,04¢ 20,64+1,5¢

S4

5,46£1,50 a

6,49+0,82 a

7,79+4,45b
9,86+1,11b
10,92+1,24¢

12,13+1,69¢

Temoin  S180% S2 60%

S340% et  S412% cc,

DK Djenah khotifa, GG Guemgoumerkham, RAH Rahouia,Bel Beliouni, VitVitron GdurGta dur
a, b, cd,..... Groupes homogenes données par le test Newman keuls seuil 5%.
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Figure.19 Variation du taux de chlorophylle sous différents niveaux de stress hydrique
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pn = 1.4032+1.6275*x

PN umol.m-2.s-1
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Taux de Chlorophylle(u. spad)

Figure. 20 Relation entre le taux de chlorophylles et la photosynthése nette Pn
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Figure. 21 Relation entre la photosynthése nette Pn( pmol cop.m™S™) et la matiére séche MS(g)
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1. 6 L'efficacité de l'utilisation d'eau

L'efficacité de l'utilisation d'eau estimée par le rapport (Pn/ T ), varie selon les génotypes et
évolue de facon similaire en fonction des régimes hydriques appliqués. En effet sous conditions de
bonnes alimentations hydriques (100%), les variétés étudiées présentent une efficacité de l'eau utilisée
différente ; les valeurs de cette dernié¢re varie entre 1.50(umolCO2/mmolH20) enregistrée chez la variété
locale Guemgoum Rkham et de 1.75 (umolCO2/mmolH20) chez la variété Djenah khotifa. Cette
variabilité est maintenue lors de l'application du stress hydrique et augmente avec l'intensité de ce dernier
(Zareti,., 2006). Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par ( Ykhlef, 2001; Bousba. et al.,
2006a et Kochler ,2000 ) . Ainsi, les valeurs enregistrées sous stress sévere dans cette étude (12 %cc),
s’étalent de 1.75 (umolCO2/mmolH20) notée  chez la variété  Guemgoumr'kham, 1.87
(umolCO2/mmolH20) chez la variété Beliouni a 2.29 (umolCO2/mmolH20) notée chez la variété Gta
dur. Ainsi et selon le test de Pearson une corrélation positive est notée entre la photosynthese nette et
l'effcacité de I'utilisation d'eau (r= 0.55) (Fig. 22) enregistrée chez la variété Beliouni., cette corrélation
est plus importante et qui atteint 0.65, 0.75, 0.82 et 0.91 respectivement chez les variétés Djenah

khotaifa Rahouia, Vitron et Gtadur (Fig. 22 A, B, C, D et E).

Il est clair que les parameétres liés a 1’efficacité de I'utilisation de I’eau et de tolérance a la
sécheresse ont une signification agronomique déterminante pour la production du blé dur. Ces parametres
sont contr6lés par plusieurs mécanismes physiologiques (Clarke et al. ,1989) qui intégrent au niveau
foliaire les effets stomatiques et non-stomatiques (Bjorn et al., 1992) et au niveau de la plante les
capacités de translocation des assimilats photosynthétiques vers 1’épi (Helliker et Martin , 1997). Le
terme “’efficacité de 1’eau utilisée ’ constitue donc un facteur principal de la tolérance au manque d’eau.
En condition de contrainte hydrique (12%cc), une variabilité génotypique de 1’efficacité de I’eau utilisée
est observée au sein des génotypes étudiés (Johnson et al., 1995, Ykhlef et al ,1999). Cette variabilité
génotypique exprime le potentiel de production de la mati¢re séche en fonction de I’eau disponible. Elle
dépend du niveau d’imbibition de la plante, lequel résulte de 1’équilibre entre 1’absorption et la

transpiration (Clarke et al., 1989).
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Figure. 22 Relation entre l'eficacité de 1'eau utilisée WUE et la photosynthése nette Pn

(].Ll’IlOl Cco2.m’ ,S_Z) chez les variétés : A Vitron, B Guemgoumr'kham, C: Beliouni, D: Rahouia, E: Gta dur
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2. Experimentation. 2 Détermination et évaluation des traits biochimiques, des paramétres

liés a I'état hydrique de la plante et le rendement et ses composantes.

2.1. Caractéres phénologiques
2.1.1. Durée semis- épiaison

La date d’épiaison, souvent utilisée comme un indicateur de précocité est considéré
comme un important caractére qui influence les rendements des céréales, surtout en zones ou
la distribution de la pluviométrie est la variabilité des températures affectent la longueur du
cycle de développement (Attia. F, 2007). Le stade épiaison est noté lorsque 50% des ¢€pis
sortent de leur gaine. Cette phase est observée sur une période allant de 138 a 142 jours dans
le premier essai, dont les variétés Gta dur et Vitron enregistrent la plus courte durée avec 138
jours suivie par la variété Beliouni (figure. 23 ) avec une durée de 139 jours. La plus longue
durée est observée chez la variété Djenah khotifa avec 142 jours, suivi par les variétés
Rahouia et Guemgoum R'kham qui présentent une durée de 141 jours. Dans l'essai pluvial,
L’ensemble des variétés testées enregistrent, des périodes plus ou moins basses que celles du
premiers essai. Les variétés les plus précoces sont : Vitron et Gta dur avec une durée de 131
jours, suivies par la variété : Beliouni qui présentent une durée de 135 jours. L'analyse de la
variance, réveéle un effet variétés ainsi qu'un effet traitement et variété trés hautement

significatif (Annexe.5)
2.1.2. Durée semis- maturité

L’analyse de ces résultats nous a permis de mettre en évidence la précocité de
certaines variétés, notamment les variétés : Vitron et Gta dur avec une durée de 166 jours
pour le premier essai et de 162 jours pour le deuxiéme essai, et la tardivité des autres variétés
tel que : Beliouni , Rahouia et Guem goum rkham avec 169 a 171 jours en condition irrigué
et de 166 a 169 jours pour le deuxiéme essai sans irrigation . l'analyse de la variance revele
un effet variété et traitement trés hautement significatif et avec un effet interraction variété et
traitement non significatif ((Annexe. 5).nos résultats sont en accord avec Laing et Fisher,
(1977), qui confirment la relation qui existe entre la longévité du cycle de développement de
la plante et le rendement. Ainsi et selon (Gebeyhon et al.1982) cité par Bouzerzour, (1998) ;
une période végétative plus longue a un effet positif sur le rendement en grain a travers la

fertilité¢ de 1’épi et le poids de mille grains. En effet, la durée de la période d’accumulation des
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réserves de la tige dépend de la date de 1’anthése : un retard d’un jours a la floraison augmente
la quantité des réserves glucidiques. (Triboi et Ollier, 1991). La précocité constitue donc un
mécanisme qu’utilise la plante pour s’échapper a la sécheresse. Un développement
phénologique rapide avec une floraison précoce permet d’éviter cette sécheresse, mais risque

d’exposer la plante a d’autres conditions défavorables.

En coclusion pour ce parametre et a la lumiére des résultats obtenus et presentés par

la figure. 24 les variétés étudiées recouvrent une large gamme de précocité on distingue:

e des variétés précoces (durée semis — €piaison égale a 131 jours dans le traitement
pluvial et a 138 jours dans le traitement irrigué), c'est le cas des génotypes Vitron et

Gta dur.

e des variétés moyennement précoces (durée semis — épiaison entre 134 et 135 jours
dans le traitement pluvial et de 139 jours dans le traitement irrigué, c est le cas de la
variete : Beliouni.

e Des variétés tardives (durée semis — épiaison entre 139 a 141 jours dans le traitement
pluvial et entre 141 a 142 jours dans le traitement irrigué), il s’agit de la variété :
Rahouia , Guem goum r'kham et Djenah khotifa.

On distingue aussi que les variétés les plus tardives a I'épiaison sont aussi les plus tardives

a maturité¢ , L’irriguation retarde la date de maturit¢ de 1’ensemble des génotypes

étudiés(en moyenne de 2 jours ).
2.2. Parametres morphologiques

2.2.1. hauteur de la plante « H.P» (cm)

ce parametre présente une grande variabilité , certains génotypes sont a taille trés
haute supérieur a 120cm (Tableau . 9) ; c’est le cas de la variété locale Djenah khotifa
Rahouia et Guem goum R’kham ; d’autres sont a paille courte , tel que les variétés
introduites Gta dur et Vitron. La hauteur du chaume varie entre les variétés et entre les deux
essais, elle fluctue entre (126,33+£8.50 cm et 76.67+ 2.89 cm) pour le traitement irrigué, et
entre (125,67+ 6.03) cm et (56,67+02,33) cm pour le traitement non irrigué, Les valeurs
maximales et minimales sont enregistrées pour les deux essais (irrigué et non irrigué) chez les
variétés Djenah Khotaifa et Gta dur respectivement.Selon Gate et al, 1990, la hauteur des
tiges enregistre de nettes diminutions, en cas de déficit hydrique, suivant les variétés. La

réduction de la taille contribue a la réduction de la sensibilité a la verse et conduit a une
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augmentation de 1’indice de récolte ; les sélectionneurs ont longtemps admis que les variétés
de céréales les plus tolérantes étaient les variétés a paille haute, pour le fait qu’une paille
¢élevée du chaume est souvent associée a un systéme racinaire profond (Subbiah et al. 1968),
et donc une meilleure aptitude a extraire I’eau du sol.Les tiges sont physiquement courtes,
leur capacité d’emmagasinage est plus petite et leur susceptibilité au stress environnemental
est plus grande (Pheloung et Siddique, 1991). Par contre, de nombreuses ¢tudes (Ali Dib et al,
1990 ; Pheloung, 1991 ; Bouzerzour, 1993) ont montré que les variétés de blé a paille courte
ont une bonne adaptation et une meilleure productivité en zones séches en combinant une
tolérance élevée a la sécheresse et un indice de récolte (I.R) élevé.L’analyse de la variance a
plusieurs variables ou analyse de la dispersion (MANOVA) a essentiellement pour objet de
comparer les moyennes de plus de deux populations pour plusieurs variables. Ce test montre
qu’il existe des différences trés hautement significatives entre les variétés et pour les deux

sites irrigué et sans irrigation (Tableau. 10).

Figure. 23 Caracteres phénologiques chez les variétés etudiées

SL: semis- levée, ST : semis- tallage, SM: semis- montaison, SG: semis- gonflement, SE: semis- épiaison, SF: semis- floraison,
SR: semis- remplissage des grains, ~ SMa: semis- maturité
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IC individuel a 95%

Var Moyenne + + + +-
1 139.83 (-—-*---)
2 141.17 (---*---)
3 139.00 (---*---)
4 137.00 (---*---)
5 133.67 (---*---)
6 133.83  (---*---)
+ + + +
135.00 137.50 140.00 142.50
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Figure. 24 Classement des variétés selon la longueur du cycle a 1'épiaison

1.Guemgoum r 'khem, 3.Rahouia et 2.Djenah khotifa 5.Vitron et 6.Gta dur 4.Beliouni,

Tableau. ¢ variation de la hauteur de la plante
chez l'enizemble des variétés étudiées
Variable Hauteur des planies (cm)
Variétés | Trait[— Pm’“ét;s _“fﬁ;ﬁ"““
Rahouia Al 126,331 72,33 850 118,00-135,00
su | ozo0| 3mo0| 264 7sooaeon LT
Guemgoum |3 121,00( 01,000 1,00 120,00-122,00
R'kham a1l oo 330 104,33 1,21 Q2.00-111,00
Djenah a1 14533 2033 451 141.00-150,00
Ehotifa a1l 12567 36,33 603 120,00-132,00 005+
Yitron al TR00(  0300] 1,73 F7.00-20,00 ’
a1 MaTl 0233 1,53 55,00-58.00
Beliouni Al 118,331 33,33 5,77 11500-125,00
a1l oY el Y233 BA0 21,00-107,00
Gta dur a1 Ta AT 0833 2,89 ¥5,00-20,00 0.04*
a1l A2, 34 16,33 4.04 Al 00-a7 .00 ’

15, non sigraficatit’, ¥, sizaficatif 4 5%
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2.2.2. Lalongueur de I’épi « L.E » (cm)

Présente elle aussi une grande variabilité génétique, on décéle une variation inter
variétale et entre les deux traitements. Dans le traitement irrigué, les valeurs varient entre
(7.50 £0.50) cm et (5.00+0.50) cm, dont la valeur maximale est enregistrée chez la variété
Djenah Khotaifa, tandis que la valeur minimale est enregistrée chez la variété Beliouni
(Annexe.6).Dans le traitement non irrigué les valeurs enregistrées par les variétés étudiées,
montrent une diminution par rapport aux valeurs mentionnées dans le 1¥ essai, cependant la
variété Gta dur enregistre une valeur de: (6.50+£0.00) cm, ainsi que la variet¢ Béliouni
enregistre une valeur de 4.50 +£0.00cm, suivie par la variété locale Guemgoumr’kham qui
enregistre  avec une valeur de (4.83+0.57) cm. L’analyse de la variance a révélé une
différence trés hautement significative entre variétés et un effet stress significatif
(Annexe.6).le role de 1’épi selon Fabrero et al.1990 est d'assurer une activité
photosynthétique importante au cours du remplissage du grain et sa contribution a la
photosynthése de la plante entiére serait comprise entre 13% et 76% (Biscoe et al .1976).
Cependant, le faible rendement en grains des populations a épis longs peut donc s’expliquer
par la stérilité de leurs épillets ,tandis que les rendement €levés des populations a épis courts

s’expliquer par une fertilité élevée des épillets (Tribio et Ollier ,1991).
2.2.3. la longueur du col de I’épi « L.C.E » (cm)

Les valeurs mesurées varient d’une maniere prononcée entre les différentes variétés
testées et les deux traitements (irrigué et non irrigué). Ce caractére est influencé négativement
par le stress hydrique. La longueur moyenne de cet organe passe de (19,94 £0.16 cm ) dans
I’essai avec irrigation a (3,660+ 0,150cm) dans 1’essai pluvial soit une baisse de 81.7%
(Annexe.6). cependant, dans le 1 essai (irrigué) la longueur du col de 1’épi était maximale
chez la variété Rahouia (18,87+3,33) cm, contrairement a la variété Vitron qui enregistre la
valeur la plus faible (10,10 +£0.37) cm. Alors que pour le deuxiéme essai, on décele chez
I’ensemble des variétés testées des valeurs moyennes de la longueur du col de I’épi plus
basses par rapport aux premier essai, avec une moyenne de (13.37 +0.01) cm notée chez la
variété Djenah khotaifa et une valeur minimale égale a (3.66 +1.15) cm, observée chez la
variété Vitron (Annexe.6), La comparaison, entre sites , pour ce parametre mesuré et pour
les génotypes étudiés séparément a été effectuée en utilisant ’ANOVA. Pour ’ensemble des
génotypes ¢tudiés, cette analyse montre qu'il existe une différence trés hautement significative

dans les deux sites irrigué et pluvial (Annexe.6 ).
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Tableau. 10 Comparaison statistique (MANOVA) de la hauteur du chaume mesurées chez
les variétés de blé dur étudiées dans les deux sites irrigué et pluvial

Valeurs des

tests Fobs P
Test statistiques
Wilk’s 0.01123 18.560 [ 0,000%**
Hotelling-Lawley 54.92935 54.922  |0,000%**
Pillai’s 1.36073 5.109 0,001 **

Tableau. 11 Résultats de ’ANOVA de la comparaison entre les variétés étudiées
pour les parameétres morphologiques mesurés dans les deux sites (I: irrigué et NI:
sans irriguation ) . (*** : P <0,001).

Parameétres descriptifs

variables DDL Sce cM Fobs P

| [ NI I NI [ NI I NI I NI
Hauteur de la 113111 | 98584 | 22622 | 19717 | 98.12 | 14.96 | 0,000%** | 0,000%**
plante (cm) 515
Iongueur de 12.1111 | 9.7361 | 24222 | 1.9472 | 9.69 5.01 0.001 0.010
I'epi (cm) 505
longueur du 269.155 | 2172 | 53.831 | 57.781 | 21.72 | 171.51 0,000%+*
col de
I'épi (cm) 505
longueur des 193219 | 3.9209 | 3.8644 | 0.7842 | 11.32 | 3.12 | 0,000%** 0.05%*
barbes (cm) 5|15
surface 49.5576 | 30.2813 | 9.9115 | 6.0563 | 41.99 | 16.20 0,000%**
foliaire (cm?) 505
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2.2. 4. la longueur de la barbe « L.B » (cm)

Selon (Weyrchi, 1995), Les barbes sont des feuilles rudimentaires ayant
une fonction photosynthétique . Nos résultats recueillis pour ce paramétre montrent une
différence hautement significative entre les variétés étudiées et entre les deux traitements.
Dans le traitement irrigué, les valeurs varient entre (11,06 +0,60) cm et (8,41 +0,45) cm.
Respectivement chez la variété Rahouia et la variété Gta dur (Annexe.6 ). Tandis que dans
I’essai non irrigué ; on note chez I’ensemble des variétés testées une diminution des valeurs de
la longueur des barbes par rapport au premier essai, cependant, la valeur la plus élevée est
enregistrée chez la variét¢ GuemGoumR 'kham avec (8,66 +£0,57) cm. En revanche la valeur la
plus faible est représentée par la variété¢ Gta dur avec une longueur égale a (7,22 £0,47) cm.
L’analyse de la variance a révélé une différence trés hautement significative entre variétés, un
effet stress trés hautement significatif pour le premier essai et significatif pour l'essai sans
irrigation (Annexe.6 ). De nombreux travaux réalisés sur une large gamme de génotypes
semblent confirmés le role de la barbe dans le remplissage du grain en condition de déficit
hydrique, (Grignac, 1965 ; Ali Dib et al. 1990). Il semble que chez le blé dur, comme I’ont
soulignés (Ali Dib et al. 1990) ; que la longueur des barbes est un paramétre morphologique

lié a la tolérance au déficit hydrique.
2.2.5. la surface foliaire « S.F » (cm2)

Mesurée sur toutes les vatiétés de 1'essai, ce parametre varie entre 16,56cm’ et 09,30 cm?” . En
conditions irriguées, les feuilles étendard les plus larges sont observées chez la variétés Gta
dur (16,56 + 0,21)crn2 , suivi par la variété Vitron ( 14,73 + 0,06) sz, Beliouni (13,18 +
0,09) cm® et GuemGoumR'kham ( 12,87+ 0,78 ) cm® " cependant les plus étroites sont
observées chez les variétés Djenah khotaifa et Rahouia de 'ordre de (11,784 0,69) et (12,02+
0,53) cm® respectivement. En ce qui concerne le traitement sans irrigation, on note une
diminution significative de cette derniére chez l'ensemble des variétés étudiées (Annexe.6 ),
cependant les feuilles etendard les plus larges sont obsevées chez les varietes Gta dur (13,22 +
0,35cm?) , Vitron (11,34 + 0,57cm’) et Beliouni (11,29 + 1,15cm?), tan disque les plus
étroites sont observées chez les variétés Djenah Khotaifa et GuemGoumR'kham de 1'ordre de
(09,30 + 0,34cm?) et (09,78 + 0,23cm?) respectivement. Le tableau. 11 de l'analyse de la
variance ANOVA, montre I’existence de différence trés hautement significative entre

variétés, un effet stress trés hautements significatif.
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Pour rechercher éventuellement des groupes homogenes, nous avons utilisé le test
SNK (Newman-Keuls). Les résultats obtenus chez l'ensemble des génotypes étudiés montrent
que les valeurs moyennes de la surface foliaire sont différentes dans les deux sites, ce qui
permis d'obtenir des groupes homogenes regroupant pour l'essai non irrigué les variétés
Djenah khotifa , Guemgoumr'kham et Rahouia affectés au premier groupe(A), Tandis que le
groupe B contient les variétés Beliouni et Vitron. Dans les conditions d'irrigation ce test nous
a permis d'obtenir cinq groupes homogenes le premier groupe contient les variétés Djenah
Khotaifa et Rahouia, suivi par le groupe contenant la variet¢ GuemGoumR'kham , le
troisiéme groupe contient la variété Beliouni, suivi par la variété Vitron et en dernier la
variété Gta dur avec une moyenne de surface foliaire plus élevée a celle des autres variétés(
16.56 cm® ) (Annexe.7 ). La réponse de blé dur au manque d'eau se manifeste par des
transformations qui ont été remarquées au niveau des parties aériennes .En effet les plantes
stressées subissent un retard dans la croissance végétale. Ces résultats sont en accord avec
ceux de Rawson et al, 1977, montrant que la réponse de la plante a la sécheresse prend
beaucoup de formes, parmi les quelles, la plus visibles est la réduction de la surface foliaire ,
ainsi et selon Selon (Blum, 1988; Attia F, 2007 et Monneuveux ,1992) La surface foliaire est
un caractére morphologique d’adaptation. La durée de vie de la feuille étendard estimée par
I’évolution de sa surface verte apparait comme révélateur du niveau de fonctionnement de
I’appareil photosynthétique en présence de déficit hydrique (Austin ,1987 ; Chartzoulakisa et
al. 2002 , Monneuveux, 1991).

2.3. Rendement et composantes du rendement

2.3.1. Nombre de talles (NT/m?), nombre de plants (NP/m? ) et Nombre
d’épi par metre carré (NE/m2)

Le tableau. 12 illustre la variation du caractére Nombre de talles (NT/m?)dans les
deux essai et pour chaque variété; le nombre de talles est variable d'un site a un autre et il est
influencé par la carence en eau , ce qui nous démontre le tableau 12 , dans certains cas des
valeurs maximales ce qui est le cas de la variété Gta dur avec (463,00 £10,81) talle /m?,
contrairement a la variét¢é Guem GoumR 'kham, qui affiche une valeur minimale de I'ordre de
(244,67+31,62) talles /m?. Dans le deuxiéme essai, ’ensemble des variétés testées présentent
des valeurs plus ou moins basses que le premier essai, sauf pour les variétés Rahouia et
GuemGoumR'kham qui présentent des valeurs supérieures aux celles du premier essai.La
valeur maximale est enregistrée par la variété Beliouni avec (407,33+£3,51) talles/m? tandis

que, la valeur minimale est enregistrée par la variété GuemGoum'kham (315.00+6,13)
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t/m?.L'analyse de la variance, révéle I'existence d'une différence génotypique trés hautement
significative, ainsi que d'un effet stress hautement significatif chez l'ensemble des variétés a
l'exception la variét¢é GuemGoum'kham qui présente une difference entre sites non
significatives (Tableau. 12). La matrice des corrélations (Annexe. 8 ) révele l'existance
d'une correlation positive de ce caractére avec le nombre d'épi par metre carré (0.76) et le

rendement en grains (0.67) ainsi de 0.84 avec l'indice de récolte.

En paralléle, le caractére nombre de plants par métre carré dans les deux sites (irrigué
et sans irrigation) décele une variation hautement significative chez I'ensemble des variétés a
l'exception la variété Rahouia et Vitron qui ne semble pas affecté par le manque d'eau
(Tableau. ) . Ce caractére est corrélé positivement avec les traits morphologiques tel que la
longueuer du col de 1'épi et la longueur de barbe ( 0.71 et 0.70 ) respectivement. Dans notre
¢tude, le nombre d'épi par métre carré semble aussi affecté par le deficit hydrique ; avec un
effet stress significative chez La majorité des variétés étudiées (Tableau. 12 ). En effet, La
moyenne de ce parametre  passe de (558,33+3,31) E/m? dans I’essai irrigué a
(240,667+38,94) E/m? dans l’essai pluvial respectivement chez la variét¢ Gta dur et
Guemgoum r'’kham (Tableau. 12 ). De fortes corrélations ont été révélé pour ce paramétre
avec le poids de mille grains(0.80), le rendement en grains (0.90) et l'indice de récolte
(0.86).11 ressort de cette étude que ces composantes sont déterminantes pour le rendement en
grain . Cependant, ces paramétres sont sensibles aux facteurs du milieu notamment le

manque d'eau.

Certains auteurs ont établi des corrélations entre un nombre ¢élevé de talles par métre carré et
le rendements (Turner et al., 1994). Selon (Innes et al. 1981), le nombre d’épi peut Etre
considéré comme étant le produit de deux variables : le nombre des talles produits et la

proportion des talles qui vont survivre pour donner des épis.

Selon (Gate et al, 1992), le nombre d’épi subira une forte diminution si le déficit hydrique
intervient durant la phase de montée de 1’épi . En effet, il est plus courant d’observer, en cas
de déficit hydrique, des réductions d’environ 10% a 25%du nombre d’épi qui peuvent étre
compensées par des composantes ultérieures (Hochman, 1982 et Deumier, 1987). Cette
compensation dépend du parcours d’¢laboration du rendement et des processus
physiologiques liés aux génotypes: durée de vie des feuilles, taux de mobilisation des

assimilas (Innes et Blackwell ,1981 ; Gate et al .1990).
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Tableau. 12 Comparaison statistique (test t de Student) des composantes du rendement, obtenus chez les variétés étudiées des deux traitements  (Irrigué
et non irrigué)
Varibles nombre de talles/m?2 nombre de plants/m?2 nombre d'épi/m?2
. Paramétres statistiques o
variétés | Trait f— — — —
X Var Et Xenin—Xena p X Var Et [Xmin—Xmd p X Var Et | XnirXna p
ST |310.00] 28.00 |5.29 | 306-316 0.0001**| 276.67| 1633.33| 4.41 | 240-320[ 047" [386.00] 228.00|5.10| 370-400] 0,046*
Rahouia |S1 [405.33] 09.33 |3.06 |402- 408 253.33| 933.33 [30.55| 220-280 338.67| 341.33[8.48] 328-360
Guemgoum|s1 |244.67]1000.33]31.63] 219 -280] 0,095 | 270 | 975 |31.22] 235205 0,021* [290.00| 475.00{2.79| 265-305] 0,12™
R'kham  [s1 [315.00]2128.00]46.13] 263- 351 203.33| 8.33 | 2.89 | 200-205 240.67|1516.33(8.94| 212-285
Djenah ST [399.00] 81.00 J9.00 [390- 408 | 0,013%* [268.33]1358.33]36.86( 240-310] 0,018* [397.67[1036.33[2.19] 370-433| 0,05*
Khotifa ~ |s11 [362.67] 132.33|11.50] 351-374 179.33| 204.33 | 14.29| 167-195 324.00]4921.00{7.15] 283-405
Vitron ST [403.00] 103.00 J10.15]392- 412] 0,002%* [208.33| 108.33 | 10.41| 200-220] 0,21ns [558.33[4008.33]3.31 510-630| 0,05*
ST [343.00] 124.00 |11.14] 331- 353 197.67| 46.33 | 6.81 [ 190203 332.67| 506.33[2.50] 310-355
Béliouni  |ST [443.67] 376.33 |9.39 | 431-466 [ 0,033+ [305.67| 65.33 | 8.08 | 301-315| 0,001%*|455.00] 900.00|3.00|425- 485| 037"
s [407.33] 12.33 J3.51 |404- 411 216.67| 254.33 [ 15.95| 206235 432.67| 56.33|7.51| 425-440
Gtadur [ST [463.00] 117.00 [10.82]454- 475] 0,001**<298.33[ 322.33 [ 17.95| 278-312| 0,001 [483.33]3033.33] 5.08| 430- 540| 0,05*
s1 [382.00] 91.00 [9.54 |373-392 193.33| 8.33 | 2.89 | 190-195 322.67|1136.33[3.71] 285-350
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2.3.2. Nombre de grains par épi (NG/E) et le poids de mille grains (PMG)

Ce parametre est li¢ a la fertilit¢ des fleurs, cependant il est determinant pour
le rendement et il est influencé par le deficit hydrique. le nombre de grain par épi
moyen passe de (50,02+0,99) G/E dans I’essai irrigué a (16,72+0,87) G/E dans
I’essai pluvial (Tableau. 13).

Dans le 1 essai, on remarque que la variété Gta dur, enregistre la valeur maximale
avec un nombre de grain/épi égale a (50,02+0,99) G/E, cependant la variét¢é Guem
goum r'kham enregistre la valeur minimale avec (20,40 £0,858) G/E .tandis que dans
2éme

le essai, on décele chez I’ensemble des variétés testées des valeurs de NG/E plus

ou moins basses par rapport aux celles obtenues en conditions favorables,.

Les valeurs du PMG présentées par les variétés étudiées varient entre (44,66 +
3,51) g et (35,33 + 2,08) g pour le 1* essai et entre (33,66 +0,57 et 21,00 £2,64) g
2éme

pour le essai (tableau 13.).

Le PMG le plus élevé est enregistré chez le génotype Gta dur avec (44,66 +
3,51) g en condition favorable, par contre la variété Rahouia présente le PMG le plus
faible avec (35,33 £ 2,08) g. Concernant le deuxiéme traitement La valeur maximale
de PMG, est notée chez la variété Beliouni avec (33,66 +£0,57 ) g, cependant le PMG
minimale est observé chez Rahouia avec (21,00 £2,64) g . L’analyse de la variance a
révélé une différence trés hautement significative entre variétés, un effet stress et
interaction variété x stress trés hautement significatif (Tableau .13). Le nombre de
grain /épi et le PMG sont les composantes principales du rendement, elles sont
influencés par les caractéristiques variétales (Belaid, 1986). Les résultats obtenus
pour ce parametre montrent qu’il existe une différence plus ou moins importante inter

variétales et entre les deux essais. Plusieurs auteurs ont montré qu'au

Au cours de la montaison, le manque d’eau affecte le rendement suite a la diminution
de la fertilité, ce qui réduit le nombre de talles fertiles et le nombre de grains par épi
(Eck, 1986 ; Boulassel, 1998 ; Nasr, 1994), ainsi, (Mohamed Ali ,1990) note que le
stress hydrique pénalise la fertilit¢ de 1’épi et réduit, par conséquent, le nombre de

grain par €pi.

La réduction du nombre de grains est li¢ étroitement au stress hydrique intervenant

durant la phase épiaison- floraison, phase pendant laquelle ce déficit entraine un
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avortement des épillets et une stérilisation des fleurs qui sera suivie d’une réduction
de la viabilité du pollen et une diminution de la réceptivité des stigmates (Aspinall,
1964 ; Moughil, 1977). Fisher, (1973) note que la contrainte hydrique peut
¢galement conduire a une réduction des rendements sans effets apparents sur la
morphologie de 1’épi par I’induction d’une stérilit¢ male. Le déficit hydrique du
printemps a un effet qui se manifeste surtout sur le nombre de grains par épi, est
rapporté par plusieurs auteurs (Ben Abdallah et Ben Salem 1993, Larbi, A et al ,
2000). Ainsi que, Le rendement augmente avec I’augmentation du nombre de grains,

(Rang et al., 1998).
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Tableau . 13 Comparaison statistique (test t de student) des composantes du rendement (Nbre G/épi et PMG )
obtenus chez les variétés etudiées des deux traitements (irrigué et non irrigué )
Varibles iombre de grains/épi (Nbre G/épi ) poids de mille grains PMG
L, _ Parametres statistiques
Variéetés Trait — = = — — —
X Var Et Xmin — Xmax p X Var Et X min  — X max p
S1 20.407 0.736 0.858] 19.43-21.04 36.33] 0.33 0.58 36- 37 0,046*
Rahouia S 1I 16.723 0.772 0.878 15.77-17.5 21.00] 7.00 2.65 19-24
Guemgoum |ST 23.793 0.443 0.665| 23.03-24.25 35.33] 4.33 2.08 33-37 0,05*
R'kham S 1I 19.08 0.022 0.147| 18.99-19.25 22.00] 1.00 1.00 21-23
Djenah S1 28.467 0.326 0.571] 27.88-29.02 36.00] 1.00 1.00 35-37 0,05*
Khotifa S1I 22.797 0.187 0.432 22.3-23.09 0.05* 23.67130.33 5.51 20-30
|S I 50.02 0.98 0.99] 49.04-51.02] 44.67|12.33 3.51 41-48 0,05*
Vitron S 1I 43.477 1.822 1.35 42.43-45 32.33] 4.33 2.08 30-34
S1 34.96 0.211 0.46| 34.43-35.25 37.00f 1.00 1.00 36- 38 0,046%*
Béliouni S1I 26.98 0.01 0.101] 26.87-27.07 33.67] 0.33 0.58 33-34
S1 39.683 0.641 0.801 38.9-40.5 42.001 4.00 2.00 40- 44 0,05*
Gta dur S1I 34.193 4.538 2.13 32.3-36.50 31.33] 4.33 2.08 29-33

* . différence significative (a. = 0,05) p,
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2.3.3 Le rendement en grains (Rdt .G) et en biomasse aéerienne (Biom)

D'apres la figure. 25 le rendement est variable entre variétés et entre les deux
sites . Cependant la variété Gta dur se distingue par le rendement le plus élevé en
grain dans les deux essais irrigué (68.29+5.90) g/ Pe et non irrigué de (33.47+3.17) g/
Pe, suivie par la variété Vitron . Alors que la plus faible valeur est obtenue par la
variété GuemgoumR'kham, quelque soit les conditions du milieu (Figure. 25).
Plusieurs correlations ont été notées avec ce trait qui est de (0.90) avec la surface
foliaire , 0.67 avec le nombre de talles par métre carré , de 0.90 avec le nombre d'épi
par metre carré , de 0.83 avec le nombre de grains par métre carré . ces résultats sont
en accord avec plusieurs recherches qui montre que Le rendement est constitué de
différentes composantes qui se mettent en place successivement ou simultanément au
cours du développement de la culture (Masse, 1981). Ainsi, le rendement d’une
culture de blé¢ s’établit pendant deux grandes phases distinctes; la phase semis-
floraison caractérisée par la mise en place du nombre de grains par unité de surface et
la phase floraison- maturité correspondant a la croissance et au remplissage des grains

a I’issue de laquelle se fixe le poids du gain.

Le rendement en biomasse semble aussi affecté par le manque d'eau . Nos
résultats montrent qu’il existe une différence entre I’ensemble des variétés testées et
entre les deux essais. Dans le 1 essai la valeur maximale est enregistrée par les
variétés Gta dur avec (127,46+ 83,90) g/m? et Vitron avec (121,58+6,72) g/m?, tandis
que la valeur minimale est enregistré par la variété Djenah khotaifa (66,91+10,91)
g/m? (figure. 26). Dans le 2°™ essai, on décéle que les six variétés présentent une
baisse importante des valeurs de la biomasse par rapport au 1% essai. La variété
affichant la valeur maximale est Gta dur avec (94,85+6,74) g/m? et la valeur
minimale est représentée par les variétés Rahouia (51,65+4,87) g/m? et Djenah

khotaifa (51,8943,68) g/m>.
2.3.4 Indice de recolte (IR) :

L’indice de récolte explique clairement la liaison entre la biomasse aérienne et
le rendement en grain, car il représente la part de la biomasse produite et valorisée
sous forme de grain. Les résultats obtenus nous montrent que les valeurs de I’indice

de récolte varient entre les six variétés et entre les deux sites (Fig. 27 ).
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Figure. 27 Indice de récolte chez l'ensemble des variétés étudiées Sl: irrigué Sll: pluvial

Dans le 1% essai la valeur maximale est enregistrée chez la variété Gta dur avec
(0,54), tandis que dans le 2™ essai les variétés : Vitron et Gta dur présentent une
baisse de la valeur de ce paramétre. 1’indice de récolte exprime I’aptitude de chaque
variété a produire du grain par rapport a la matiere séche totale selon (Berger et al,
1990) . De nombreuses études (Ali Dib et al., 1990 ; Pheloung, 1991 ; Bouzerzour,
1993) ont montré que les variétés de blé a paille courte ont une bonne adaptation et
une meilleure productivité en zones séches en combinant une tolérance élevée a la

sécheresse et un indice de récolte (I.R) élevé.
2.4. Parametres physiologiques
2.4.1. La Teneur relative en eau (TRE%0)

L“état hydrique des plantes peut étre mesuré simplement et donné surtout par
le contenue relatif en eau des tissus, il est trés connu par son sigle anglais : RWC
(Relative Water Content) (Gabriel C, 2008). Cependant la TRE la plus ¢élevée dans
I’essai irrigué est obtenue par la variété Beliouni (85,18 +01,59) %. En ce qui
concerne le traitement pluvial, les variétés Beliouni (77.14+£04,95) % et Vitron
(77.08+ 00,81) % possedent la plus forte TRE par rapport a ’ensemble des variétés
¢tudiées (Tableau. 14). L’analyse de la variance a révélé une différence hautement

significative entre variétés, un effet stress hautement significatif et un effet
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interaction variété x stress non significatif (Tableau .15). La teneur relative en eau est
un parameétre qui décrit la capacité de la plante a se maintenir hydratée en conditions
déficitaires ce qui est confirmé par (Pirzad . A et 2011), qui montrent que le maintien
de valeur assez élevée de la teneur en eau relative, en condition de stress peut résulter
de deux mécanismes d’adaptation : maintien d’une élasticité élevée des tissus, ou
diminution de la pression osmotique. Il permet de décrire le statut hydrique en
réponse de stress et évaluer l‘aptitude a réaliser une bonne osmorégulation pour
maintenir la turgescence cellulaire (Lefi et al. 2004). De plus, (Yamasaki, S et
Dillenburg.L. R, 1999 ; Diazperez et al, 1995 et Ritchie et al, 1990), suggérent que
les génotypes qui arrivent a maintenir une TRE ¢élevée malgré le stress sont des

génotypes tolérants.

2.4.2. Le Taux de déperdition d’eau (RWL)

Une difference variétale hautement significative a €té notée pour ce parametre
(Tableau.13 ) . On constate une augmentation du RWL chez les variétés, Le RWL le
plus élevé dans I’essai irrigué est obtenu par la variété Gta dur et la variété Vitron. En
ce qui concerne le traitement pluvial, la variété Beliouni et Djenah khotifa possedent
le plus fort RWL par rapport a I’ensemble des variétés (Tableau. 14). Des
correlations positives ont été notées avec ce parametre tel que la teneur en proline , les
sucres solubles et le potentiel osmotique (0.69, 0.79 et 0.89 )respectivement ainsi que
des corrélations négatives avec les composantes de rendement tel que le nombre de
plants par metre carré (-0.79). ce qui démontré par (Clark et Romagosa, 1991) et que
selon cet auteur un faible taux de déperdition d’eau est associ¢ a un rendement en

grain plus élevé en cas de sécheresse.
2.4.3. Le potentiel osmotique (Po)

Les résultats obtenus montrent qu’il existe une variation significative entre les
variétés et entre les deux traitements (Tableau. 14). Dans 1’essai irrigué, les valeurs
maximales sont enregistrées chez les variétés :Beliouni , Gta dur et Vitron
respectivement : de ’ordre de (-13,23+00,61), (-12,25+00,24) Bars et (-11,02+00,28)
. La valeur minimale est enregistrée chez la variété : Beliouni avec (-19.69+0.39)
Bars. Dans ’essai pluvial, I’ensemble des variétés testées représentent des valeurs
plus ou moins basses par rapport a 1’essai irrigué ; la valeur maximale est enregistrée

chez les wvariétés: DK et BI17 avec (-19.52+0.61 et -19.51£0.11) Bars,
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Respectivement et la valeur minimale est enregistrée chez la variét¢ BEL avec (-
20.78+0.89) Bars (Tableau. 14). plusieurs correlation positive ont été notées avec la
teneur en eau relative (0.89) , l'accumulation d'osmolytes et d'osmoprotectants
(proline, sucres et protéines solubles ) ces corrélations sont de 'orde de (0.86, 0.87
0.77 ) respectivement . Ce qui montre que 1’abaissement du Wo est di a I’effet de la
déshydratation, car les TRE les plus faibles coincident avec les Wo les plus faibles
(Lewicki, 1993; Ogawa A et al, 2006). Ses résultats sont confirmés par (Zhu Z et al,
2011; Ashraf, M et al., 2007) qui montrent que la diminution du Po est ['une des
réponses prononcées au stress hydrique dans beaucoup de plantes, et que ce
phénomeéne est li¢ a la synthése et a I’accumulation de certains solutés non toxiques
dissous dans le cytoplasme a faible poids moléculaire (sucres solubles, proline,

glycine, polyamide et des ions).
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Tableau.14 Comparaison statistique (test t de student) pour lI'ensemble des variétés et pour les parametres physiologiques
Variables TRE% RWL% PO (- Bars)
oy N N Parameétres statistiques
Varietés = , = =
Trait| X Var | Bt [Xmin — Xmax p X Var | Et [Xmin — Xmax p X Var | Et |Xmin — Xmax p
Rahouia ST |77.47| 0.91] 0.95176.92-78.57| 0.046*| 5.05| 0.01}| 0.07 4.97-5.11 5.49( 0.23] 0.48 5.05-6.01| 0.05*
SII | 70.92 1.3] 1.14] 70-72.19 14.57 0] 0.06] 14.50-14.60 12.59( 0.29] 0.54] 12.25-13.21
Guemgoum (S 1 72.5( 0.25]1 0.5] 72-73 0.049* 3.98] 0.28] 0.53 3.40-4.50 7.95] 0.03{ 0.17 7.76-8.06| 0.05*
R’'kham SII 68.3| 2.17| 1.47| 67.4-70 19.35( 0.43] 0.66| 18.89-20.1 14.95( 0.03] 0.18] 14.76-15.12
Djenah S1 71.2 8.5] 2.92| 68.18-74 | 0.126™| 6.83| 1.75| 1.32]  5.40-8.01 9.91( 0.03[ 0.17] 9.76 -10.09
Khotifa SIT | 67.9] 8.59]2.93] 65-70.86 33.33[ 2.33] 1.53 3235 gag+ | 10-14] 0.15] 0.39] 15.78-16.56
Vitron ST 85.18] 2.51] 1.59]|84.17- 87.01] 0.046*| 7.07| 0.48| 0.69 6.65-7.87 13.231 0.37] 0.61| 12.76-13.92
SII | 77.14] 24.49] 4.95] 71.43-80 40.21] 0.65] 0.81]  39.5-41.09 20.95[ 1.34] 1.16] 19.73-22.03 0.049%
Béliouni ST |72.98| 4.54] 2.13|71.15-75.32 14.01] 0.39] 0.62| 13.41-14.65 11.02] 0.08] 0.28| 10.76-11.32
SII | 77.08f 0.66] 0.81]76.19-77.78 0.049% 19.64] 0.11] 0.34] 19.33-20.00 16.95( 0.03] 0.16] 16.77-17.08
Gta dur ST 78.97( 2.57| 1.6|77.53-80.7 15.151 0.33] 0.57| 14.50-15.60 12.251 0.06] 0.24| 12.03-12.50
SII | 71.67| 1.17] 1.08]70.73-72.86 29.84( 0.62] 0.79] 29.08-30.65 19.36] 0.32] 0.57| 18.98-20.01
Tableau. 15 analyse de variance pour l'ensemble des variétés et pour les parametres physiologiques
Variables Effet hydrique Effet variété Effet interaction variété* traitement
Ddl | SC MC F p Ddl | SC MC F p Ddl SC MC F p
TRE % 1 159.9 159.9 33.27 5 518.8 |103.8 |21.59 5 1493 [29.9 6.21 0.001%*
RWL (g
31/(():m2/mn) 1 2748.03 | 2748.03 | 4472.81 0,000% 5 977.22 | 195.44 | 318.11 0,000% 5 814.13 | 162.83 | 265.02 | 0,000%**
Eé?s§- 1 422234 | 422.234 | 1714.15 5 §55'86 51.173 | 207.75 5 3204 |0.641 |[2.60 0.051%*

Ddl: nombre de degrée de liberté, Sc : somme des carrés, CM : carré moyen, F : valeur calculé
, P : probabilité de mettre en évidence des differences significatives , ns: non signficative
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2.5. Parametres biochimiques
2.5.1 Laproline
L’accumulation de la proline est 1'une des stratégies adaptatives

fréquemment observées chez les plantes pour limiter les effets du stress hydrique. Nos
résultats montrent que la teneur en proline dans I’essai pluvial passe de (71,38+ 4,17)
pg/mg MF (Guemgoumr'’kham) a (48.78+ 0. 60) pg/g MF( Tableau. 16) , tandis que
dans ’essai avec traitement d’irrigation celle-ci passe de (57,46+ 0,81) ng/mg MF
enregistré chez la variété Beliouni a (27,39+ 1,25) pg/mg MF notée chez Vitron.
L’analyse de la variance a révélé une différence trés hautement significative entre
variétés, un effet stress trés hautement significatif et un effet interaction variété x
stress trés hautement significatif (Tableau. 17). Dans cette étude I'accumulation de la
proline est influencée par les conditions envirennementales et que le manque d'eau
induit une augmentation de la teneur de cet osmoticum , cette accumulation est lié
positivement avec le taux de depertion d'eau (0.69). Cependant, I’accumulation de cet
osmoticum sous conditions déficitaires, a été notée par plusieurs chercheurs, sur
différents types de plantes : par (Narayan et Misra, 1989) sur des variétés de blé dur,
et (Parida, A et al, 2002) sur les feuilles de céleri. Ainsi que plusieurs auteurs ont
montré que 1’accumulation de la proline est considérée comme un indicateur de la
tolérance a la sécheresse (Monneveux et Nemmar, 1986). De méme, I’une des causes
principales de cette accumulation est 1’accumulation des sucres solubles (Hexoses),
(Takemura, T et al, 2000; Ghasempour, H.et al, 2007 ; Hare et al, 1998).

En effet, pour maintenir la balance de la force osmotique, apres la chute du potentiel
hydrique causée par le stress hydrique (EI Mourid, 1988 ; Bousba, 2006b; Szabados
L. and A, Savour¢, 2010), les plantes accumulent un certain nombre d’osmoticums tel
que la proline, les carbohydrates et la betaine (Wang et al., 2003; Sankar et al., 2007
et Safarnejad, 2008) qui, en association avec d’autres facteurs tels que la réduction de
la transpiration par la fermeture des stomates et la réduction de la surface foliaire
(Karrou et al., 2001; Cha-um. s et Kirdmanee. C, 2008), permettent de garder la
turgescence et le volume cytosolique aussi élevé que possible (Monneveux &

Nemmar, 1986; Bouzoubaa et al., 2001; Wang et al., 2003).
2.5. 2. Les sucres solubles

Un autre mécanisme développé par les plantes pour résister dans des

conditions défavorables est I’accumulation des sucres solubles. Ceci est démontré par
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les résultats obtenus dans notre expérimentation. Dans le cas de ’essai pluvial les
variétés Gta dur et Beliouni sont caractérisées par une accumulation en sucres plus
importante que les autres variétés (103,56+00,40 et 94,53 +05,18 ) pug/mg MF
respectivement (Tableau. 16).Par contre, dans 1’essai avec irrigation, on note une
diminution de cet osmoticums chez l'ensemble de varéité étudi¢es. Des différences
trés hautement significatives ont été noté entre génotypes et entre traitements pour le
dosage des glucides solubles (Tableau. 17). Notre étude, nous révéle une
augmentation importante des sucres solubles et de la proline ce qui est en accords avec
les travaux de (Al Jaafari, 1993 ; Zerrad W et al , 2008 Bousba et al 2011; Pirzad . A et al
2011). Zerrad W et al , 2008, explique que I’augmentation des sucres solubles chez les
plantes stressées peut provenir soit d’une perte d’eau qui accroit la concentration
cellulaire en ces solutés, soit par réduction de mobilisation vers les organes puits, soit

de I’analyse de complexe glucidique.
2.5.3 Les protéines totales

Des différences significatives ont été notées entre génotypes et entre traitements pour
ce paramétre. Le Tableau. 16 donne les teneurs en protéines totales chez I'ensemble
des variétés étudiées , les résultats obtenus montrent une augmentation significative
en condition pluviale , avec une valeur minimale enregistrée chez la variété Gta dur
(19,23 £ 00,73) pg/mgMF suivi par la variété locale Beliouni (14,43 + 00,51)
pg/mgMF; par contre les variétés Guemgoumr'kham, Djenah khotifa et Vitron sont
caractérisées par une faible teneur en proteines totales avec des valeurs de 'ordre de :
(07,50 = 00,51) , (10,50 = 0,50)et (10,71 £ 0,51) ug/mgMF respectivement. Dans
l'essai pluvial la valeur minimale a été notée chez le génotype Guemgoumr'kham
(14,03+ 00,51); tandis que la valeur maximale a été observée chez les variété¢ Gta dur
et Béliouni (33,75 + 2,14) et (24,21 + 0,88) respectivement. Donc dans notre
contribution les variétés ont répondu au manque d'eau par une hausse dans le niveau
des protéines totales. Cette augmentation peut etre due a une activation d’un ensemble
de geénes permettant la synthése des protéines spécifiques associées aux stress telles
que les protéines «LEA» qui assurent une protection de I’ensemble vital des protéines
cellulaires (David & Grongnet, 2001; Abdel-Hady, M.S et al . 2001.) et les protéines
de choc thermique qui permettent un maintien des structures protéiques et

membranaires de la cellule végétale (Baker et al., 1988).
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Tableau.16 Comparaison statistique (test t de student) pour I'ensemble des variétés et pour les paramétres biochimiques

Variables Sucres (ug/mg MF ) | Proline( pg/mg MF ) | Protéines totales( pg/mg MF )
. . Parametres statistigues
Varietes Trait [——= — — = _ — = =
X var Et | Xumin — Xmax p X var Et | Xmin = Xmax| p x| var | Et | Xmin — Xmax| P

Rahouia SI |3489 | 6.14 | 2.48 | 32.03-36.36 27.39] 1.56] 1.25] 26,29-28.75 12.351 0.64 | 0.8 | 11,51-13.10

SII | 87.84 | 0.31 | 0.55] 87.20- 88.16 48.78 0.36] 0.6| 48,3-49.45 20.221 0.01 [ 0.1 | 20,12-20.31
Guemgoum SI | 2841 5.73 |2.39] 25.78 -30.46 36.77( 2.18] 1.48| 35,09-37.84 7.5 1026]051] 6,99-8.01
R'kham SII | 59.8 | 6.47 | 2.54| 57.09-62.14 71.38( 17.43| 4.17| 67,49-75.79 14.03 | 0.14 | 0.38 | 13,65- 14.41
Djenah SI | 2773 0.3 ]0.55]27.01-28.12 39.68] 0.45| 0.67| 38,94-40.25 10.5 | 0.25] 0.5 | 10.00- 11.00
Khotifa SII | 74.66 | 7.15 | 2.67| 71.57-76.24 0.05* 53.24] 8.45| 2.91| 50,59-56.35 0.05* 16.52 | 0.29 [ 0.54 [ 16.00-17.07 0.05*
Vitron ST | 4625 459 | 2.14| 44.95-48.72 | ~ 52.71 3.8| 1.95| 51,14-54.89 | 10.71 [ 0.26 | 0.51 | 10,12-11.01 |

SII | 82.58 | 2.57 | 1.6 | 80.94-84.14 83.51| 7.78[ 2.79( 80,49- 85.99 18.48 | 0.21 | 0.46 | 17,99- 18.89
Béliouni S1 62.3 | 21.28 | 4.61 | 59.60-67.63 57.46] 0.66| 0.81| 56,74- 58.34 14431 0.26 | 0.51 | 14,01-15.00

SI | 94.53 | 26.85 | 5.18 | 88.96-99.21 87.04] 2.21| 1.49| 85,34-88.09 24211 0.77 | 0.88 | 23,42-25.15
Gta dur SI | 6744 224 | 1.5 | 66.11-69.06 29.991 0.91] 0.95] 29,09-30.99 19.23 1 0.53 [ 0.73 | 18,57-20.01

SII |103.56f 0.16 | 0.4 ]103.15- 103.94 68.09] 0.63| 0.79] 67,49- 69.99 33.7514.58 | 2.14 | 31,74-36.00

Tableau. 17 analyse de variance pour I'ensemble des variétés et pour les parametres biochimiques

Effet traitement

Effet variété

Effet interaction variété* traitement

Variables | Pdl| SC MC F P Ddl | SC | MC F p Ddi [ sC [ mC p
Teneur en

proline( ug/mg 1 7059.6 | 7059.6 | 1825.26 5 | 5184.3 | 1036.9 | 268.08 5 | 612.1 | 1224 | 31.65

MF)

Teneur en 1| 139177 | 13917.7 | 1993.54 | 0,000%** | s | 74504 | 1484.5 | 212.63 | 05000 | 5 | 5642 | 1128 | 16.16 | 0,000***
sucres solubles

proteines totales 1 | 68871 | 688.71 | 1007.73 5 | 91528 | 183.06 | 267.85 5 | 7276 | 1455 | 21.29

(pg/mg MF)

Ddl: nombre de degrée de liberté, Sc : somme des carrés, CM : carré moyen, F : valeur calculé
, P : probabilité¢ de mettre en évidence des differences significatives , NS: non signficative
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2.5.4 Electrophoreése des gluténines

Le traitement du gel obtenus par SDS —PAGE , par le logiciél Photocapt 8 ,
permet une bonne visualisation des bandes ainsi que le calcul de leurs poids moléculaire

en se referant a un marqueurs de taille (Figure. 28).

Les résultats obtenus concernant ce parametre montrent des differences
variétales, par rapport au nombre de bandes spécifiques et communes. nos résultats
montrent que, le nombre totale des bandes observées est de : 32 bandes a un poids
moléculaire variant de 325 KDa , enregistrés chez la variété locale Djenah Khotaifa a
56.44 K Da, notée chez le cultivar Béliouni (Annexe. 11 ). La variété locale Djenah
khotaifa, se caractérise par la présence d'un nombre maximale des bandes
comparativement aux autres variétés avec de poids moléculaire : 325.00, 230.00, 146,
128.41, 84.70 et 69.50 K Da, on constate aussi chez le méme cultivar en condition
pluvial l'absence de la bande dont le poids moléculaire est de 128.41 K Da, avec
l'apparition d'une nouvelle bande de 124.70 K Da. Le nombre minimale des bandes est
noté chez la variét¢é GuemGoumR'kham avec la presence de deux bandes de : 183.64
et 145.0 K Da, avecl'apparition d'une nouvelle bande de: 85.76 K Da en condition non
irrigué. Cependant la variété Gta dur présente un nombre total de bandes de quatre:
variant de 193.58 K Daa 67.53 K Da, observées dans les deux essais irrigué et sans
irrigation a l'exception la bande dont le poids moléculaire est de 127.15 K Da se révele
uniquement en condition irrigué (Annexe. 11), donc le nombre de bandes communes
est de trois bandes. La variété introduite Vitron, présente trois bandes variant de 178.91
a 87.95 K Da, avec une seule bande commune entre les temoins et les stressés, on
constate aussi l'absence de deux bandes de : 174.35 K Da et 145.08 K Da en condition
défavorable. Cependant, la variété locale Rahouia, se distingue par la présence de trois
bandes de poids moléculaire variant de 203.90 K Da a 65.21; avec une bande
commune de 139.24 K Da observées chez les stressés.ll ressort de notre étude une

importante variabilité génétique des glutenines

Dans le diagramme de sous unités des HPMs on remarque que les bandes des
variétés stressés et témoins présentés dans le diagramme sont qualitativement les
meéme. la dis similarité repose dans le poids moléculaire entre la majorité des HPMg

revelés en condition irrigué et pluvial.
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La classification hierarchique (Fig. 29), nous a permis de subdiviser le
dendogramme en quatre classes , la premicre classe contient le génotype GuemGoum
R'kham en condition défavorable , se carcterisant par un nombre minimal de bandes , la
deuxieme classe contient la variété Béliouni , la troisiéme classe est formé par les
génotypes , Djenah Khotaifa et Béliouni en condition pluvial et Gta dur (temoin) et la
derniére classe est constitué par les génotypes : Vitron(témoin), Guemgoum Rkham (en
condition pluvial ), Djenah khotaifa en condition favorable et la variét¢ Rahouia dans les

deux essais irrigué et sans irrigation.

Nos résultats sont en accord avec ceux rapportés par ( farshadfar et al, 2008;
Abdel-Hady M.S. et H M.H. El-Naggar, 2007 et Abdel-Hady et al, 2001) , qui ont

montré que le manque d'eau induit une diminution des protéines solubles par rapport
aux temoins, et des protéines insolubles au niveau du grain mature du blé (Singh . S et
al, 2008; Bousba. R & al, 2010). D'autres travaux qui ont ét¢ menés sur le blé , ont
montré que les proteines totales subissent de nombreux changements de composition
liés aux conditions environnementales pendant le remplissage du grain. Plusieurs
recherches ont montré que ces modifications sont liées a 1'¢lévation de température
(Majoul T; 2004). Finalement, cette étude a mis en évidence 1’existence d’une certaine
variabilit¢ génotypique pour les métabolites analysés. Ces derniers peuvent donc
constituer des critéres potentiels pour caractériser la tolérance a la sécheresse chez le blé

dur.
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Figure 28. Diagramme électrophoreitique des cultives étudiés face au stress hydrique

Témois (irrigué) et (pluvial) : 1 et 2: Rahouia; 3et 4: Beliouni; 5et 6 : Guemguoum R’khem, 7et 8:
Vitron, 9 et 10: Djenah Khetaifa, 11 et 12: GTA dur.
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Figure. 29 Classification hiérarchique des protéines de réserves (gluténines) chez
les génotypes étudiés ( en condition pluvial et irrigué )
1 et 2: Rahouia; 3et 4: Beliouni; 5et 6 : Guemguoum R’khem,
7et 8: Vitron, 9 et 10: Djenah Khetaifa, 11 et 12: GTA dur.

2.6 Analyse en composantes principales de I'ensemble des variables étudiées

Une analyse en composantes principales a été réalisée a partir des 19 variables,

mesurées sur les six variétés étudiées.

Les calculs réalisés donnent chaque fois, les caracteristiques des dix axes principaux,
dont seuls les premiers axes principaux ayant chacun une valeur propre égale ou
superieur a l'unité , soit a la contribution moyenne des differentes variables, c'est-a-dire a
la moyenne arithmétique de toutes les valeurs propres, qui ont été retenues. Ces axes
retenus serviront par la suite a l'etude de la distribution des individus (variétés) et des
variables dans des plans a deux dimensions. Le tableau (Annexe. 9) donne les valeurs
propres, les pourcentage de variation expliquée par chacun des quatre axes retenus, ainsi

que les pourcentages cumulées.

On remarque que le premier axe explique a lui seul 40.085% de la variation totale des
variables initiales, les deux premiers axes expliquent ensemble 72.726% , les trois

premiers axes expliquent 83.214% et enfin les quatre premiers axes expliquent 89.19%.
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Donc ces quatre axes ou indices synthétiques résument au mieux l'information apportée
par l'ensemble des variables initiales. La figure. 30 , fournie également les valeurs
propres en fonction des rangs de toutes les composantes principales. Ce graphique
montre l'importance décroissante des différentes composantes principale. Cependant,
l'interprétation de ces composantes nécessite le calcul des corrélations entre chacune des

composantes principales retenues avec chacune des variables initiales.

8.00 -+ 120.00
7.00
-+ 100.00
A
6.00 i A
2 A 1 80.00
o 5.00
o
S 4.00 + 60.00
a3
= 3.00
f>5 1 40.00
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Figure. 30 Histogramme des valeurs propres en fonctions des rangs des axes principaux pour
l'ensemble des variables et chez l'ensemble de variétés étudiées.

2.6.1 Analyse du nuage de points des variables

Les cercles de correlations sont des graphiques visant a représenter

géométriquement les varibles initiales dans le nouveau systeme de coordonnées.

Ainsi donc la représentation des variables initiales dans le plan formé par les axes let 2
est appelé premier plan factoriel est utile, compte tenu de 1'importance de ces deux axes

dans la reconstitution des variables initiales (soit 72.73% de la variation totale) (Figure.
31)
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Les résultats du tableau (Annexe. 10) , montrent que le premier axe qui contient
a lui seul 40.08% de l'information apportée par I'ensemble des variables initiales, est
constitué essentiellement par les variables : 1 epi, Lce, 1b, Sf, Plant/m2, Nbrepi/m2,
Pmg, Rdtg, Rwl, Po, proline, et sucres ; puisque la proportion de la variance prise en
consideration par I'axe 1 pour chacune de ces variables initiales est > 40% . Tandis que
l'axe 2 qui contient 32.64% de l'information est formé par les variables : Haut, Ng/epi,

Ir et Prots est dont les proportions de chacune est superieure a 35%.

L'interprétation des corrélations contenues dans le tableau est faite grace a la
representation graphique (cercle des correlations) , un vecteur reliant le centre du cercle
aux differents points représentants les variables . Les sommes de correlations élevées au
carré sur l'axe 1 et 2 (Annexe. 10) nous donnent la part de variation de la variable
expliquée par l'axe . c'est la représentation en % d'une variable sur la plan, dans notre cas

on peut dire que :

- le Rendement en grains et le Potentiel osmotique , sont trés bien représentés (3. >

0.88)

- Lece , Ib, Sf, Talles/m2, Plant/m2, Nbrepi/m2, Ng/epi, Pmg, Biom, Rwl, Proline,

Sucres et Proteines sont bien représenté (3, > 0.60)

- la Hauteur de la plante et l'indice de récolte (Ir ) sont moyennement représentés.

92




RESULTATS ET DISCUSSION

S r@goteines
0.5

\ -

prolme

Axe2 (32.64%)
o

-1 -0.5 0 0.5 1

Axel (40.09%)

Figure .31 cercle des corrélations entre les différentes variables étudiées
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Figure. 32 représentation graphique des individus (variétés ) dans le plan 1-2
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Ces cercles de corrélations permettent parfois de donner une interprétation
physique a ceratines composantes principales ; un vecteur long indique une forte

corrélation .
2.6.2 Analyse du nuage de points des variétés : graphique des individus

Le plan 1-2 , explique a lui seul un fort pourcentage de l'inertie totale de 72.73 %, donc

on va représenter les individus graphiquement sur ce plan (figure. 32).

Selon Palm (1998), la qualité de la représentation d'un point dans le plan peut etre
obtenue en additionnant les cosinus carrés relatifs aux deux axes qui donne un

pourcentage de la représentation du point sur le sous-espace definit par ces axes.
2.6.3 Superposition des variables et des individus du plan 1-2

L'é¢tude de la répartition des individus et des variables permet de mettre en évidence

trois groupes d'individus (Figure. 33)

-Le premier groupe constiué par les variétés (en condition irrigué¢) Gta dur , Vitron et

Beliouni se caractérisant par un: PMG , rendement en grain et biomasse élevés.

-Le deuxiéme groupe représenté par les variétés Gta dur, Beliouni et Vitron (en

condition pluvial) , caractérisées par une teneur en proline et sucres élevée.

-Le troisiéme groupe: constitu¢é par les variétés Djenah khotifa , Rahouia et

GuemGoumR'kham , caractérisées par une hauteur des plantes et des barbes ¢levée.
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Figure .33 représentation graphique des variables et des individus dans le plan 1-2

3. Experimentation. 3 . Variation phénotypique et génotypique et association entre

marqueur et phénotype

3. 1 Période d’épiaison

Les résultats obtenus et donnés par le tableau montre une variabilité génotypique
hautement significtive (p<0.01 ) (Tableau. 18), importante entre les variétés étudiés . la
date d’épiaison varie d’une variété a 1’autre le plus long cycle d’épiaison a été noté chez
les individus , Cannesso, Ofonto , Senatore-Capelli et Lahn/Ch12003 (variétés

italiennes ) suivie par les lignées :

Villemur/3/Lahn//Gs/Stk/4/Dra2/Bcr/5/Bcr/Lks4/4/Bezaiz, -SHF//SD-
19539/Waha/3/Stj/Mrb3 d'origine (Icarda/Algérie), tandis que la plus courte épiaison a
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été¢ enregistrée chez les variétés Benswif, Oued Znatie, Vitron, Gta dur, Bidil7,

waha, Cirta et line3d (avec des valeurs variant de 126 a 100 jours ).

En effet les stades repéres qui découpent le cycle de la plante en phases de
développement, sont 1’épi a lcm, 1’épiaison et la maturité physiologique. Parmis les
changements qualitatifs que subit la plante pendant sa vie, le plus important de tous est
certainement 1’épiaison, la durée semis épiaison dépend exclusivement de la température
et de la luminosité (Kumar et Abbo 2001; Blum, 1988 ; Araus et al, 2003; Fisher,
1985). En conditions méditerranéennes, la sélection vers une plus grande précocité aux
stade ¢épiaison et a maturité a ¢té la stratégie la plus utilisée pour minimiser les effet du
stress sur le déroulement de la phase remplissage du grain (Bouzerzour et al, 1998), les
génotypes photo et thermo- insensibles, capables d’épier tot, sont plus aptes a s’adapter

aux milieux caractérisés par des stress abiotiques en fin de cycle.
3. 2 Hauteur du chaume (cm)

Plusieurs chercheurs , ont constaté qu’une hauteur de paille importante en
condition limitante en eau , est liée a la capacité de croissance du systéme racinaire en
profondeur a la recherche d’une humidité du sol qui commence a faire défaut en surface,
Concernant cette variable morphologique le tableau. 17, montre une variation hautement
significative (p<0.01 ) et que la paille la plus élevée avec une moyenne de 125 et 123cm
a été observé chez les cultivars Djenah khotifa et Lahn/Ch12003 respectivement tandis
que la variété Vitron se distingue par une longueur du chaume minimale de I’ordre de
56.89 cm appartenant a ’Espagne . Une hauteur de paille plus importante est donc une
caractéristique désirable en zone semi aride, parcequ’elle est liée a un systéme racinaire
capable d’aller en profondeur, a une production de biomasse importante et a la capacité

de transferer les assimilats stockés.
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Tableau. 18 valeurs maximales et minimales, moyennes, etendue
critique,
ns et coefficient de variation des caracteres quantitatifs étudiés

Variabl Mini Maxi M
ariable inimum aximum oyenne EC oV NS
E 99.00000 130.00000 107.74333

5.171 2.342638  ***
haut 51.00000 126.00000 93.19300

2.560 1.341036  ***
E/m2 49.00000 433.00000 192.46917

2.861 0.725477  ***

E 16.72 438. 227.35192
g 6.72000 38.00000 3192 4 164 0.80a113  **»
PM 20. 46. .262

G 0.00000 6.30000 38.26200 | 104 1879848  *x
Rdt 18.00000 46.60000 34.41683

1.780 2.524804  ***

CV: coefficient de variation
EC: etendue critique

NS: niveau de signification

3. 3 rendement et ses composantes

Le nombre d'épi par meétre carré, présente une variation de moyenne de 99.00
E/m’ chez la variété Benswif , Béliouni et line3d & 130.0 E/m” enregistré chez Capeitti
8 , Korifla = Sham -3 et Kyperounda la moyenne générale pour ce caractére était de
107.74 E/m*. On observe une forte variation entre les vriétés pour ce carctére de

72.54%, ce qui indique une tres forte hétérogénéité entre les variétés étudiées.

Le nombre de grain par épi Le plus élevé était de 438.00g/E noté chez les
variétés ;  Mrfl/Stj2//Gdr2/Mgnll, F4  13/3/Arthur71/Lahn//Blk2/Lahn/4/Quarmal
=I[CAMOR-TA04-69 et le plus faible chez Rahouia et Guemgoum r'kham avec 16.72
G/E. la moyenne pour Le poids de mille grains, varie de 46.30g pour Max F4
13/3/Arthur71/Lahn//Blk2/Lahn/4/Quarmal =ICAMOR-TA04-69, Lahn/Ch12003 et
Amar a 20.00g pour les variétés Rahouia et Guemgoum r'kham . Le rendements en
grain est ¢également treés variables, avec une moyenne de34.41 g/he, les maxima se
situant autour de46.60qg/he, a été noté chez Max F4
13/3/Arthur71/Lahn//Blk2/Lahn/4/Quarmal =I[CAMOR-TA04-69 , Ter-
1/3/8tj3//Bcer/Lks4, Lahn/Ch12003 et Mrfl/Stj2//Gdr2/Mgnll et une valeur minimale
pour les variétés Rahouia et Guemgoum r'’kham (18.00 g/he).

L’analyse de la variance (Tableau. 18 ) met en évidence un effet génotype trés
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hautement significatif (p<0.1%) pour tous les caractéres quantitatifs étudiés, ce qui
indique que I’importante variabilité observée au niveau des caractéres démontre la
diversité phénotypique des différentes variétés.
Les corrélations phénotypiques entre les six caractéres observés sont indiquées dans le
Tableau.19 La longuer du cycle a 1’épiaison est positivement correlé avec la hauteur de
la plante , trés hautement correlé avec le nombre d’épi par metre carré et hautement
significative avec le poids de mille grain ,ainsi que le Rendenent en grain est trés
fortement corrélée positivement aux traits suivants : poids de mille grain0,81 , le
nombre de grain par épi 0,54 et le nombre d’épi par metre carré . La hauteur de la plante
est positivement corrélé avec le nombre de grain par épi 0,49 et négativement corrélé
avec le nombre d’épi par metre carré -0,50.Une corrélation significative mais négative

est également marqué entre le nombre d’épi par metre carré et le grain par épi (-0,97).

Tableau 19 : matrice de corrélation entre les variables étudiés

E Em? qE PMG Rt haut

E 1 0.3 028 0,5 0,17 024
Em2 1 097 0,46 0,39 -050
gk 1 057 054 049
PMG | 0,81 009
Rdt 1 0,14
haut 1

Bn gras, valewrs significatives (hovs dingonale) au seul alpha= (00 (ast bilgtéral)
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3. 4 Signification des deux premiers axes de I’ACP

L’ ACP structure les génotypes en fonction de la durée de leur cycle, le rendement et ses
composantes et la hauteur de la plante, cependant, Les composantes principales de
valeur propre supérieure a 1 qui sont représentées dans le tableau (Annexe. 12)
donnent une estimation du pourcentage de la variabilité¢ représentée par chaque axe. En
général, on ne considére que les composantes principales de valeur propre supérieure a 1
(Jeffer, 1967). Ainsi, les deux premicres composantes (CP1 et CP2) ont été retenues
pour décrire la variabilité totale, car elles représentent a elles seules plus de 74% de cette
variabilité (figure. 34).

Le premier axe (CP1) décrit 54% de la variation. Les caractéres fortement liés sont
I’epiaison, le nombre d’épi par metre carré le nombre de grain par €pi, le poids de mille
grain et le rendement L’axe peut donc étre interprété comme caractérisant le rendement
et ses composantes. Le deuxiéme axe (CP2) décrit 30% de la variation. Il associe la
hauteur de la plante, le rendement et le poids de mille grains. A travers cet axe, c’est la

vigueur reproductive qui est évaluée.

Variables etIndividus (axesF1 et F2: 74 %)
12 .
1 ® 137 1
® |36

0.8 ® 3 T
\ 05 | ® |23 haut
€ 04
=
a
o072
‘s 9E
LR : |

0.2 e

04 o0 ® 12|

k]
1 G
-0.8 For AL Rl
0,8 4
-1 0,5 0 0,5 1 15
--axe F1 (54 %) -

99




RESULTATS ET DISCUSSION

Figure. 34 Projections des génotypes sur le plan F1-F2 issu de 1‘analyse de la
composante principale (ACP) des Parameétres utilisés. Les génotypes sont identifiés

selon leurs provenances.

3. 5 Classification ascendante hiérarchique et I' Analyse factorielle discriminante
AFD

La classification ascendante hiérarchique Matrice de similarit¢ de manhattan methode
de linkage complet et I’AFD (analyse factorielle discriminante, a partir des six variables
discriminantes retenues par I’ACP ont mis en évidence cinq Groupes selon I’origine
géographique des variétés : Le premier groupe est constitué par les variétés appartenant
a I’Algerie, Tunisie Egypt et ICARDA qui ont une hauteur de la plante ¢levé, un
rendement , PMG et NG/Epi moyen avec une longueur du cycle a I’épiaison réduite.
Le deuxiéme groupe concerne les variéts de provenance Espagne, avec une hauteur de la
plante réduite et un rendement faible et une période d’épiaison réduite. Le troisiéme
groupe englobe des variétés originaires de Cimmyt, la syrie, Chypre et Syrie /Jordanie,
possédant un nombre faible d’épi par métre carré. Le quatrieme groupe est composés de
variétés d’origine ICARDA /Algérie, se caractérisant par un nombre de grain par épi
¢levé ainsi que par un PMG et rendement €levé, et sont moins tardifs.

Le cinquiéme groupe appartient a I’Italie se caractérisant par des génotypes tardifs.
(Fig . 35) Les distances de Mahalanobis ont été calculées entre les différents groupes;
les valeurs Fk calculées a partir de ces distances et leur probabilité associée montrent
que ces cinq distances sont significativement distantes. A partir des distances de
Mahalanobis entre les cinq groupes formés par la CAH est hautement significatif au
seuil de 1%. On distingue une valeur minimale de 0.091 notée entre cimmyt et syrie
suivie par 0.713 entre ICARDA et Algerie et une valeur élevé atteignant 47.052 entre
L’Espagne et ICARDA/Algérie ( Fig . 36).
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Figure. 35 Analyse factorielle discriminante AFD basées sur leurs régions d'origines
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Figure. 36 : Classification hiérarchique (méthode de UPGMA ) entre les variétés
basées sur les distances euclidiennes pour 1’origine géographique .
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3. 6 Structuration génétique

En regroupant les génotypes par une approche Bayesienne en fonction de la
composition génétique des individus et sans tenir compte de leur provenance, le nombre
de populations le plus probable estimé était de six génétiquement distincts (Figure. 37).
Pour le K, le nombre de populations le plus probable est celui qui obtient la valeur de K

la plus ¢levée.(figure . 38)
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Figure.37 Indices In P(D) et K calculés afin de déterminer le nombre de populations (K) le plus probable.
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Figure. 38 Structuration des individus par population suivant la methode de Pristchard (Pristchard et al.,2000). Pour une valeur de K de regroupement

donnée, les bandes de méme couleur forment une seule population. P indique les populations d’origine et K indique les regroupements (structurations)
possible
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La figure38 donne six groupe Le premier groupe contient ; la vriété Amar, line3d TASSILI
(RABI/FG), YAVAROS-79, Lahn/Ch12003, Miki-2, Adnan-138 et Vitron , le deuxiéme
groupe est composé de  Waha, SENATORE-CAPELLI, Gtadur, TELL, CHEN'S ,
KORIFLA = SHAM -3 76  Villemur/3/Lahn//Gs/Stk/4/Dra2/Bcr/5/Bcr/Lks4/4/Bezaiz-
SHF//SD-19539/Waha/3/Stj/Mrb3, 27. Otb4/3/HFN94AN-8/Mrb5//Zna-1 et SAHEL le
troisieme groupe formé de bidil7 , Cirta , hadba, cannesseo, Ofonto, colllesseo, Beltagy
et Mrfl/Stj2//Gdr2/Mgnll le quatrieme groupe est constitué de COCORIT C 71 20,

KYPEROUNDA e . HAURANI le cinquiéme groupe par CAPEITI 8,
1/Stj5/5/Bidral/4/Bezai z-SHF//SD-19539/Waha [3IS/Mrb3  ,  benswif, Ter-
1/3/Stj3//Bcr/LksA, F4 13/3/Arthur71/Lahn//Blk2/L ahn/4/Quarmal

=ICAMOR-TA04-69, Boudem et Beliouni et a la fin le sixieme groupe composé de
Beliouni , Oued z'natie , Djenah KhotifaTunisie , Rahouia, GuemgoumR’kham, Djenh
Khotifa Algérie

3.7 Association entre les marqueurs moléculaires et phénotypes

Les marqueurs significativement associés avec les traits étudiés, ont été identifies
comme des Qtls putatives, Un QTL est caractérisé par son action sur le caractere étudié.
Cette action peut étre évaluée par I'ampleur de I'influence de ce QTL sur le phénotype
observé. Pour cela, la part de variation phénotypique ou R? est calculée. Un R2 de 0,15
signifie que 15% de la variation phénotypique est due au QTL. L'environnement est un
facteur qui peut avoir une incidence importante sur |'effet des QTL. Ils peuvent apparaitrent,
disparaitrent ou avoir des effets différents en fonction des lieux et des années. Les QTLs
présents dans tous les milieux sont dits "généralistes’ tandis que ceux qui ne sont présents que
dans certains lieux sont dits "spécialistes’ (De Vienne et Causse, 1998). Environ 30% des
QTLs identifiés présenteraient une interaction avec |'environnement et ce pourcentage

augmenterait quand les différences entre environnements augmentent (Asins, 2002).

Cependant, nos résultats montrent que le coefficient de détermination R2 varie entre
32.46% et 99.46% de la variation phénotypique, la mgjorité des marqueurs significativement
associés avec les traits étudies, sont localises sur le chromosome 4B . Des résultats antérieurs
(Maccaferri et al, 2008 ; Diab et al 2008 Rebetzke et al. 2008; Zhang et al. 2008 et Zhang
et a, 2011) , ont identifiés par une analyse d’ association , plusieurs loci positivement corréles
avec les traits morphophysiologiques de tolerance a la sécheresse tel que , la résistance
stomatique, la température de la feuille , la longueur de I'épi, I'indice de sensibilité a la

secheresse et la date a I’epiaison. Ainsi que Diab et a 2008 ont montré |’ existences sur le
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chromosome 4B de plusieurs génes de résistance a la sécheresse tel que les (XBM 816640,
XBM816848 et XBM816121) . Aussi plusieurs recherches anterieurs ont mis en évidenace
I'importance de cette région du chromosome 4B, pour |a tolérance a la sécheresse chez le blé
dur, vu La présence des loci Loxmjt et Lox11-1 genes codant pour la lipoxygenase, ces
genes cosegregent avec les Qtls des traits morphophysiologiques. la lipoxygenase est une
enzyme qui catalyse I'hydroperoxidation des acides gras et a été isolé des plantes lors d’un
stress hydrique(Bell and Mullet, 1991), Vick and Zimmerman, 1987 montre son role
important dans la biosynthese de |’ hormone de stress (ABA), et ce par la trnsformation de la
violaxanthin en xanthoxin en presence de la linoleate la Xanthoxin est un precursseur de |
ABA qui est une étape importante chez les plantes stressees (Sindhu and Walton,1987)
cependant le rdéle physiologique de géne de lipoxygenase n'a pas été bien determing,
plusieurs éudes montrent sa correlation avec la tolérance a la sécheresse ce qui laisse
suggerer son role dans la tolérance a la sécheresse chez le blé dur. De cet effet, cette région
peut étre utilisée en programme d’amélioration pour la tolérance a la secheresse chez le blé

dur.
3.7.1 La date d’épiaison (E )

L hypothese d'association des SSR avec la durée de I'épiaison a été testée par le GLM
(Genera Linear Model). deux marqueurs SSR significtivement associé avec ce parmetre.
C'est le casde (WMS6 ( p<0.01) localisé sur le chromosome 4B , avec 96.84 % de variation
phénotypique et WMC445(p<0.05) localisé sur le chromosome 5A avec 32.46% de variation
phénotypique(Tableau. 20) , I’ effet additif de ces deux marqueurs compte de plus de 100% de
la variation totale de la date d’ epiaison , enregistrés chez les variétés Oued.Zenati (allele
198pb ) pour le marqueur WMS6 , et Bouslem (allele 260pb) pour WMC445. ces deux variétés
se révélent précoce a l'epiaison a I’ épiaison dans les conditions de culture de la région, ces
résultats sont en accord avec ceux rapportés par( Diab et al, 2008 et Maccafferi et a, 2008).
Kato et al. 2000; Huang et al. 2003; Li et a. 2007 , ont localisé des QTLsdeL’epiaison et le

rendement sur le chromosome 5A.
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Tableau.20 Corrélations des marqueurs (R2) avec les différents caracteres ét
Les probabilités de signifiance sont indiquées en symbole :
*P <0.05, ¥* P <0.01, *** P <0.001.ns : non significatif

Trait Marker P R? %
WM S149 5.078" 88.83
E WM S6 0.001* ** 96.84
WM C445 0.05* 32.46
WMS30 1 0.002* ** 08.87
WM S375 0.006* * 57.73
WMC165 2 0.011* * 46.23
G/E WM S118 0.02* 78.10
WMCH4 2 0.05* 44.83
WM S169 0.054* 82.46
WMC165 2 0.005* * 49.88
E/m2 WMC54 2 0.013* * 51.79
WM S149 0.04* 60.98
WM S375 0.005* * 58.64
WMC165 2 0.01** 46.45
WM S149 0.02* 64.41
PMG WMC153 2 0.03* 4571
WMS30 1 0.03* 96.58
WM S118 0.03* 76.72
WMC54 1 0.03* 49.80
WM S34 0.04* 76.57
WM S149 0.008* * 68.M4
Rdt WMS30 2 0.021* 99.46
WMC177_2 0.03* 49.74
Haut |WMC177_2 0.03* 49.08]

3.7.2 Rendements et composantes du rendement

Les resultats obtenus , montrent six margueurs significativement associés avec le nombre
de grain par épi(Tableau. 20 ) , localisés respectivement sur les chromosomes 3A, 4B, 5A,
3B, (3A, 3B, 6A) , ce qui montre que, le caractére quantitatif est le résultat de I'expression de
plusieurs genes qui influencent partiellement le caractere (De Vienne et Causse, 1998).(Roy et
a, 2004) ces marqueurs sont : (WMS30 (p<0.001) (129 , 208pb) et WMS375( p<0.01),
WMC165 p<0.01 , WMS118 (p<0.05) , WMC54 2 (p<0.05) (Amar) 153pb , WMS169 (
p<0.05). Leur contribution varie entre 44,83% et 98.87% de la variation totale. Ainsi que la
presence de ces loci est positivement corrélés avec un nombre de grain par épi élevé . ces
Qtls ont été identifiés par Merza et a , 2006, sur les chromosomes 1A , 1B, 2B, 3B, 5B et
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7A. Ainsi que, plusieurs éudes montre |' association du chromosome 7A avec larésistance a
la secheresse chez le blé dur (Morgan and Tan, 1996; Galiba, 2002; Cattivelli et a.,2002).
Concernant le nombre d épi par metre carré E/m2 , |e tableau. 19 montre I’ exixistance de trois
marqueurs SSR gnifictivement associés, detectés respectivement c'est le cas de : WMC165
(p<0.01) (257pb) , WMC54 2 (p<0.01) 153 pb , WMS149 (p<0.05) (145pb), localisés sur le
chromosome 3AS et 4BL avec une variation phénotypique de 49.88% a 60.98%.

Pour le poids de mille grains PMG , huit marqueurs SSR associés significtivement a ce
paramétre ont été detectés respectivement (tableau. 19) le WMS375 ((p<0.01) (140pb)
WMC165_2 (p<0.01) (257pb ), WMS149 (p<0.05) (145pb ), WMC153_2(p<0.05) (175pb),
WMS30_1 (p<0.05) ( 208pb), WMS118 (p<0.05) (199pb) , WMC54 1 (p<0.05) ( 94pb) ,
WMS304 (p<0.05) (209pb), contribuant de 58.64%, 46.45%, 64.41%, 45.71%, 76.72%,
96.58% , 49.80% , 76.57% ala variation phénotypique, localisés sur les chromosomes 4B,
3A,5B et 5A. la presence de ces QTIs et fortement liés avec |'augmention de cette
composante. Concernant le rendement, trois significatives marqueurs SSR ont été détectés
respectivement (tableau. 20 ) WMS149 (p<0.01) , (WMS30 2) (p<0.05) e WMC177_2
(p<0.05) avec 68.94%, 99.46% et 49.74% respectivement de variation phénotypique |,
localisés sur le chromosome 4B, 3A et 2A.

les résultats obtenus dans cette étude sont comparables avec ceux obtenus par plusieurs
recherches anterieures, montrant lalocalisation des genes et Qtls de tolérance au condition du
milieu sur les chromosomes 2A et 4B ; cependant Maccaferri et a, 2011 ont identifiés une
serie de régions chromosomiques significativement affectés par la variabilité des traits
d’ adaptation des plantes aux contraintes. Ainsi que la presence du locus BM816370, codant
pour |I" alcohol dehydrogenase, sur le chromosome 2A |I' Alcohol dehydrogenase est une
enzyme induite par I'’ABA chez Arabidopsis) (Bruxelles et al., 1996) Jarillo et al., 1993;
Dolferus et al., 1997; Conley et a., 1999). Aussi Kato-Noguchi,2000 a montré que I' activité
de cette enzyme augmente sous I’ effet d’'un stress osmotique chez le mais. Mathews et al,
2008 ont localise huit QTL pour le rendement sur les chromosomes 4B.

3.7.3 Traits morphologiques (Hauteur de la plante)

Un marqueur qui est le WMC177_2(p<0.01) a été detécté associé avec ce parametre ;
localisé sur le chromosome 2A enregistré chez les variétés se caracterisant par une hauteur
de plante basse (70cm) le taux de variation phénotypique pour ce parameétre est de 49.08% .
Ce résultat est en accord avec ceux rapportés par Yao et a. (2009) qui ont identifié un QTL

sur le chromosome 2A.
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le nombre des associations significatives indiquant les présences de QTLs avarié de un a huit
QTLs par caractere. Certains loci ont été spécifigues au rendement, notés chez les variétés
tolerantes aux conditions de la région de cultures avec une production plus ou moins
importante, tel que lavariété , hedba, Cirta, Haurani, Amar, beliouni Chen’s, vitron, Djenah
khotifa Tunisie, et Tel75 et productive tel que (Mrfl/Stj2/Gdr2/Mgnll) et
(Ossl/Stj5/5/Bidral/4/Bezai z-SHF//SD-19539/Waha/3/Stj/Mrb3). |l sagit des marqueurs
(WMS375, WMC165, WMS149 WMC153 WMS30, WMS118 , WMC54 , WMS304,,
WMC177, WMC5h4et WMS375 , , WMS169 ) qui sont impliqués respectivement dans la
variation du rendement et ses composantes . Par contre les marqueurs WMS6 et WMC445 ont
été gpécifiqgues au caractere phénologique (Date dépiaison), d'autres marqueurs sont
communs et associé a deux caracteres ala fois; au rendement et au caractére morphologique

(lahauteur de laplante) tel que le marqueur WMC177.

Ce qui montre que, Le nombre de QTL détectés dépendra du nombre de genes impliqués et
de leur effet sur le caractére; (Gallais et Rives, 1993; Lakew B et al, 2012 ). Si dans une
population, il existe un QTL afort effet, les QTL afaible effet risquent d'étre masqués. Plusil
y a de genes impliqués et plus l'influence de chague géne sur le caractére sera susceptible
d'étre faible. Quand seuls quelques genes affectent le caractere, la détection de QTL sera plus
facile que quand de nombreux genes sont impliqués car les effets individuels seront plus
élevés (Doerge et a., 1997). (Kearsey et Farquhar, 1998). Donc estimer le nombre de génes
impliqués dans la détermination d'un caractére quantitatif n'est pas facile car ils ne sont pas
tous détectés lors de la recherche de QTL (Galais et Rives, 1993). Ces résultats sont en
accord avec ceux rapportés par Borner et al. (2002), qui ont identifiés 88 genes majeurs,
controllant la reduction de la hauteur de la plante , positionés sur le chromosome 4B et 7B
detectéspar Quarrie et al. (2005 and 2006).
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3.8 Diversité génétique et caractérisation des marqueurs SSR

Tableau. 21 Lesfréquences aléliques des SSR étudiés, nombre d’ alléles, gene diveritél’:
Hétérozygotie etPlIC: Contenu informatif du polymorphisme.

Marker Major. Allele no Availability Gene Heterozygosity PIC
Allele.Frquency Diversity
WMC63  0.4500 9.0000 1.0000 0.6972 0.9750 0.6516
WMC165_1  0.2750 9.0000 1.0000 0.8075 0.6500 0.7816
WMC165_2 0.5000 9.0000 0.9500 0.7147 0.0000 0.6960
WMC445  0.7500 5.0000 0.7000 0.4133 0.0000 0.3858
WMC150_1 04211 11.0000 0.9500 0.7116 0.8947 0.6698
WMC150_2  0.5000 11.0000 0.9000 0.689%4 0.1111 0.6575
WMC177_1 0.1375 24.0000 1.0000 0.9400 0.1750 0.9369
WMC177_2  0.2778 10.0000 0.9000 0.8422 0.0556 0.8247
WMC78_1  0.1500 22.0000 0.5000 0.9350 0.5000 0.9315
WMS06  0.3333 8.0000 0.3000 0.8090 0.0833 0.7866
WMC105_1 0.2353 18.0000 0.8500 0.8676 0.1471 0.8558
WMC105_2  0.2778 11.0000 0.4500 0.8549 0.1111 0.8409
WMS149 0.3974 16.0000 0.9750 0.7748 0.4103 0.7519
WMC235 0.3333 4.0000 0.1500 0.7222 0.0000 0.6713
WMS304  0.1795 23.0000 0.9750 0.9191 0.3846 0.9140
WMS198  0.4306 22.0000 0.9000 0.7797 0.2500 0.7661
WMS375 0.3289 14.0000 0.9500 0.7715 0.1316 0.7411
WMS135 0.6216 11.0000 0.9250 0.5961 0.0000 0.5823
WMC168  0.5556 4.0000 0.2250 0.6173 0.0000 0.5688
WMC322  0.3158 14.0000 0.9500 0.8148 0.8684 0.7934
WMC54_1 0.7167 9.0000 0.7500 0.4706 0.1333 0.4541
WMC54_2 0.4342 10.0000 0.9500 0.7510 0.1316 0.7258
WMC153_1  0.7167 5.0000 0.7500 0.4494 0.0333 04113
WMC153 2  0.5294 9.0000 0.8500 0.6799 0.0000 0.6566
WMC167 0.2188 12.0000 0.4000 0.8652 0.1875 0.8520
WMS169  0.2000 20.0000 1.0000 0.9056 0.9000 0.8988
WMS108  0.3194 18.0000 0.9000 0.8148 0.3889 0.7958
WMS30_1  0.1290 23.0000 0.7750 0.9251 0.7097 0.9203
WMS30_2 0.2727 12.0000 0.2750 0.8719 0.3636 0.8614
WMC307  0.4545 4.0000 0.5500 0.6570 0.0909 0.5934
WMC179  0.2375 17.0000 1.0000 0.8794 0.6500 0.8691
WMS118  0.2237 17.0000 0.9500 0.8736 0.8684 0.8623
Mean 0.3726 12.8438 0.7719 0.7632 0.3189 0.7409 + 0.0255
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Le polymorphisme génétique d une population représente la réserve de variabilité
nécessaire qui permet a la population de s adapter a de nouvelles conditions du milieu.dans
cette étude toutes les amorces utilisées ont généré des profils polymorphes avec un indice de
diversité genétique variable et significatif, Le tableau. 21 présente les fréquences alléliques et
les paramétres estimés des marqueurs SSR étudiés. Les variétés sont genétiquement tres
diversifiée avec de taux d' hétérozygoties allant jusqu'au 0.9750 pour le locus wmc 63,
excepté I’amorce WMS135 qui présente une valeur nulle (0.0000 ) d’ heterozygocie et avec 11
alleles monozygotes (tableau. 21 ), En effet, I’ é&ude menée par Roider et Gupta a confirmé la
variabilité génétique de ces amorces utilisées. La différence dans I’indice de diversité révéele
un degré significatif du polymorphisme. Plus sa valeur tend vers 1, plus I’amorce en question
est polymorphe et vis versa. Le tableau. 21 montre auss la répartition des fréquences
aléligues des microsatellites étudiés chez les quarante variétés anaysées. une nette
variabilité pour le nombre d’ aléle est observé; lesloci WMC54, WMC153,et WMC445 se
présentent les plus polymorphes avec des fréquences alléliques plus élevées par rapport aux
autres marqueurs allant du 0.71, 0.72 & 0.75 respectivement . Le nombre moyen d’ aléles par
locus, est important car il montre le taux d’ allélisme ou richesse alélique, cependant, le profil
de répartition des aléles pour chague amorce est remarquablement différent , il est en
moyenne de 13 par amorce et varie entre quatre alléles observés chez I’amorce (WMC235
et WMC168 ) et 24 aléles pour I’'amorce WMC177. Ce paraméetre témoigne du niveau élevé
de polymorphisme au sein des variétés révélé par les amorces sél ectionnées.

L’ obtention d’ un nombre élevé d’ amorces SSR polymorphes est d’ une utilité importante. Elle
Permet d’ augmenter la fiabilité des interprétations des résultats, surtout si les profils genérés
sont reproductibles. Concernant, le PIC, les valeurs calculées pour les 26 microsatellites sont
indiquées, dans le tableau. 21 D’une maniére géenérale, les valeurs de PIC sont assez élevees;
la valeur moyenne obtenue pour |’ensemble des amorces est de 74%, Les vaeurs plus
elevées sont obtenues par les microsatellites WMC177 e¢ WMC78 avec (94 % et 93%)
respectivement ce qui est en accord avec le nombre important d’alléles, ceci consolide et

justifie le choix d’ utiliser ces amorces pour analyser nos variétés de blé dur
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3. 9 Analyse de la variance moléculaire (AMOVA)

Percentages of Molecular Variance

Among Pops
17%

Within Pops
83%

Figure. 39 Analyse moléculaire inter et entre population selon les régions

Les résultats de I‘analyse de la variance moléculaire (AMOVA) ont montré qu‘un
pourcentage tres élevé (83% ) de la variabilité des loci SSR est attribuée a la variabilité inter

régions et seulement 17% de cette Variabilité a été entre les régions (figure. 39).

3.10 Test de Mantel
Le dendrogramme, montrant la corrélation entre la matrice de similarité molécuailre et
phénotypique a decelé une correlation hautement significative avec (r =0.6096 avec 1000

permutations) (Figure. 40)
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Figure. 40 Dendrogramme des génotypes étudiés basé sur leurs provenances
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Conclusion génerale et perspective

Notre travail était basé sur les aspects physiologiques et agronomiques pour |I'étude de
la tolérance a la sécheresse qui était par la suite complété par un marquage moléculaire et une
étude d'association dont le but est de déterminer la genétique de la variation phénotypique de
cette espéce. La premiere étape de ce travail consistait en l'utilisation des traits
physiologiques, vue leur importance autant que criteres de sélection et leur utilisation dans le
criblage des génotypes adaptés et performants dans les conditions intrinseques du milieu. A
I'échelle cellulaire, I'effet du stress hydrique sur les fonctions physiologiques et métaboliques
des plantes de blé dur se traduit par une baisse significative de la photosynthése, la
transpiration et du taux de chlorophylle chez I'ensemble des variétés étudiées. Les plantes de
blé sous stress hydrique réagissent par une baisse de leur teneur en chlorophylle totale qui
peut étre dO a une dilution suite au maintien d'une teneur relative en eau élevée. Cette baisse

est d'autant plus importante que I'intensité du stress est plus accentuée.

La caractérisation biochimique des plantes de blé permet de distinguer les plantes les
plus tolérantes a la sécheresse. Ainsi, pour garder le potentiel de turgescence aussi €levé que
possible, les variétés de blé dur étudiées ont accumulé certains osmoticums a I’ intérieur de
leurs cellules dont |a proline et les sucres. Cette augmentation de la concentration, qui était
tres nette au niveau de lavariété locale guemgoum r'’kham pour les sucres solubles et chez
les variétés Béliouni et Gta dur pour la proline , peut étre due au phenoméne de
I'osmorégulation . En effet les sucres, méme s'ils représentent des osmoticums beaucoup
moins puissants, participent également au maintien de la balance de la force osmotique pour
garder la turgescence et le volume cytosolique aussi élevés que possible (Bouzoubaa et al.,
2001). lIs permettent également une préservation de I’ intégrité membranaire dans les organes

desséchés ainsi qu’ une protection des protéines (Darbyshire, 1974).
Du point de vue agronomique, |'adaptation a la secheresse est |a capacité d'une

plante & maintenir un rendement a travers des environnements ou les périodes de sécheresse,
leurs durées et leurs intensités sont fluctuantes. Les résultats obtenus montrent que le
rendement en grain, en matiére seche par plante et en biomasse totale varie significativement
entre les différentes variétés étudiées. Les rendements les plus élevés ont été enregistrés chez
lavariété Gta dur . Plusieurs corrélations ont été établies dans notre analyse tel que la teneur
en proline , les sucres solubles et le potentiel osmotique (0.69, 0.79 et 0.89 )respectivement
ainsi que des corrélations négatives avec les composantes de rendement tel que le nombre de
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plants par métre carré (-0.79). Ce qui a été démontré par (Clark et Romagosa, 1991) et que
selon cet auteur un faible taux de déperdition d eau est associé a un rendement en grain plus

élevé en cas de sécheresse.

Cependant nos résultats montrent que la réponse de blé dur a un stress hydrique se
manifeste par des transformations remarquées au niveau des parties aériennes. En effet, les
plantes stressées subissent un retard dans la croissance végétale qui se traduit par une
réduction de la hauteur et de la surface foliaire. Laréduction de la surface foliaire contribue a
limiter les pertes d'eau par transpiration (Alves et Setter, 2000). Ce phénomene est considéré
comme un mécanisme de résistance a la sécheresse comme le montre Arrandeau (1989) et
Lefi et al. (2004). Toute fois une diminution de la surface foliaire peut affecter le rendement a
cause de laréduction de la capacité photosynthétique (L€fi et al., 2004).

Parmi les changements qualitatifs que subit la plante pendant sa vie, le plus important
de tous est certainement I'épiaison, la durée semis épiaison dépend exclusivement de la
température et de la luminosité (Fisher, 1985).L es résultats obtenus pour ce caractere montre
une variabilité génotypique hautement significtive entre les variétés étudiés . le plus long
cycle d'épiaison a été noté chez les individus d'origine (ICARDA/Algérie), tandis que la
plus courte épiaison a été enregistrée chez les variétés : Benswif, Oued Znatie, Vitron, Gta
dur, Bidi17, waha, Cirtaet line3d .

La tolérance au stress hydrique, comme la plupart des caracteres qui intéressent les
sélectionneurs et les agronomes, sont complexes. Ces caractéres qui manifestent une variation
phénotypique continue, suivant souvent une distribution normale, sont appelés caracteres
quantitatifs ou complexes et leur hérédité est définie comme polygénique. Le phénotype de
ces caracteres est déterminé par le génotype et I’environnement. Gréce aux approches
statistiques de la génétique d'association , il est possible d’'estimer la proportion de la
variabilité phénotypique expliquée par les effets des genes. Chacun des locus qui contribuent
a la variabilité génétique de ces caractéres est appelé QTL, en anglais « Quantitative Trait
Locus ».La génétique d'association et a |'aide des marqueurs moléculaires est une approche,
plus récente, basée sur des populations. Cette derniére utilise des collections de populations
diverses, constituées d'individus dont les relations ne sont pas souvent connues. Elle exploite
un nombre d'événements de recombinaison. Ces recombinaisons sont le résultat d'une

accumulation au cours de I’histoire évolutive des collections de population utilisée. Cette
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étude a permis de mettre en évidence une association significative entre le phénotype et le

marqueurs moléculaires utilisés.

Nos résultats montrent que la majorité des marqueurs sont significativement associés
avec les traits éudiés et sont localises sur le chromosome 4B . Des résultats antérieurs
(Maccaferri et al, 2008 ; Diab et a 2008) , ont identifiés par une analyse d’ association ,
plusieurs loci positivement corréles avec les traits morphophysiologiques de tolérance a la
sécheresse et la date a |’ épiaison(Bousba. R et a, 2012b). Ainsi que Diab et al 2008 ont
montré I’ existence chez le blé sur le chromosome 4B de plusieurs genes de résistance ala
sécheresse tel que les (XBM816640, XBM816848 et XBM816121). Aussi plusieurs
recherches antérieures ont mis en évidence I'importance de cette région du chromosome 4B,
pour la tolérance a la sécheresse chez le blé dur. le nombre des associations significatives
indiquant les présences de QTLs avarié de un a huit QTLs par caractére. Certains loci ont été
spécifiques au rendement, notés chez les variétés tolérantes aux conditions du milieu avec
une production plus ou moins importante, tel que la variété, hedba, Cirta, Haurani, Amar,
beliouni Chen's, vitron, Djenah khotifa et Tel75 et productive tel que
(Mrfl/stj2//Gdr2/Mgni1) et (Ossl/stj5/5/Bidral/4/Bezai z-SHF//SD-
19539/Waha/3/Stj/Mrb3). Il sagit des marqueurs (WMS375, WMC165, WMS149
WMC153 WMS30, WMS118 , WMC54 , WMS304,, WMC177, WMC54et WMS375 ,
WMS169 ) qui sont impliqués respectivement dans la variation du rendement et ses
composantes . Par contre les marqueurs WMS6 et WMC445 ont été spécifiques au caractere
phénologique (Date d'épiaison), d'autres marqueurs sont communs et associé a deux
caractéres ala fois; au rendement et au caractére morphologique (la hauteur de la plante) tel
gue le marqueur WMC177. Ce qui montre que, Le nombre de QTL détectés dépendra du
nombre de génes impliqués et de leur effet sur le caractére (Gallais et Rives, 1993). Si dans
une population, il existe un QTL afort effet, les QTL a faible effet risquent d'étre masqués.
Plus il y a de genes impliqués et plus l'influence de chague géne sur le caractére sera
susceptible d'étre faible. Quand seuls quelques génes affectent le caractére, la détection de
QTL sera plus facile que quand de nombreux genes sont impliqués car les effets individuels
seront plus élevés (Doerge et al., 1997). (Kearsey et Farquhar, 1998). Donc estimer le nombre
de génes impliqués dans la détermination d'un caractére quantitatif n'est pas facile car ils ne
sont pas tous détectés lors de larecherche de QTL (Gallais et Rives, 1993).

Le polymorphisme génétique d une population représente la réserve de variabilité
nécessaire qui permet a la population de s adapter a de nouvelles conditions du milieu. Dans
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cette étude toutes les amorces utilisées ont généré des profils polymorphes, au total 136 alleles
ont été obtenus avec une moyenne de 13alleles /locus et un indice de diversité génétique
variable et significatif. La variation a éé aussi consolidé par une analyse de la variance
moléculaire (AMOVA), cette analyse a décelé un pourcentage trés élevé (83% ) de la
variabilité des loci SSR qui est attribuée a la variabilité inter régions et seulement 17% de
cette Variabilité a été entre les régions. ainsi que la corrélation entre la matrice de similarité

mol écuailre et phénotypique adécelé une corrélation hautement significative.

En perspective, une stratégie basée sur des essais multilocaux serait réalisée en mettant
des variétés a pousser sur des sols autres que sur des sols d’origine. De cette maniére nous
pourrions espérer mieux comprendre les mécanismes qui permettent |’ adaptation d’ une plante

a son environnement abiotique.
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ANNEXE.1 . :Doses et calendrier d’irrigation (ITGC,1999)

ANNEXES

Mois/Saisons | DEC JAN FEV MARS AVR MAI JUIN
Hiver sec 20 20 20 - - - -
Printemps sec | - - - 20 40 60 60
stades Levée tallage Fin Montaison | épiaison | Floraison | Formation
tallage dugrain

ANNEXE. 2 Réactif de BradFord
-100mg de BBC (bleu de Coomacie)

- 50ml d'éthanol a50% puis agiter avec un agitateur pendant 2 heures.

- 100ml d'Acide Orthophosphorique a 85% puis compléter par |'eau distillée jusqu'a 1000 ml.

Conserver le mélange dans un flacon sombre dans un réfrigérateur(pendant un mois).

ANNEXE. 3 Solutions utilisées dans I’extraction des gluténines

Solution A

Propanol-1

Eau distillée

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

Propanol-1

Tris HCL 1M pH8

Eau distillée

Solution B1 (a préparer ex temporairement)

Solution B

Dithiotreithol

Solution B2 (a préparer ex temporairement)

Solution B

4-vinyl-pyridine

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

SDS

Glycérol

Bleu de bromophénol

Tris HCL 1M pHS8

Eau distillée

Solutions utilisées pour le SDS-PAGE

Solution mére d’ acrylamide a 40% (& préparer avec gants et masque)
Acrylamide

Eau distillée

Solution mére de bis acrylamide a 2% (a préparer avec gants et masque)
Bis acrylamide

Eau distillée

Solution stock de SDS & 10% (a préparer ex temporairement)
Sodium dodécyl sulfate

Eau distillée

Solution d’APS (ammonium persulfate) a 1%(a préparer ex temporairement)

50 ml
gsp 100 ml

10 ml
1.6 ml
qsp 20 ml

7 ml
70 mg

7 ml
98 ul

0.2g

4 ml

2ml

0.8 ml
gsp 10 ml

40g
100 ml

2g
100 ml

10g
100 ml



APS
Eau distillée

Tampon tris HCL pH 8.8 (a préparer sous la hotte, avec gants et masque)
Tris (hydroxyméthyl aminomenthan)

Eau distillée

Ajuster a pH 8.8 avec HCL fumant

Eau distillée

Tampon tris HCL pH 8 (a préparer sous la hotte, avec gants et masque)

Tris (hydroxyméthyl aminomenthan)
Ajuster a pH 8.8 avec HCL fumant

Eau distillée

Tampon tris HCL pH 6.8 (a préparer sous la hotte, avec gants et masque)

Tris (hydroxyméthyl aminomenthan)

Eau distillée

Ajuster a pH 6.8 avec HCL fumant

Eau distillée

Tampon d’électrophorése

Glycine

Tris (hydroxyméthyl aminomethan)

Eau distillée

ANNEXE. 4 Solution mére de bleu de Coomassie R250

Bleu de Coomassie R250
Ethanol 95°

Solution de coloration (pour deux gels)
Acide trichoroacetique (TCA) 60%
Solution mere de bleu de Coomassie R250

Eau distillée

ANNEXE. 5 ANOVA Analyse de la variance des parametres

ANNEXES

0.1g
10 ml

60.75g
gsp 400 ml
8a10ml
gsp 500 ml

6.057 g
3ml
gsp 50 ml

30.285 ¢
gsp 200 ml
19.5 ml
gsp 250 ml

70.55 g
15g
gsp 5000 ml

10g
gsp 1000 ml

100 ml
25 ml
gsp 500 ml

Variables Effet traitement Effet variété Effet interaction variété* effet hydrique
Ddl | SC MC F p Ddl SC MC F P Ddl | SC MC F P
Epiaison 1 | 97| 97| 6825 5 | 2969 | 504 | 4192 5 | 31| 186 1315| 0000%**
0,000%*** 0,000%***
Maturité 1 | 9025 | 90.25 | 147.68 5 | 45158 | 9032 | 147.79 5 | 225| 045| 074| s




ANNEXE. 6 Comparaison statistique (test t de Student) des différents parametres
morphologiques obtenus chez les variétés etudiées des deux traitements (irrigué et

non irrigué)
variétés varibles Trait —— Paramétres stat_istiquei
X Variance  |Ecart-type| X in — Xmax TOPS [P
Sl 7000 025 050 6575 1,77| 0.07ns
Rahouia Sl 583 0,58 0,76 5 6.5
Guemgoum SI 717 0,58 0,76 65-8 1,99] 0,046*
Rkham la longueur |SII 4,83 0,33 058 45 55
Djenah SI 750 0,25 050, 7.0-80 1,99| 0,046*
Khotifa de Sli 583 0,08 0,29 556
Vitron Si 6,83 0,08 0,29 6,57,0 1,18]0,239ns
Sl 6,33 0,33 0,58 6.0-7.0
Béliouni 'épi SI 5,00 025 050[ 4555 067 05ns
Sl 4,50 1,00 1,000 3555
Gta dur Si 717 0,08 0,29 70-75 2,12| 0,034*
Sli 6,50 0,00 000[ 6565
SI 18,877 11,139 3,338 15,12-21,5 0,05 0,05
Rahouia Sl 13,31 1,062 1,031 12,12-13,9
Guemgoum la longueur |S| 12,25 0,438 0,661 11,75-13 0,046 0,05*
Rkham Sl 6,247 0,296 0,544 5,62-6.6
Djenah duca |sI 16,34 2,763 1,662 15-18.2 0,05/ 0,05
Khotifa Sli 13,373 0,015 0,121  13,28-13.51
Vitron SI 10,107 0,144 0,379 9,67-10.35 0,05 0,05*
Sl 3,66 0,021 0,144 3,5-3.78
Béliouni delépi |SI 19,94 0,028 0168 19,75-20.07 0,05 0,05
Sl 5,937 0,605 0,778 5,2-6.75
Gta dur Sl 10,823 0,359 0,599  10,14-11.26  0,046| 0,05*
Sl 4,357 0,023 0,15 4,2-4.5
Rahouia SI 11,067 0,363 0,603 105117 005 0,05
Sl 7,667 0,192 0,438 7,17-8.00
Guemgoum Iongueur Sli 10,883 0,565 0,751 10,16-11.66 0,046] 0,046*
Rkham Sl 8,667 0,333 0,577 8,00-9.00
Djenah SI 10 0,25 05 9,5-10.50 0,05 0,05*
Khotifa des Sli 7,333 0,357 0,598 6,67-7.83
Vitron SI 8,507 01 0,316 8,15-8.75 0,05 0,05*
Sl 7,617 0,251 0,501 7,05-8.00
Béliouni Sl 9,933 0,563 0,751 951080 005 005
barbes Sl 7,643 0,227 0,476 7,15-8.10
Gta dur Sl 841 0,207 0,455 8.00- 890 0,046] 0,046*
Sl 7,223 0,15 0,387 7-7.67

ANNEXES



ANNEXES

ANNEXE. 7 Classement et regroupements des groupes significativement différents chez les

variétés étudiées et entre les deux sites (irrigué et non irrigué).pour la surface foliaire

Variétés Moyenne Regroupements
Traitement (cm?)
Djenah Khotaifa 9.3 A
Sans GuemGoumR'kham | 9.78 A
Rahouia 10.16 A
Beliouni 11.29 B
irrigation Vitron 11.34 B
Djenah Khotaifa 11.78 B
Rahouia 12.02 B
GuemGoumR'kham | 12.87 C
Irrigué Beliouni 13.18 D
Vitron
14.73 E
Gta dur 16.56 F




ANNEXES

ANNEXE. 8 matrice de corrélation des variables chez |es variétés étudiées

1

Variables haut epi Ice 1b Sf Tallessm2 Plant/m2 epi/m2 Ng/epi pmg rdtg bioma ir tre rwl po proline sucres proteines
haut 100 0.08 0.77 0.66 0.3i -0.22 0.40 -0.10 -056 -0.07 -0.25 -0.33 0.05 0.0é 0.3%; 0.5é -0.49 -0.66 -0.61
1 epi 0.08 100 022 039 049 -0.16 0.29 0.20 0.31 0.51 0.24 029 0.05 0.1]-. 0.54; ().6:; -0.71 -0.54 -0.30
Ice 077 022 100 0.68 0.06 0.10 0.71 0.27 -0.25 0.19 0.08 -001 024 031 0.64; 0.71- -0.71 -0.59 -0.56
1b 0.66 039 0.68 100 0.20 -0.40 0.70 0.04 -0.23 0.39 0.00 0.12 O.l% 0.29 0.8?; 0.84; -0.63 -0.88 -0.73
Sf -0.31 049 006 020 1.00 0.40 0.48 0.76 0.84 0.91 0.90 0.94 047 052 O.Sé 0.2\'; -0.39 -0.18 0.00
Talles/m2 -0.22 0.1(; 0.10 0.4(-) 0.40 1.00 0.23 0.76 0.56 0.31 0.67 040 084 041 021 032 0.06 0.39 0.37
Plant/m2 040 029 0.71 0.70 048 0.23 1.00 0.49 0.10 0.50 041 034 034 0.62 0.7?; 0.63: -0.66 -0.48 -0.38
epi/m2 -0.10 020 027 0.04 0.76 0.76 0.49 1.00 0.66 0.80 0.90 0.71 0.86 0.62 O.l(-) O.lil-. -0.30 -0.05 0.01
Ng/epi -056 031 O.Zé O.Zé 0.84 0.56 0.10 0.66 1.00 0.72 0.83 081 054 042 007 022 0.00 0.21 0.35
pmg -0.07 051 019 039 091 0.31 0.50 0.80 0.72 1.00 0.81 0.81 053 0.60 0.3é 0.31;> -0.37 -0.37 -0.19
l‘dtg -0.25 024 008 0.00 0.90 0.67 0.41 0.90 0.83 0.81 1.00 091 0.74 051 0.0é 0.0é -0.28 -0.03 0.06
bioma -0.33  0.29 0.0]-. 012 0.94 0.40 0.34 0.71 0.81 0.81 0.91 100 041 042 0.2C-) 0.1:1 -0.26 -0.14 0.00
ir 005 005 024 O. 1% 0.47 0.84 0.34 0.86 0.54 0.53 0.74 041 100 045 017 014 -0.16 0.12 0.13
tre -0.09 O.l:l-. 031 029 052 041 0.62 0.62 0.42 0.60 051 042 045 100 0.2€-5 0.0% -0.02 0.01 0.01
rwl -0.38 0.5;1 0.64; 0.8?; 0.3é 0.21 -0.73 -0.10 007 -035 -0.09 -0.20 0.17 0.26-3 1.00 0.89 0.69 0.79 0.71
po -0.52 0.6?; 0.71- 0.84; O.Zé 0.32 -0.63 -0.11 022 -0.33 -0.05 -0.14 0.14 0.0% 0.89 1.00 0.86 0.87 0.77
proline -049 0.7 1- 0.7 1- 0.62’: 0.35; 0.06 -0.66 -0.30 000 -037 -0.28 -0.26 0. l(; 0.0é 0.69 0.86 1.00 0.67 0.50
sucres -0.66 0.5;1 0.59- 0.81; 0.1é 0.39 -0.48 -0.05 021 -037 -0.03 -014 012 001 0.79 0.87 0.67 1.00 0.90
proteines -0.61 0.3(_) 0.5(; 0.73: 0.00 0.37 -0.38 0.01 035 -0.19 0.06 0.00 013 0.01 0.71 0.77 0.50 0.90 1.00




ANNEXES

ANNEXE. 9 Résultats de I'ACP des quatre premiers axes, obtenus pour I'ensemble des
caractéristiques mesurées sur les six variétés de blé dur étudiées.

Parametres statistiques Axel Axe2 Axe3 Axe4

Valeur propre 7616 | 6.202 | 1.993 | 1.137

Pourcentage expliqué (%) | 40.085 | 32.641 | 10.488 | 5.983

Pourcentage cumulé(%) | 40.085 | 72.726 | 83.214 | 89.197

ANNEXE. 10 Etude des variables avec les quatre premiéres composantes principales.

Composantes principales
Axel Axe2 Axe3 Axe4 Y Corr*%axe (1+2)
Variables | Corr Corr’*% | Corr Corr*% | Corr Corr’% | Corr Corr*%
Haut 0.324 10.50 -0.685 46.97 -0.485 23.56 -0.203 04.12 57.47
1 epi 0.595 35.50 -0.145 02.10 0.544 29.64 -0.417 17.36 37.60
Lce 0.651 42.40 -0.445 19.77 -0.526 27.64 -0.095 00.89 62.17
1b 0.703 49.40 -0.607 36.85 0.004 00.00 0.290 08.39 86.25
St 0.741 55.00 0.567 32.18 0.331 10.96 0.071 00.51 87.18
Talles/m2 0.216 04.66 0.744 55.39 -0.494 2441 -0.212 04.50 60.05
Plant/m2 0.820 67.00 -0.110 01.22 -0.316 09.97 0.225 05.07 68.22
Nbrepi/m2 | 0.674 45.41 0.641 41.04 -0.250 06.26 -0.106 01.13 86.45
Ng/epi 0.376 14.14 0.830 68.94 0.304 09.24 -0.015 00.02 83.08
Pmg 0.811 65.69 0.427 18.25 0.199 03.95 0.105 01.09 83.94
Rdtg 0.650 42.29 0.718 51.60 0.024 00.06 -0.079 00.61 93.89
Bioma 0.632 39.93 0.595 35.35 0.322 10.35 0.094 00.88 75.28
Ir 0.426 18.12 0.628 39.40 -0.499 24.89 -0.339 11.50 57.52
Tre 0.512 26.25 0.392 15.35 -0.345 11.92 0.620 38.40 41.60
Rwl -0.742 55.02 0.498 24.76 -0.137 01.88 -0.200 04.00 79.78
Po -0.744 55.35 0.606 36.78 -0.138 01.90 0.065 00.42 92.13
Proline -0.774 59.88 0.352 12.39 -0.049 00.24 0.380 14.46 72.27
Sucres -0.684 46.82 0.628 39.41 -0.155 02.39 0.044 00.19 86.23
Prots -0.529 27.99 0.651 42.41 -0.015 00.02 -0.027 00.07 70.40




ANNEXE. 11 Présentation des bandes révélées chez les grains des cultivars de blé dur

Etudiés.

ANNEXES

PM (K Da) Genotypes
N° de bande 1] 2 3|14|5|6|7|8]9]10]11]12
1 325.00 - - T T Tl |+ |- -
2 230.00 -] - - S + |+ R R
3 203.90 + | - - - - - - - - - -
4 193.58 T - - - - - - - R I R (S
5 183.64 |- - -+ |+ |- - - - - -
6 178.91 T+ - N S+ - . R R
7 174.39 |- - + | - -] -] - - - - -
8 174.35 - - RN - - - -
9 168.40 - + T - - - R
10 163.63 - - + | - -] -]+ - - - -
11 160.47 T - + N - - - R
12 148.04 |- - . S T
13 146.57 |- - -l - -] -] - - - - -
14 146.00 - - - - - - -+ |+ - -
15 145.08 - - -l -+ |+ - - - - -
16 145.06 ] - - N T T - - - R
17 143.42 Bk - -l -l -] -] - - - - -
18 142.13 T - + + | - -] -] - - - - R
19 139.24 + | + - - - - - - - - - -
20 128.41 - - - - - - - U R - R
21 127.15 - - - - S - + R
22 125.91 - - - T s - R
23 124.70 -+ - - - - A - R
24 91.14 -] - + - e - - - R
25 88.35 -] - - + -l - - - - - R R
26 87.95 - - - N U R i : B R
27 85.76 -] - - O N I R - - - R
28 84.70 -] - - I I N I - - R
29 69.50 - | - - N - R R
30 67.53 -] - - N - R VI
31 65.21 + | - - - - - - B R R R
32 56.44 - |- + - |- - - - - - |- B

Irriguéet non irrigué : 1 et 2: Rahouia; 3et 4: Beliouni; 5et 6 : Guemguoum R'khem, ,

7et 8: Vitron, 9 et 10: Djenah Khetaifa, 11 et 12: GTA dur; + : présence des bandes et - : absence des bandes.



ANNEXE. 12 Valeurs propres et représentation de la variation par les

premiéres composantes principales (ACP) définies par six variables de 40

variétésde blédur .

ANNEXES

Composante principale CP1 CP2
Valeur propre 321 122
% d’inertie 5354 20,35
Variable
E 0,25 0,22
Em2 -049 -0,26
gE 052 014
PMG 042 -051
Rdt 041 -0,52
haut 03 058
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Water Use Efficiency and Flag Leaf Photosynthetic in Response to Water
Deficit of Durum Wheat (Triticum durum Desf)
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Abstract: The knowledge of the physiological characters implied in the processes of the adaptation plants to
the abiotic constraints constitutes a decisive stage of fight against the drought. Six varieties of durum wheat
(Triticum durum Ywere used in this study: four local varieties characteriezed by a low potentiel production
(Dyenah khetaifa, Beliourn, Rahowa and Guem goum rkham) and two introduced varieties with a hugh production
potentiel (Vitron and Gta dur ). Pot experiments was carried out in a greenhouse. The plants were subjected to
different rates of water supply (100, 80, 60, 40 and 12% of field capacity). At the anthesis stage, some
physiological parametrs such as net photosynthesis, transpiration, water use efficiency, stomatal resistance
and the rate of chlorophyll were recorded on the flag leaf. The results revealed highly significant varietal
differences to the whole of parameters measured. The results showed that water stress, in all the varieties
decreased the chlorophyll rate, while increaseed the stomatal resistance, which involves a fall in the
photosynthetic activity and therefore a decrease in the production of the dry mass. Yet, under the same
conditions of water stress, the mtroduced varieties have a good capacity of adaptation compared with the local
varieties. Nonetheless, variety Beliouni is confirmed as the most productive in parallel with the other local
varieties. In the conditions of thus study, positive correlations were reported between the net photosynthesis

and the production of the dry mass.

Key words: Triticum durum Dest - Water stress - Net photosynthesis + WUE - Stomatal resistance

INTRODUCTION

Drought is one of the main factors which limit
productivity all over the word [1]. In such conditions, it
sounds more essential to select varieties with a fair yield
in dryness conditions rather than searching for high yield
potential varieties 1 adequate watre supply conditions.
But 1n order to limit the variations of the production due
to envireonmental variability, many research studies were
carnied out to 1dentify the morphological [2], physiclogical
[3], biochemical [4] and genetic characters [5] due to the
mechamsms of the adaptation of species to the lack of
the water and can serve as selection criteria to assist in
and accelerate such breeding programmes [6].

In the mediterranean basin, which 1s considered as
one of the major centres of plant diversity in the world,
the rare precipitation 1s in part or totally the factor that

limits production. Actually, the region is characterised by
a dry climate, hot in summer and cold in winter [7]. Durum
wheat is the most widely grown cereal species in this
region and it holds about 45% of durum wheat cultures in
the world [8]. These crops are widely cultivated under
rainfall conditions [9], with variable intermitent moisture
stress and terminal moisture stress of various lengthes
[10]. In Algena, cereals hold 60% of the cultivated
lands; unfortunately, the production is still very low.
The adverse climatic variations, bearing particularly
severe and steady water stress often along with extreme
heat by the end of the season, result n a high variability
of the production of these crops [11]. There are a large
number of local varieties of wheat in Algeria. They have
been selected since long before 1961 until date [12];
They are rather poorly exploited and are quite neglected
because of their low potential of productivity. However,
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we are nowpressed to consider actions to be taken as
well as research programmes to preserve and promote
these cultivars for the conservation of this genetic
heritage. It 1s necessary to also have some msight into
the physiological mechanisms underlying these crop
responses [13].

Besides, 1t admitted that losses of water
resulting from the atmospheric challenges are regulated
by the stomata [14]m the leaves. The fall m productivity
of the plants in unfavourable environmental conditions is

1s

caused by the fact that they downsize thewr foliar area
when they reduce their growth; this results in a decrease
of the photosynthetic capacity of the whole palnt [15].
The purpose of this study 1s to quantify the effects
of water stress on some growth and physiclogical
characters. The aim 1s to establish sunple criteria that will
serve to identify the physiological mechanisms that
describe tolerance to drought of the Durum wheat
varieties for a better management of the improvement
programmes and to optimally exploit natural resources.

MATERIALS AND METHODS

Plant Material and Growing Conditions: Six varieties of
Durum  wheat (Triticum durum. Desf) TLocal and
mtroduced released by the Techmical Institute Crop El
Khroub Constantine 'TTGC' are the subject of this
present study (Table 1). These cultivars are characterized
by contrasting agricultural productivity. Ten seeds
are germinating in Petrn dishes. After germination,
seedlings are transplanted inte plastic pots with mixture
of (Clay Soil / sand 3:1). The pots are arranged randomly
(total randomization) in green house with an average
temperature of 36. 75£10°C and relative humidity of 47.
55+8%. After plant emergence, pots were Irrigated at field
capacity and weighed every day, until flowering stage.
At this stage five different water regims were imposed.
They consisted of 100 (control), 80, 60, 40 and 12% of field
capacity (F. C), each traitment was replicated three times.

Measurements

Measurement of Photosynthesis (Pn): Transpiration
(T) and stomatal resistance (Rs)are dome with a
portable photosynthesis measurement system (LCAA4,
ADCHoddesdon, England). The measurements are made
at flowering stage on the flag leaf fully attached with
three replications for each measure. Net photosynthesis
is expressed by pumol., Ms™', transpiration by mmol
H,O m™% 7" while stomatal resistance RS is estimated by
(m’. 5. mol™.
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Table 1: Origin of sudied genaotypes

Varieties Code Origin

Beliouni BEL Algeria

Djenah Khetaifa D.K ITGC Algeria

Guemguoum R khem G. G R TT GC Tiaret.

GTA dur GTA CIMMYT (Mexique)

Hoggar Ex : Vitron VIT Tntroduite spain $¢lection :
ITGC / TIARET

Rahouia RAH ITGC / TIARET 1980

Measurement of Chlorophyll (Unit SPAD): The rate of
chlorophyll in the leaves is determined by using a
chlorophyll meter, (model MINOLTA type SPAD).
Before any measure, the device must be set (number of
signal tower) and size (N = 0). In this protocol the rate of
chlorophyll 1s estimated per umt SPAD.

The Dry Mass g (MS): Ten plants are valued at random,
cleaned and placed in an oven for dehydration at 80°C
for 48 h. The plants are taken separately and weighing of
each plant is noted The average weighed of ten plants is
chosen.

Water Use Efficiency (WUE) (umolCO,/mmolH,0. s):
The efficiency of water use 1s estimated at the
sheet. Defined as the ratio of Net photosynthesis to
Transpiration (PN / T) of net CO, assimilation (PN)
per unit of water transpired (T) per sheet [16].

Statistical Analysis: The interpretation of results is
achieved by the program Statistical 7. Comparing
average results tested by an analysis of the
ANOVA. The separation of homogeneous groups
based on the smallest significant amplitude (PPAS)
observed among several medium is made by test-
NEWMAN KEUILS the significance at the level of
5% and 1%. Similarly, Dagnélie [17, 18] determination of
correlation coefficients and linear regression was
performed by XLSTAT 2009 programm, to identify the
relationships among the variables.

18

RESULTS AND DISCUSSION

The results show that net photosynthesis and
trangpiration fall significantly (p <0. 01) with the intensity
of water stress in all varieties studied (Table. 2). The
values obtamed in net photosynthesis differ from one
variety to another (Fig. 1). For each water regime there
were significant differences across genotypes for almost
all traits. At the most stressed water treatment (12% F. C)
recorded the lowest values of Net photosynthesis.
However the introduced genotype GTA dur showed
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Table 2: Variance Analysis and mean values of plant hydrouss parameters (net photosynthesis (Pn) (umolss; m. ~2s72) rate, Transpiration rate (T)

mmolH,Om2s~! and dry mass production (MS) (g)

PN MS
Source of variation df Ss MS Feal P 58 MS Feal P S8 MS Fcal P
Genotypes 5 10400. 32 2080. 06 432.06 0. 000*** 316485 66582.24 1569.07* 0O 618 65 119.42 321.94% 0
Treatments 4 4974, 37 124359 258.29 0. 000%#* 381787 98332 41 2317.29% 0 1008 67 244. 8% 660.17% 0
Genotypes x treatments 20 111733 55. 87 11.6 0. 000*#* 105608 4813.95 113. 44* 0 110.1 4. 82 12, 98*%* 0,012
Error 60 288.88 4. 81 42. 43 19.29
Total 89 9270. 7 19. 05

w wE wE gionificant at 5%, 1% et 0. 1%arespectively

the highest value of Net assimilation (27. 78 umolCO,.
M~ 87, compared to the local variety (Djenah Khetaifa
(10. 90 umolCO,. M. 577, Which showed the lowest
rate of the flag leaf photosynthesis and the most affected
by this level of water supply. At the same level of severe
stress the interaction was highly sigmficant between
genotype x water regime (p <0. 001)with regard to this
parameter (Table 2).

The decline in photosynthetic activity among plant
under several stressed was cietd by other studies as one
of the major causes of reduced growth and productivity
[19, 20]. This decrease can be influenced by stomatal
effects that result in low diffusion and CO, fixation [21]
and/or non-stomatal effects. They are distinguished by a
slightly increased effectiveness of primary activities of
photosynthesis, limiting operating PSII photochemical
and / or alteration of the photosynthetic apparatus [22].
This suggests that water stress can have an mlubiting
effect on various physiological processes involved in
the plant fonctionment [23]. Therefore, dimimution can
lead to a closure of stomata limiting the mternal CO,
concentration [24], which is expressed by a decline in
photosynthetic activity.

In this study, stomatal resistance developed by the
six varieties studied is also significantly affected by the
water deficit (p<0. 05). The differences was observed dice
the installation of water stress and stomatal resistance
mcreases as the stress becomes more severe (12% F. C).
Beliouni was the genotype showing the highest value
(250m’. s. mol™") compared to other cultivars, followed by
the introduced variety GTA dur, emregestring an smaller
increase of this trait (Fig. 2).

In this concern, Sarda et al. [25] reported that Durum
wheat under drought condition, seems to be favor the first
strategy 1s to enable the closure of stomata and limit the
intensity of transpiration by plants. The maintaining of
satisfactory photosynthetic activity by the local variety
(Beliouni) against the applied water stress in our study,

Pn { umol.m-2.s-1)

| @éQ%

W w2 il v v ] W

Genotypes

Fig. 1: Variation of net  photosynthesis  (Po)
(pmol.m-2.5-2) during water deficit levels (100, 80,
60, 40, et 12% F.C) of six durum wheat genotypes
(V1: Dijenah Khetaifa, V2: Guemguoum
R'khem, V3: Rahowa, V4: Beliourn, V5: Vitren and
V6&: GTAdur)

despite the decrease mn internal CO, concentration due
to  the stomata, can result by the
establishment of the non stomatic mechanisms as a
means of adaptation to limit the water loss [22, 26, 27].
In addition, for all different varieties studied measuring

closure of

transpiration presents a significant genotypic variability,
the differences are highly significant (p <0. 01). The
values recorded at the well watered condition (100% F. C),
vary from 12. 07 to 42, 03 mmolH,Om %™ at the local
variety Djenah Khetaifa and wvariety introduced
GTA dur, respectively. Under different levels of water
stress applied, tested genotypes showed significant
decreases compared with control plants (100% F. C)
(Table. 3). Also, under progressive drought we
detected an immportant decrease of this trait (for
about 50%) among cultivars Djenah Khetaifa and
Beliouni. These results are consistent with findings of
Zhao Hui et al. [28].
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Table 3: Effect of water stress on Transpiration rate (T) (mmolH,Om™2s™) of six Durum wheat genotypes

T mmol H,Om™ s~}

Parameter Treatments T Sy S, S S4
Genotypes
DK 12, 0740, Tlc 11, 80=4, Tc 10, 6540, 32 ¢ 6, 69+7, 4a 5, 4651, 50 a
GGR 17,16-%0, 59 ¢d 16, 13+4, 04cd 14, 481, 34cd 8, (4£1,16b 6, 49+0, 82 a
RAH 20,13£1,02¢ 19, 64+8, 54 cd 20,47£1, 73 e 12, 1441, 72 ¢ 7, 794, 45b
BEL 30, 43+1, 7f 28, 55+2, 15 e 18, 05+5, 87cd 10, 8441, 62 ¢ 9, 86+1, 11b
VIT 35, 39410, 25¢ 30, 621, 00 f 20, 2644, 66 e 12, 58+2, 07c 10, 9241, 24c
GTA 42, 03£9, 98h 30, 84+4, 90g 28, 99+1, Ode 20, 6441, Se 12, 1341, 69¢
Weater regim: T: Control, 81 80%6, 82 60%, 83 40% and 84 12% of field Capacity
a, b, cd, ..... Homogenes Groupes obatined by Newman keuls test at 5%o
260 ©
s [ BT @S O O O
220 — 35
T om L =
E i g 30|
es 0
= 160 o
5§ m 32
g 120 ° 20
& =
F 1m0
é E‘ E E‘ 15
L = 5
" = :
L= 10
= s
40 =
20 o 54
Vi v v v 3 v
Genotypes 0+
1 2 3 4 5 6
Fig. 2 Variation of Stomatal Resistance (Rs) cultivars
(m2.s.mol-1) of six Duwum wheat genotypes
during water deficit levels (100, 80, 60, 40 and Fig. 3: Variation of Stomatal Resistance (Rs)

12% F.C).

(V1. Djenah Khetaifa, V2: Guemguoum
R'khem, V3: Rahouia, V4: Beliouni, V5: Vitron
and Vé: GT Adur)

Generally, the reduction of the transpiration reflects
the effect of the drought that can be translated, according
to the adaptive strategy of the species or the variety, by
the morphological medifications to
absorption of water and / or to decrease the transpiration.
These modifications affect the aerial parts as the
underground parts of the plant [29].

The wvariation of the rate of chlorophyll, under
different levels of water stress provides mmformation
about the behavior of varieties towards the water
efficiency. The chlorophyll rate of the local varieties
Djenah Khetaifa and Guemgoum R'khem dropped
under severe water regime (12%), respectively, in contrast,
the mtroduced varieties Vitron and GTA dur, were
characterized by the highest rates ranging from 17.07
to 16. 88 ( U. SPAD), respectively (Fig. 3). These results

increase  the

(m2.s.mol-1) of six Durum wheat genotypes
during water deficit levels (80, 60, 40, 20 and 1 2%
TF),

(V1: Djenah Khetaifa, V2: Guemguoum
R'khem, V3:Rahowa, V4: Belioun, V5: Vitron
and V6: GTAdur)

confirm the observations of GU et al [30], showed that
the lack of water leads to a drop of chlorophyll in the
leaves. The ralatioship between this parameter and the
Net photosynthesis is very high (r = 0. 92) regardless of
the water regim (Fig. 4).

In well condition of water supply, dry mass content is
significantly higher (p <0. 01) compared to drought
conditions (Table 2), it also indicated that the effects of
interaction (genotypes x water regime), were highly
sigmificant, it means that the different varieties studied
varied m thewr behavior agamst the drought [31]. Indeed
the relationship between the values of PN and the dry
mass shows that these two parameters are linearly related
(Fig. 5) with significant differences (p <0. 05) at right slope
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Fig. 6:  Relationship between Water Use Efficiency WUE and Net photosynthesis PN( pmol.m-?.8-2) of durum wheat

genotypes

A Vitron, B, Guemguoum R'khem, C: Belioum , D: Rahowa E: GTA dur

of regression (Pearson). According to Newman
Keuls test threshold 5% GTA dur variety ranks the
first with the largest value of dry mass of about 19. 32 g
and the last was given by the variety Djenah Khetaifa
with 8. 15 g. The two parameters are highly, significantly
correlated (Pearson correlation between MS and PN 1is
r = 0. 89 with p = 0. 000).
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The water promotes the synthesis of plant mass,
when stress becomes severe production of dry matter
slowed [32]. The efficiency of the water use estimated by
the report (PN / T), vary according to genotypes and
evolve in a similar way according to applied water
regimes. Indeed, under well watered conditions; control
(100%), the studied varieties present values of this
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parameter, that varied between 1. 50 umol CO,/mmolH,Os,
recorded at the variety local Guemgoum R'khem and
1.75 pmolCO,/mmolH,Os at the variety Djenah Khetaifa.
This vanability 1s maintained at the time of the application
of water stress and mcrease with the mtensity of this last
[33]. So, values recorded under severe stress in this
survey (12 % F. C), spread of 1.75 pmolCO,/mmolH,Os.
At Guemgoum R'khem variety, 1.87 umolCQO,/mmolH,Os
at Beliouni and 2. 29 umolCO,/mmolH,Os at variety GTA
dur. According to Pearson test positive correlation is
noted between the net photosynthesis and the water
use efficiency (r =0. 55) (Fig. 6), at the variety Beliouni and
this correlation 13 more mmportant and who reaches
around 0.65, 0.75, 082 and 0.91, respectively at Djenah
Khetaifa, Rahowa, Vitron and GTA dur varieties (Fig. 64,
B, C, D and E). These results are in agreement with those
obtained by Kochler [34].

It 18 lucid that parameters bound to the efficiency
of the use of water and tolerance to the drought have a
determining agronomic significance for the production
of the durum wheat. These parameters are controled by
several physiological mechanisms, that integrate at the
foliar level stomatics effects and non stomatics [35]
and at the plant level, capacities of translocation of
photosynthetics assimilates toward the ear [36, 37]
The term efficacity of water used constitutes a main factor
of tolerance therefore to the water supply. In condition of
12% F. C a variability genotypic of the efficiency of water
used was observed within the studied genotypes [22, 38].
This genoypeic variability expresses the potential of
production of the dry mass according to the available
water. It depends on the level of imbibition of the plant,
which results of the balance between the absorption and
the transpiration [41].

CONCLUSION

The results obtamed of tlus study, shows that
drought tolerance could be a complex trait invoelving
many dynamic interractions and allowed us to estabilish
three groups of varieties that seem to have contrasted
performances with regard to theiwr adaptation to drought.
The first group with high
potential of production of dry mass in dry conditions,
these are varieties GTA dur and Vitron. The second group
is made up of varieties with intermediate performance
concerming the photosynthesis rate and the production of
dry mass and is also characterized by a higher stomatal
resistance in comparaison with two other groups; variety

consists of varieties

Beliouni 1s typical of this group. It has a better tolerance
to water stress [40] and records a good production of dry
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mass despite the considerable decrease of water

consumption. The last group is characterized by a low
production of dry mass and corresponds to varieties

Djenah Khetaifa and Rahouia.
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Identification des margueurs biochimiques et physiologiques de la tolérance a la sécheresse
chez le blé dur Imacum duwrnm Dest

Bonsba B, Djskoun A ot TRl
Laborztnirs de péndtious Biochizrs ot Bistechnolegies Vigatales Facultd des Sciemces,
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Résumé :
L'm das plus imperia=s phanoméess meconm e Algdnia, ot 2 sominsion de mrandes ssndugc de tare & mme séchemmaie pouramt &'etalar sur
plosiwars peods. Cla ckimat aride o cemd- arde a comsticed un réal problims e= agricalrs.
Ca maveil de secherche sffecme sur six vesietss de bl dur locales et fotrodudtes possedent des camactenisdoqnes conmasbaas, vise [emds da Teffar
&z trass bydrique sor ks cait biochins=oqnes e physiclomiques, poar b teldrance a la secheswans.

A=, Jog régztats obtenus moemant qoe Uedffer de 1o cocheracce a dtd cignificasf pour tome les camactérac eondide, la dminutio= da 12 TRE 2
indwit une baisie dn potsocisl eensodgque (Po) de towses les vasidnes, qm @ Gte ajustd par wme accmmulation des wecrss solwbles ot de [ prolme
Cae apcunvalation des csmoticams afzdt h:n-.:lm.pcl:lz_'n. et e bisn mangade chez les vanistde vmecsiss, powr les gloisoines, oo 2 obeerve gn'ld
¥ 2 v=e discimsilaritd dams Ja masse meolaine sote b meajocicd dec HPA; doc vasidbic showccéss ot oo cisesdes, copesdant La saponce des
ifferais PATAMATIGE @Xpime det compomsnents parioadiss propras A chagme vanss.

Mdoes cles - Pritioum durnm Diacd, cieas ydngns, adaptatioz. TREE, 53DE pags, ghatdniza, proling o potsnsal comntiqua

1. Introduction

Las céreales constiment une part Duportaote des ressources alimentames ef échanges étDD.DIJJinI.E:- Sachan: que,
presque la tomlits de alimentstion mondiale est fournie par les aliments en grain. o0 %6% sont produits par les
cultures ceraaliéras (bla, orge, seizle avoins, riz, mais, sorgho, nullet et 111u..ale:| ‘Ia]:uml:. 20000, Touwtefols, leur
produciion raste wes dipendante des conditions chmatques. ar pam..uJJH de la pluLe

Panmi ces cereales, la caréale de base est le blé dur qui reprasente 5% des superficies cultiveéss en bl dans le monds
(Movnevens, 19875 Plas de 70% de cette superficie est ea conditions mediterraness, coaditions qui fvorisen:
I'obtention d'un gram de qualite (Mompeveux, 1997). Ca dermier et leurs derives constiment épine dorsale da
sysieme alimentaire Algerien et oocups une place Dnportante dans 1'aconomie du payvs,

En effet, elle fournit plus de 60% de Uapport calerique et 75 a 20% de 'apport proteique de la ration slimentaire
nationals (Talamali 2000).

Alors que les besoins nationaux ne cessent d’sugmsenter 3 canse de U'accroissement demographique de la population,
la production des cérésles en Algerie demisurs meés msuffisante pour satisfaire la demands de ce produit de larze
ConsoImation.

Die ce fait, pour colmpelser 08 MALJUS, OOITE PEYs 3 proceds 3 Iimportation ; qui 2talt rés imporante puisgw’ll a
imipore eoviron 653 da ble desting 2 I"Afrique du pord (Bulletin vimensuel du 23 Juin 20007, et 53 comespondsit a
une valeur de 1.9 B

Plusieurs etndes ont monme que, lors dvn déficit bydrque, les plantes adoptent des statégizs d'adaptation qud
different d'une espéce 4 une sume ef gui fonf itervenir woe larze combinaison de facteurs meorphologiques,
physiologiques (Ykhlef et al, 2000, Zared, 2006) et Mochimiquas (Bowsia, 2003).

Liobjectif de la presente amde est de tester des varetes de ble dur (locales et nfroduites) en rapport aves leurs
capacites de resistsnce au mangue d'eau par des approches physiologigques (Uacoummlation des osmolyies
compatibles - prolive), U'évolution des paramémes du smamt bvdrique @ le contenn relatif en eau et le potentiel
csmotique, s gue la quantification des protaives de reserves (gluterines aw niveaw du grain de bla).

2. Matériels ef méthodes

Martériel vézetal

Six varietes de ble dur (Trivicamw durwm. Desf) locsles et miroduites fournies par Uinstin teckuique des grandes
cultures El Ehrout Cronstantize “TTGC font objer de La presents etude (Tableau n®l). Ces cultivars se caractérisent
par des capacites agronomigues de productivite contrasiess
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Tableau. 1 Crisines des sénotvpes émdies.

Varistes Code Origine

Eelioun: BEL Algéria

Dyjenah Ehetaifa DK ITGC Algeria

Guemesnoun Fkhem GGER ITGC Triaret

GTA dur GTA CVAIYT (Mendgue)

Hogzar Ex : Vimon HOG Introduite d'Espagna
Selection -
ITGC (' TIARET

Fahouis PAH ITGC ( TIARET 1280

L'essai mis en place est conduit sous vn dispositif en blocs completement randomnisés aver gquatre repstitions, en
derx parcalles experimentslas; compose de deux maitements - imigus (1) ef mon frigas NI (phovial)

Mesures effectuées

Laz mesures ont 88 effecmées au stade floraison sur 1z fenills stendard complétement attackse en raizon de trois
répétitions pour chague 1mesure,

La teneur relative en eau (TEE)

La tersur relative en ean (TEE %) ou (BWC), a ate mesures a partr d2 1a fonnule de (Clarck et Mo-Caing | 1982) -
Le potentiel ozmotique (Fao)

Las mesures oot st effecméss, sur des echantillons congelés, a I'aide d'un microveltmetre 3 point de rosés
(Wescoring), le mode de mesure est celud du poiet de roséa,

Drozage de la proline

Lz methoda utilisée pour dosar la prolizs st calle de (Troll et Lindsley. 19557 modifies par (Dreder ot Goring. 15743,
af ensuite par (Monnevens et Menunar (1983,

Electrophorese des zlutenines

L'extraction des gluenines a é¢ effectues selon la methods de Singh et al. (1901); sur gel dacrviamide en
conditions denatarantes {"sodinm dodecy! sulfre polvacryiamide gol elecirophoresiz" ou SDE-FA4GE)

Traitement statistique des données

L'interpratation des résultats obtenus ast réalisée par le programme Statistica. 7. La comparaison de movennes des
valeurs enragisirées est testég par une analysa de I'AMNOVA.

3. Resultats et discussion

L acoummilation de 12 proline est I'une des soatégiss adapiatives fequemment observée chez las plantes pour Hmiter
les effets du stress bvdrique. La tensur en proline dans Uessai plovial passe de (93,04 ug's MF) chez 1z varee Guem
Go umP'kham a 4878 ug/100mg MF chez la variésé Rahonia, tsndis que dans I'essai aver traitement d°frigation
celle-ci passe de (B6.77 uz'g MF) cher GuemCoum Rkham i (1311 pzmgMF) cher la warete  (Hogar).
Liacoanmlation de cet osmotioom  est plus impormante dans 'essal phavial avec vme augmenmton de 49.25% par
rapport au aitement d'imigation, A ce méme niveau de stress savere oo note des effets dinteraction génotype X
regime hydrigue wes kaurement significative (p=20.001) (Tablean. 2 }.

Additiormellement 2 Paugmentation des sucres solubles, le mepgus d'sau a3 stimmlé une ausmertation de la
concentration de 'acide aminé proline, (Wattane ef al. 2000%. Cependant L'sccumulation de caf osmoticum sous
conditions déficitaires. 3 éte rapportée par phisisurs cherchenrs, sur différents tvpes de plantes : par (Glasempour ot
al, 2007 sur la camme a sucre, (Bousba, 2003) cher 1a feve, (Marayan et Misra, 19897 sur des variétes de blé dur, et
{Zouglie et al ,2000) sur les fenillss ds celeri.
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La tensur en proline, est gévéralemen: faible dans les limbes foliaires et peut atteindre des valeurs tres elevées
lorsque les plantes souffrent de la secheresse jusqu'a 300 pg's BF chez certzins bles tendres et jusqu'a 500 pg's MF
chez cartzins blas durs Sonnevenx et MNemmmar, 1988).

Concemant le potentiel osmotique, Les résultsts obfenus montrent Uexistence dune variation significative entra les
variésés et enfre les deux traitements (Tableaun 02), cependant, dans l'essai imigue, les valeurs maximales sont
suregisiress chez les waristes | Djensh Ehotifa et GT AT avec une valenr de Uordre de (-15.28) Bars; La valeur
mininale s5t enregisres chez la variste © belionnd avec (-19.828) Bars,

En effer dans I"essai phivial, 'snsemible des varietes tesiées IE[:II!'ESEI'.‘I.I:E des valeurs plus ow moins basses par ragpont
a Uessal omigue. Heller, (1939) montrs qu'il ¥ a wme suire réponze forts que de pombreuses plantes apportent moc
stress bvdriques, consiste en une dimmution du potentiel osmotique provoqués par acounmlation de solutes. De
plus, (Famanmulu et Sudhahre, 1987) ; monment que 13 dimimition du potentiel osmotique Po est Muoe des TEpONsES
prononoess An sress byvdrigue dsps beauwcoup de plamtes, of que ce phénomeéns est lig 3 la svnthése et 3
I'accumoulstion de cemain solurés noa toxiques dissous dans le cytoplasme 3 faible poids moleculaire (sucres
solubles, proline glycine, polyarmide of des tons).

La teneur relative en eau est ua parameme qui décrt la capacits de la plante 3 se maintenit hydratee en conditions
deficitaires.

La TEE la plus élevee dans 1'essal imigné est obtenue par la variete beliound 79.51%: par contre, la variété Djensh
Elotifs est caracterisée par une fatble tspenr en ean 71,53 %6 Er ce qui concerne le traitement pluvial 1z variese
beliouni 77.14% possede la plus forse TRE par rapport 4 I'ensemble des génotypes émdiés. L'analyse de la variance
A révels ums différence hawement significative entre wvaristes, un effet stress hantement significatif ot un effet
inferaction variétd x stress non significanf (Tableau )

Seloa (Jones et al. 1284), le maintien da valeur assez élevee de la tensur en ean relative, en condition de smess peut
resultar de deux meécanismes 4 adsptation @ maintien d'une elasicite élevés des tssus, on diminution de L pression
nrsmnu.que Dre plus, (Matn et al, 1982 ; Diazperez ot al, 1985 et Ritchie et al, 19900, suggarent que les sanotypes qui
arTivent 3 maitenT vne TEE élevee malzre le stress somt des genotypes tolérants.

En effiet de faible correlation { 1= -0.41) a ét¢ enregise ectre le potentiel  osmotigue PO e: 1z TRE% (Figare.

1}, 1a relation liant les valsurs d& la teneur en prolive (uging MF) et le potentie]l osmotigue (r =0.83), monme que ces
dewr paramstres sont lineairemsnt lies (Figure. 2} avec des différences fores (p=0.05) au niveau de la pente de
droite de régression (pearson). . _
Drans le diagramane de sous vmites des HPM: on TeLArguE que les bandes des variétés siressees présentéss dans le
diagranumie sont qualitatvemsnt les méme qus les varieses témoin. Selon la figure.3, on observe quil y 4 une dis
similsrite dans 13 masss molaire ewmwe la majorite des HPM, des varistas stressées of 0on soessées la masse molaoe
des varieteés stressess est supe-nm_.u‘e 3 celles des non siressass comume C'est le cas de la varietd Djevab khstaifa. |
farshadfar ar al, 2008, oot monme gue le mangque dean odudt me dindnution des proteines solubles par rapport awx
temains , of des protéines insolubles au niveau du grain manme du bl (Sawdeep et al, 2008)

= i
. ] S
i 1 L ] " [H -h"l_ w - k-] = o = » [~} :“"‘ L] : -] = m
Figure. 1Falation enra le potentiel Figure. 2 Felation enme [a tenenr en proline et le potentiel
Cramotique PO et 1a TRE® oemmaiigque ea prolive PO
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Figure 3 raponss slecrrophoretique des oultivars smadias face an stress hydrique
Temaoin (imizue) 1: GTA dur, 2 Djerah Eheraifa, 3: Guemzuonm B khern, 40 Bahowia, §: Beliound, & Viren,
Stressé (pluvial) 7: GTA dur, 8: Djenah Khetzifa, 9 Guemguoum Fkbeny:, 10: Rahouia, 11: Baliouni, 12:
Viron.

632



Eevue dey Regions Arides — Numere gpecial — 1 (20100 Acees du 3™ Meesing nternadienal “Aridocwliure ot Culiures Oarisenmes -
Grrion of Velorzasen des Rercourcer of Applicarons Bietechnelopignes dans les Agrosyoiemer drider «f Sakariems” Jerba (Tunizie)
15 16-172 1608

4. Conclusion

A la himuers des résuliats obfenus, nons pouvens conclure que le déficit bydrigue constitae wun facteur Inndtant
pour la calture du blé dur, en affectant les parametres physiologiques, ef biockimiques, ainsi que des differences
varietales importantes sont relevees, ce qui offte des possibilites de sélection de certsins genotypes pour une
migillenra adapration 3 la sécheresse. 11 serait peur-ére inréressant d'utiliser des techniques basaes sur analyse
gepatigue des caracteras et la recherche des marquevrs moleculaires pour une amelioration de la tolérance au
deficit hydrique.
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Abstract: Wheat is one of the most important staple food cropsin the world is adversely affected by drought.
Understanding its genetics and genome organization using molecular markers is of great value for plant
breeding purposes. The aim of the present study was to assess in formativeness and efficiency of 26 different
molecular markers for genetic diversity among 40 durum wheat comprising landraces, old, moderate and
improved durum wheat. Phenotypic diversity was evaluated by six traits (yield and its components and time
to heading. Significant variation was noted for al parameters. Analysis of principal components contributes
determine 74% of the diversity. Cluster analysiswas performed to construct dendrogram using Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean “UPGMA” based on Euclidean distance of genotypes. Five groups were
revealed; landraces and old varieties were found to have a characteristic feature of high plant height, moderate
yielding and thousand grain weight and reduced days to heading. Thisindicated that |andraces were relatively
earlier and relatively taller than the improved varieties. High levels of polymorphism were recorded for SSR
markers used in this study. A total of 136 fragments were obtained from the 26 SSR primers and all the bands
were polymorphic across al the genotypes screened, most of them were polymorphic. The polymorphism
information content (PIC) values ranged from 38 % to 94%, with an average of 74%. These findings provide
basis for future efficient use of these molecular markers in the genetic analysis of durum wheat and new
strategies could be devel oped to safeguard and improve our germoplasm for drought tolerance.

Key words: Durumwheat % Landraces % Yield % Diversity % PCA % UPGMA % PIC and SSR

INTRODUCTION

Cereals are most important food crops on earth
and provide 70 percent of the world's population food.
Generally, three quarters of energy and half of essential
protein for the human come from grains and cereals.
Wheat (Triticum spp.) is the second major food crop of
the world in its importance next to rice. Durum wheat
(Triticum durum Desf), is grown mainly in the dry land of
the Mediterranean region under stressful and variable
environmental conditions. To identify drought tolerant

germplasm, the empirical selection approach is employed.
For a successful breeding program, the presence of
genetic diversity and variability play avital role. Genetic
diversity is essential to meet the diversified goals of plant
breeding such as breeding for increasing yield, wider
adaptation and desirable quality. Genetic divergence
analysis estimates the extent of diversity existed among
selected genotypes [1]. The improvement of durum wheat
is based on the use of the genetic variability of the local
cultivars [2]. These genetic resources contain several
important agronomic and resistance genes [3-5].
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In Algeria, severa local cultivars are currently threatened
to disappear, because they are replaced by the new
durum wheat varieties. Thus, to preserve these genetic
resources, threatened cultivars should be submitted to
reliable conservation and selection program. The use of
fluorescently labeled microsatellite markers for
genotyping on automated sequencers offers many
advantages over anaysis using traditional auto-
radiographic or silver stained detection techniques [6].
Semi automated methods of SSR genotyping are gradually
replacing manual systems in genetics research. These
methods facilitate the efficient application of microsatellite
markers for high throughput mapping [7], pedigree
analysis[8], fingerprinting of accessions [9] and analysis
of genetic diversity with more accurate genotyping [10].
In this study the genetic diversity for drought screening
was assessed in two ways, anaysis of phenotypic
diversity permitted the characterization of 40 cultivars and
molecular study using 26 microsatellites fluorescently
labeled.

MATERIALSAND METHODS

Plant Materialsand DNA Isolation: The grains of forty
tetraploid wheat genotypes from diverse origin (Table 1)

Table 1: Origin of studied varieties

provided from Technical Ingtitute of the Field Crops
El khroub Constantine (ITGC ) and Wheat NEPAD
Program, comprising landraces, these local varieties are
commonly cultivated in different location of Algerian
condition climate (arid and semi arid) since 1907, differing
in annual temperatures and precipitations. Passing yield
trials successfully indicates high genetic potential of
these cultivars for adaptation to different stresses like
drought, heat, cold and salinity, moderate and modern
varieties were planted in field at the technical institute
crop (ITGC), using lineswith 3 m length and 1.2 m width
on the basis of arandomized complete block design with
three replications. During the growth season the traits
including heading time (DH), plant height (PH), number of
grains per spike (NGS), thousand grain weight (TGW),
number of spikes per square meter (NS/m?) and grain yield
(GY) were measured. For molecular analysis, al wheat
cultivars were sown in small plastic pots in a growth
chamber providing norma growing conditions at
ICARDA center. Total genomic DNA was isolated from
fresh leaves by a modification of the method described by
Saghai-Maaroof et al. [11]. The DNA quality and
concentration were estimated using agarose gel (1%), as
well as visual comparison with known concentrations of
phage lambda DNA.

No Varieties Origin No Varieties Origin

1 Bidil7 Algeria 21 HAURANI SyrialJordan

2 Ca Italy 22 SAHEL Algeria (Elkhroub)

3 Can Italy 23 SENATORE-CAPELLI Italy

4  Beltagy ICARDA 24 YAVAROS-79 Cimmyt (Mexico)

5 Bouslem Algeria 25 Ofonto Italy

6  Benswif Egypt 26 Mrfl/Stj2//Gdr2/Mgnl1 ICARDA/Algeria

7 Waha ICARDA 27 Otb4/3/HFN94N-8/Mrb5//Zna-1 ICARDA/Algeria

8  Oued Znatie Algeria 28 Oss1/Stj5/5/Bidral/4/Bezaiz-SHF//SD-19539/Waha/ 3/Stj/Mrb3 ICARDA/Algeria

9 Hedba3 Algeria 29 F4 13/3/Arthur71/Lahn//Blk2/Lahn/4/Quarmal ICAMOR-TA4-69 ICARDA/Algeria

10 Cirta Algeria 30 Lahn/Ch12003 ICARDA/Algeria

11 Amar Algeria 31 Ter-1/3/Stj3//Bcr/Lks4 ICARDA/Algeria

12 Djenah khotifaT Tunsia 32 Villemur/3/Lahn//Gs/Stk/4/Dra2/Bcr/5/Bcr/LksA/4/
Bezaiz-SHF//SD-19539/Waha/3/Stj/Mrb3 ICARDA/Algeria

13 line3d Egypt 33 Adnan-1 ICARDA/Algeria

14 CAPEITI8 Italy 34 Miki-2 ICARDA/Algeria

15 CHEN'S Cimmyt/Algeria 35 Rahouia Algeria

16 KORIFLA =SHAM-3 Syria 36 Guemgoum r'kham Algeria

17 TELL 76 Algeria (Elkhroub) 37 Djenah khotifa Algeria

18 TASSILI (RABI/FG)  Algeria(Elkhroub) 38 Vitron Spain

19 COCORITCT71 Cimmyt (Mexico) 39 Béliouni Algeria

20 KYPEROUNDA Cyprus 40 Gtadur Cimmyt (Mexico)
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Table 2: Description of the SSR loci used in this study

Marker Forwrd primer (5-> 3 Reverse primer (5-> 3)) Len Lab. Ps
WMC54 TATTGTGCAATCGCAGCATCTC TGCGACATTGGCAACCACTTCT 22 NED 142
Wmc63 GTGCTCTGGAAACCTTCTACGA CAGTAGTTTAGCCTTGGTGTGA 22 VIC 192
WMC78 AGTAAATCCTCCCTTCGGCTTC AGCTTCTTTGCTAGTCCGTTGC 22 Fam 241
WMC105 AATGTCATGCGTGTAGTAGCCA AAGCGCACTTAACAGAAGAGGG 22 Fam 192
WMC_150 CATTGATTGAACAGTTGAAGAA CTCAAAGCAACAGAAAAGTAAA 22 NED 165
WMC_153 ATGAGGACTCGAAGCTTGGC CTGAGCTTTTGCGCGTTGAC 20 Fam 177
WMC_ 165 CACACTCGCACGATTTTCCTAT TCGGTTACACTGGAAGTGGTCT 22 NED 183193
WMC167 AGTGGTAATGAGGTGAAAGAAG TCGGTCGTATATGCATGTAAAG 22 VIC 185
WMC168 AACACAAAAGATCCAACGACAC CAGTATAGAAGGATTTTGAGAG 22 Fam 319
WMC177 AGGGCTCTCTTTAATTCTTGCT GGTCTATCGTAATCCACCTGTA 22 VIC 184
WMC179 CATGGTGGCCATGAGTGGAGGT CATGATCTTGCGTGTGCGTAGG 22 VIC 184
WMC235 ACTGTTCCTATCCGTGCACTGG GAGGCAAAGTTCTGGAGGTCTG 22 VIC 235
WMC307 GTTTGAAGACCAAGCTCCTCCT ACCATAACCTCTCAAGAACCCA 22 NED 145
WMC322 CGCCCCACTATGCTTTG CCCAGTCCAGCTAGCCTCC 17 NED 95
WMC445 AGAATAGGTTCTTGGGCCAGTC GAGATGATCTCCTCCATCAGCA 22 Fam 229
WMS06 CGT ATC ACCTCC TAG CTA AACTAG AGCCTTATCATGACCCTACCTT 22 VIC 207-1%
WMS108 ATT AAT ACC TGA GGG AGG TGC GGT CTC AGG AGCAAGAACAC 20 Fam 136137
WMS118 GAT GGT GCC ACT TGA GCA TG GAT TG TCA AAT GGA ACA CCC 20 Fam 110
WMS135 TGT CAA CAT CGT TTT GAA AAGG ACA CTGTCA ACCTGG CAA TG 20 VIC 153176
WMS149 CATTGT TTT CTG CCT CTA GCC CTA GCA TCG AACCTG AACAAG 21 NED 161
WMS169 ACC ACT GCA GAGAACACATACG GTG CTC TGC TCT AAG TGT GGG 22 VIC 220
WMS198 TTG AACCGG AAGGAGTACAG TCA GTT TAT TTT GGG CAT GTG 20 Fam 130
WMS30 ATC TTA GCA TAG AAG GGA GTG GG TTC TGC ACC CTG GGT GAT TGC 21 VIC 19526
WMS304 AGG AAA CAG AAA TAT CGC GG AGG ACT GTG GGG AAT GAA TG 20 VIC 202
WMS375 ATTGGCGACTCTAGCATATACG GGGATGTCTGTTCCATCTTAGC 22 NED 156204

Len; length, Lab; labels, Ps; product size

SSR Analysis: For SSR analysis, DNA concentration was
adjusted to 50 ng 26 and primer pairs (Table 2), were
chosen among the publicly available sets catalogued in
the Grain Genes database (http://wheat.pw.usda.gov) as
WMC (Xwmc) and as described by Roider et al. [12] for
WMS (Xgwm). PCR amplification solution was prepared in
a volume of 10 pl using 50 ng genomic DNA, 0.2 mM
dNTP, 1.5mM MgCl,, 10 pmol of each primer (forward and
reverse), 0.5 U Taq polymerase. For multiplexing, sets of
1-3 SSRs with different fluorescent dyes such as blue
(FAM), green (VIC), or yellow (NED) for the forward
primers have been prepared. The SSR-PCR amplification
of genomic DNA was done by incubating the DNA
samples at 94°C for 4 min, then 35 cycles comprising 94°C
for 1 min, annealing of primer at 58-60°C for 1 min and then
extension at 72°C for 1 min. The final extension was
carried out at 72°C for 7 min in Applied Biosystems
Thermocycler. After PCR amplifications, fragments were
electrophoreticaly separated on an ABI Prism 3100
Genetic Analyzer (Applied Biosystems/HITACHI, Foster
city, CA, USA). Before multiplexing markers, each PCR

product was optimized for genotyping on ABI 3100. For
submission of samplesinto ABI 3100, 1 pl of this PCR mix
was added to 5ul ROX (formamide) containing the Gene
scan G350 standard and then heated to 95°C for 5min
(denaturation).

Statistical Analysis and Data Scoring: Phenotypic
data were analyzed by the Genera Linear Model
(GLM) procedure of the SAS version 9.1 (SAS Institute,
1987, Cary, NC, USA). Agronomical traits were used
in  multivariate anaysis with the magor goas to
distinguish between varieties and to determine the
main characters that allow differentiation between
the varieties and geographical origin. The distance
between individus, was caculated with similarity
coefficient of Manhattan "complete linkage", than
regroupment was performed with method of
Unweighted Pair Groups Method of Analysis
(UPGMA). These analyses were carried out using the
DARwin 5.0.148 software program available at
(http://darwin.cirad.fr/darwin/Home.php).
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Molecular Data Analysis: After extracting microsatellite
datafrom the ABI 3100 sequencer, they were analyzed for
dlele calls with Gene Mapper software version 3.7
(Applied Biosystems). Allelic variation and polymorphism
information content (PIC) was analyzed using Power
marker  3.25  (http://statgen.ncsu.edu/powermarker/
index.html).

RESULTSAND DISCUSSION

Phenotypic Evaluation: The means, standard deviation,
covariance coefficient and ranges of six measured
agronomic traits for 40 studied genotypes are presented
in (Table 3). The studied varieties showed high significant
differencesin al six traitsat P<0.01 (Table 4). Coefficient
of variance (CV %) for al studied traits are shown in
Table 3. High CV values were shown for NS/m? (74.40%)
and NGS (79.46 %) indicating high variation in the studied
genotypes for these traits (Table 3). Significant positive
correlations (P<0.01) were observed between NGS, TGW
and GY (Table 5). The strongest positive correlation was

Table 3: Mean performance values for the studied traits

between TGW and NGS (r = 0.84) and between GY
and TGW (r = 0.81) confirming the findings of Koksal
[13] that thousand grain weight increased the yield
directly. Gashaw et al. [14] showed also that thousand
grain weight had significant positive correlation
with grain yield and suggested that these traits
could be used as adirect criterion for improving yield of
durum wheat (Table 5). The principa components
analysis (PCA) explained 74 % of the total variation
(Fig. 1). Thefirst axis explained 54% of thetota variability
and the most associated traits were days to heading,
number of spikes/m?, number of grains per spike, weight
of thousand grains and yield. The first dimension can be
named as the yield potential and drought tolerance.
The second PCA axis explained 30% and was mostly
related to plant height, weight of thousand grains and
yield. This axis evaluate the reproductive vigor PH, yield
and compounds of yield (number of grains per main spike
Thousand grain weight, number of spikes per meter
square, grain yield and phenological traits (days to
heading).

Variable Minimum Maximum Mean SD CV%
DH 99.00 130.00 107.74 5.17 7.09
PH 51.00 126.00 93.19 2.56 18.38
NS/m? 49.00 433.00 192.46 2.86 74.40
NGS 16.72 438.00 227.35 4.16 79.46
TGW 20.00 46.30 38.26 147 1572
GY 18.00 46.60 3441 178 21.05
Table 4: Analysis of variance for the studied traits

ANOVA
Traits d.f SS MS F
DH 39 6397 164** 23.8
PH 39 34764 891** 465.5
NS /m? 39 2037034 52232%* 11431
N G/S 39 1244980 31923+* 15662.5
TGW 39 4263.2 109,3** 1915
GY 39 6184.3 158,6%* 204.2
** Significant at 0.01 level of probability.
Table 5: Relationship between phenotypic traits for all studied genotypes
Traits DH PH NS/m2 NGS TGW GY
DH 1 0,226 0.005 0.180 0.242 0.154
PH 1 0.302 0.256 0.111 0.142
NS/m? 1 0.687 0.542 0.711
NGS 1 0.845 0.738
TGW 1 0.809
GY 1

*,**: Significant at 0.05 and 0.01 levels of probability, respectively
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Fig. 1: Distribution of the 40 Durum wheat accessions for the agronomical and phenological Traits in the plan
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Fig. 2: Cluster mean analysis. Euclidean genetic matrices
of 40 genotypes were made using UPGMA based
on Euclidean distance of genotypes geographic
origin.

A. Algeria, IT. Italy, IC. Icarda, T. Tunisig,
E. Egypt, C. Cimmyt, S.syrie, CH.chypre, SJ. Syrie
jordanie, 1A. Icarda/algeria and ES. Spain.

Cluster, completing PCA analysis and according to
genotypes geographical origin, based on their phenotypic
traits, five groups were reveaed. Also, the genetic
distance, calculated of this cluster revealed that these five
distances were significantly distant and lie between the
ranges of 9.1%, observed between CIMMY T and SYRIA
to 47.05% obtained between Spain and ICARDA/Algeria
(Fig. 2). Thefirst group includes genotypes from Algeria,
Tunisia, Egypt and ICARDA, this group was found to

have a characteristic feature of high plant height,
moderate yielding and thousand grain weight and reduced
days to heading. This indicated that landraces were
relatively earlier and taller than the improved varieties.
This is a typical feature of landraces, which excel in
capacity to support panicle growth by large stem reserve
mobilization [15-17]. The second group includes Spain
varieties characterized by reduced plant height and days
to heading and low yielding. The third group includes
Cimmyt, Syria, Cyprus and Syria/Jordan genotypes
characterized by low NGS, while the fourth group consists
of ICARDA/Algeria genotypes characterized by high
number of grains per spike, thousand grain weight and
moderate days to heading. The last one contains Italy
genotypes with long days to heading (Fig. 2).

Genetic Diversity and SSR Markers Characteristics:
Data derived from these experiments were analyzed to
evaluate the usefulness of the microsatellites for genetic
diversity of the 40-durum wheat varieties. The genetic
diversity was measured by the polymorphic information
content (PIC). According to Vaiman et al. [18], loci
polymorphism can be considered high, medium or low if
PIC>0.5, 0.5>PIC>0.25 and PIC<0.25, respectively. A total
of 136 fragments were obtained from the 26 SSR primers,
the majority of bands were polymorphic across al
genotypes screened. The majority of primers used in this
study generated polymorphic profiles with variable and
significant genetic diversity. Data in Table 6 represents
the alelic frequency and al SSR estimated parameters of
diversity, so al studied genotypes showed genetic
diversity, presenting high heterozygosis attainted 0.9750
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Table 6: Characteristics of the SSR markers and their number of alleles, alele frequency, availability, heterozygosity and PIC values caculated for 40 durum

wheat genotypes
Major. Gene

Marker Allele Frequency Allele no Availability Diversity Heterozygosity PIC
wmc63 0.4500 9.0000 1.0000 0.6972 0.9750 0.6516
WMC165_1 0.2750 9.0000 1.0000 0.8075 0.6500 0.7816
WMC165_2 0.5000 9.0000 0.9500 0.7147 0.0000 0.6960
WMC445 0.7500 5.0000 0.7000 0.4133 0.0000 0.3858
WMC150_1 0.4211 11.0000 0.9500 0.7116 0.8947 0.6698
WMC150_2 0.5000 11.0000 0.9000 0.6894 0.1111 0.6575
WMC177_1 0.1375 24,0000 1.0000 0.9400 0.1750 0.9369
WMC177_2 0.2778 10.0000 0.9000 0.8422 0.0556 0.8247
WMC78_1 0.1500 22.0000 0.5000 0.9350 0.5000 0.9315
WMS06 0.3333 8.0000 0.3000 0.8090 0.0833 0.7866
WMC105_1 0.2353 18.0000 0.8500 0.8676 0.1471 0.8558
WMC105_2 0.2778 11.0000 0.4500 0.8549 0.1111 0.8409
WMS149 0.3974 16.0000 0.9750 0.7748 0.4103 0.7519
WMC235 0.3333 4.0000 0.1500 0.7222 0.0000 0.6713
WMS304 0.1795 23.0000 0.9750 0.9191 0.3846 0.9140
WMS198 0.4306 22.0000 0.9000 0.7797 0.2500 0.7661
WMS375 0.3289 14.0000 0.9500 0.7715 0.1316 0.7411
WMSL135 0.6216 11.0000 0.9250 0.5961 0.0000 0.5823
WMC168 0.5556 4.0000 0.2250 0.6173 0.0000 0.5688
WMC322 0.3158 14.0000 0.9500 0.8148 0.8684 0.7934
WMC54_1 0.7167 9.0000 0.7500 0.4706 0.1333 0.4541
WMC54 2 0.4342 10.0000 0.9500 0.7510 0.1316 0.7258
WMC153 1 0.7167 5.0000 0.7500 0.4494 0.0333 0.4113
WMC153 2 0.5294 9.0000 0.8500 0.6799 0.0000 0.6566
WMC167 0.2188 12.0000 0.4000 0.8652 0.1875 0.8520
WMS169 0.2000 20.0000 1.0000 0.9056 0.9000 0.8988
WMS108 0.3194 18.0000 0.9000 0.8148 0.3889 0.7958
WMS30_1 0.1290 23.0000 0.7750 0.9251 0.7097 0.9203
WMS30_2 0.2727 12.0000 0.2750 0.8719 0.3636 0.8614
WMC307 0.4545 4.0000 0.5500 0.6570 0.0909 0.5934
WMC179 0.2375 17.0000 1.0000 0.8794 0.6500 0.8691
WMSL118 0.2237 17.0000 0.9500 0.8736 0.8684 0.8623
Mean 0.3726 12.8438 0.7719 0.7632 0.3189 0.7409~0.0255

for wmc63 primer. The locus wmsl35 showed 11
homozygous aleles (Table 6). The heterozygosis mean for
the 26 SSR primer pairs was about 0.318. The components
of genetic diversity of each marker obtained with an
average data availability of 76% are shownin Table 6. In
the present study, SSR markers were able to discriminate
between the 40 wheat genotypes studied. The nine
genomic microsatellite primers wmecl177, wmc78, wms304,
wms30, wmnc105, wmncl79, wms118, wms149 and wms375
were sufficient to differentiate all of the wheat genotypes
since they generated a high number of aleles with high
PIC vaues. The primers WMC54 and WMC153 were less
polymorphic with PIC values 0.45 and 0.41, respectively
(Table 6). Among the 26 SSR primer pairs used in this
study, 24 SSR primers were polymorphic. In total, 136

alleles were detected for SSR primers, with an average of
13 alleles per locus. The lowest number of aleles was
presented by wmc235 and wmcl68 (4 aleles), while the
highest one was of wmcl77 (24 aleles). Summarized data
for the SSR loci and their PIC values are presented in
Table 6. The PIC value, areflection of allelic diversity and
frequency among the durum wheat genotypes analyzed,
were generally high for all tested SSR loci. PIC vaues
ranged from 38 % to 94%, with an average of 74%, which
20 SSR loci revealed PIC values higher than 0.70. Among
these; wmcl77, wmc78, wms304, wms30, wmc105, wmel79,
wms118, wms149 and wms375 are noteworthy due to their
relatively high polymorphism (24, 22, 23, 23, 18, 17,17, 16
and 14 alleles) and high PIC values (94%, 94%,
91%, 92%, 86%, 87%, 86%, 75% and 74%), respectively.
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The PIC can be looked as the measurement of usefulness
of each marker in distinguishing one individual from
another. The PIC values and rare alleles are proved to be
useful information in genetic diversity analysis of
genotypes. The polymorphism of SSR loci detected in this
study was consistent with data obtained in some previous
studies [19, 20]. The simple sequence repeats (SSRs)
represent the most suitable marker system in wheat [21]
and have been successfully used to characterize genetic
diversity in advanced wheat breeding materials [22].

This study provides a detailed analysis and
quantification of genetic diversity in wheat genotypes.
Data also supported the finding that microsatellites can be
effectively used for studying genetic diversity in durum
wheat. Some of these markers will be used as MAS in
future wheat breeding programmes. The alleles revealed
by markers showed a high degree of polymorphism, this
suggested that the genotypes selected for this study
harbored enough genetic divergence. The markers
showed an average PIC values of which confirm that SSR
markers used in this study were highly informative
because PIC vaues higher than 0.50 indicate high
polymorphism. Markers with PIC values of 0.5 or higher
are highly informative for genetic studies and are
extremely useful in distinguishing the polymorphism rate
of marker at specific locus [23].
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