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Résumeé

L’objectif principal de la présente étude est 1’évaluation de plusieurs génotypes de
haricot Phaseolus vulgaris L. cultivés en Algérie pour des traits phénologiques,
physiologiques et phytochimiques en conditions de stress salin. Selon leurs réponses a la
salinité et leurs phénotypes quatre parents ont été sélectionnés. Pour mener cette étude un
croisement demi-dialléle entre les parents retenus a permis de produire six hybrides Fy ; les six
hybrides F1 ont été plantés pour permettre une autofécondation et la production des hybrides
F2. Tous les hybrides F1 et F2 et leurs parents ont été plantés dans un design aléatoire complet
avec trois concentrations d’NaCl 0, 50 et 100 mM pour I’évaluation des caractéres
phénologiques, physiologiques et phytochimiques, les résultats obtenus ont fait I’objet d’une
analyse dialléle puis d’une analyse moléculaire a 1’aide de marqueurs SSRs et SNPs ainsi
qu’une analyse a un seul marqueur pour mettre en évidence la corrélation entre les données
phénotypiques et génétiques. L'analyse dialléle a révélé des variations génotypiques tres
significatives entre les quatre parents et leurs six hybrides Fi1. Les aptitudes générales et
specifiques a la combinaison sont tres significatives pour tous les traits étudiés sous toutes les
conditions, révélant le réle important des effets génétiques tant additifs que dominants sur
I'néréditeé des caractéres sous études. Les génotypes parentaux Améliore Roza et Coco nain se
sont avérés les meilleurs combineurs pour la tolérance a la salinité; de plus les hybrides
Amina x Améliore Roza; MGT x Améliore Roza et Coco nain X Amina ont enregistré un
pourcentage d'hétérosis trés significatif. L’étude moléculaire montre que les populations
issues du croisement dialléle ont une grande diversité génétique, ces populations peuvent étre
utilisées ultérieurement pour la production des RILs ; de plus I’analyse a un seul marqueur
révéle que plusieurs marqueurs SSRs ont été associés aux différents traits étudiés, les
marqueurs BMd37 (LG6) BM200 et ATA243 (LG1) ont montré une forte association a la
production des polyphénols et des flavonoides totaux, ces marqueurs peuvent étre liés a de
grands genes impliquant une tolérance a la salinité. Ces résultats indiquent une grande
variabilite génétique chez les populations des haricots et une possibilité damelioration

génétique sous stress salin notamment pour la biosynthése de métabolites secondaires.

Mots clés : P. vulgaris ; Salinité ; Analyse dialléle ; Marqueurs SSRs et SNPs.



Abstract

The main objective of the present study is the evaluation of several genotypes of beans
Phaseolus vulgaris L. cultivated in Algeria for phenological, physiological and phytochemical
traits under salt stress conditions. According to their responses to salinity and their
phenotypes, four parents were selected. To carry out this study a half-diallel cross between the
parents was undertaken producing six F1 hybrids; the six F1 hybrids were planted to allow
self-fertilization and the production of the F2 offspring. All F1 and F2 populations and their
parents were planted in a complete randomized block design, under three salt treatments 0, 50
and 100mM for the evaluation of phenological, physiological and phytochemical
characteristics, the results obtained were subjected to diallel analysis and then genetically
analyzed using SSRs and SNPs as well as a single marker analysis to highlight the correlation
between phenotypic and genotypic data. The diallel analysis revealed high significant
genotypic variations between the four parents and their six F1 hybrids. General and specific
combining abilities were highly significant for all traits studied under all conditions, revealing
the important role of both additive and dominant genetic effects for heredity of the traits
under study. Parental genotypes Améilore Roza and Coco nain proved to be the best
combiners for salinity tolerance; on the other hand the hybrids Amina x Améliore Roza; MGT
x Améliore Roza and Coco nain x Amina recorded a high significant percentage of heterosis.
Molecular analysis showed that populations from the half diallel cross have a high genetic
diversity, these populations can be used later for the production of RILs; in addition, single
marker analysis revealed that several SSRs markers were associated with the different traits
studied, the markers BMd37 (LG6) BM200 and ATA243 (LG1) showed a strong association
with the production of polyphenols and total flavonoids, these markers can be linked to
important genes implying a salinity tolerance. These results indicate a high genetic variability
in bean populations and a possibility of genetic improvement under salt stress, especially for

the biosynthesis of secondary metabolites.

Key words : P. vulgaris ; Salinity ; Diallel analysis ; SSRs and SNPs markers.
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Introduction générale

Le rendement d’une culture est influencé par deux types de facteurs majeurs : des
facteurs génétiques et des facteurs environnementaux (Lin and al., 2007) ; un des facteurs

environnementaux les plus complexes est la salinité.

La salinité est I'un des principaux facteurs de stress abiotique qui limite la croissance,
le métabolisme et la productivité des plantes (Khan and Panda, 2008). Dans les zones arides
et semi-arides comme 1’Algérie, il pourrait étre causé par I'eau d'irrigation qui contient des
quantités considérables de sels solubles; I’accumulation des sels dans la couche supérieure du
sol causée par une irrigation excessive; la proximité de la mer et l'augmentation de la
capillarité provenant des eaux souterraines dans la zone racinaire en raison de I'évaporation.
De plus, un taux d'évaporation élevé, une mauvaise gestion de I'eau et de faibles précipitations
pourraient augmenter les niveaux de la salinité dans ces zones et de facto induire un important

stress salin (Gama et al., 2007).

La salinité affecte tous les aspects de la physiologie et de la biochimie des plantes et
réduit considérablement le rendement. Les plantes qui poussent dans des conditions salines
sont stressées de plusieurs fagons, réduction du potentiel hydrique dans la zone racinaire
entrainant un déficit hydrique, une phytotoxicité des ions causée principalement par le Na* et
le CI', un déséquilibre des nutriments par la dépression dans l'absorption ou le transport
racinaire et des dommages oxydatifs (Khan and Panda, 2008, Rozena and Flowers, 2008,
Taibi et al., 2016).

Le haricot commun est l'une des cultures de Iégumineuses les plus importantes a
I’échelle mondiale, il contient des quantités considérables de protéines, de fibres, de glucides,
de vitamines et de minéraux et représente prés de la moitié des Iégumineuses a grains
consommeées dans le monde (Duc et al., 2015). La présence des composés phytochimiques
tels que les composés polyphénoliques prévient divers troubles comme les maladies
cardiovasculaires, la glycemie, l'obésité et le cancer du colon; en outre, il présente une
activité antioxydante élevée (Pinheiro et al., 2010; Hayat et al., 2014). Le haricot commun est
également essentiel en agriculture car, avec les rhizobiums, bactéries fixatrices d'azote, il
forme des nodules racinaires via des associations symbiotiques, enrichissant ainsi le sol
(Broughton, 2003).
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Etant une espéce glycophyte, le haricot voit sa productivité considérablement réduite
aux niveaux de salinité des sols supérieurs a 2 dS m™ (Lauchli, 1984). Le haricot commun est
connu pour exclure le Na* des feuilles, mais prend le CI en proportion de la concentration
externe. Les concentrations élevées de CI- dans les feuilles réduisent la croissance en
modifiant I'équilibre nutritionnel de la plante, ce qui affecte I'assimilation du CO> (Bayuelo-
Jiménez et al., 2003) et altere les relations hydriques. 1l existe plusieurs études démontrant

I'effet de la salinité sur la croissance des haricots (Cabot et al., 2009, Taibi et al., 2016).

Sous stress salin, l'augmentation des enzymes et des molécules antioxydantes
représente une partie du mécanisme de la tolérance au sel chez le haricot commun (Phaseolus
vulgaris L.). En effet une variation a été observée dans la concentration en peroxyde
d'’hydrogene, en teneur totale des composées phénoliques, de proline et des activités de la
peroxydase et de la polyphénol oxydase. Cependant, bien qu'un grand nombre d'adaptations
génétiques aux conditions salines aient été observées chez un certain nombre d'especes de
Iégumineuses, les mécanismes sous-jacents de la tolérance au stress oxydatif, ioniques ou
autres chez les végétaux induits par ces adaptations génétiques, y compris le haricot, sont mal
compris (Noren and Ashrafa 2009).

Plusieurs méthodes de recherche sont utilisées pour développer de nouvelles variétés
résistantes aux différents stresses biotiques et abiotiques, 1’analyse dialléle est en effet trés
utile pour détecter trés tot (dans les générations F1 et ) les variétés sensibles de présenter
une tolérance, notamment au stress salin, en plus les développements récents dans la
recherche moléculaire, essentiellement les SSRs et les SNPs, pour étudier le profil
d'expression génique sont apparus comme un outil important pour comprendre comment les
différentes variétés de haricot réagissent aux stress biotiques et abiotiques. Au cours des
derniéres années, on a accumulé des rapports sur le séquencage de I'ADN et le profil
d'expression a la fois sur des plantes modeles et des cultures importantes sur le plan agricole
tel que le haricot, pour identifier les genes impliqués dans les réponses aux différents stresses.
Bien que des assemblages de données génétiques ont récemment été mis au point chez les
légumineuses (Libault et al., 2010 ; Wu et al., 2013), il existe encore tres peu d'études sur

I'analyse du génome dans des conditions de stress salin chez le haricot commun.

L’amélioration de la tolérance au sel est I'un des objectifs les plus importants dans les

programmes de sélection du haricot. Cependant, la mise au point de variétés de haricot
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tolérantes au sel par le biais de la sélection conventionnelle prend du temps et demande

beaucoup de travail en raison de la nature quantitative de la tolérance a la salinité.

Notre travail consiste en l'identification des régions génomiques associées a la
tolérance au sel qui permettra aux sélectionneurs de développer des variétés tolérantes a la
salinité en utilisant I’analyse dialléle couplée a 1’analyse moléculaire (Analyse a un seul
marqueur), ce qui contribue a accroitre le pouvoir de sélection. Ainsi, une meilleure
compréhension des réponses physiologiques et phytochimiques au stress salin peut étre utile

dans les programmes menés pour produire des cultures tolérantes a la salinité.
Notre thése s’organise en quatre chapitres :

Le premier chapitre est une synthése bibliographique relative a la biologie du haricot
commun et les effets du stress salin sur cette derniére. Le chapitre s’organise sur cing points
majeurs : la salinité ; le haricot (Phaseolus vulgaris L.) ; La variabilité génétique des plantes ;
L’application de la théorie génétique quantitative dans 1’amélioration des plantes et

I’association entre marqueurs moléculaires et traits d'intérét.

Le second chapitre traite de la sélection parentale en milieu salin ; nous procéderons
aux croisements dialléles des différents parents sélectionnés (ayant des réponses contrastées

en milieu salin) pour la production des populations.

Le chapitre trois est consacre a 1’évaluation ainsi que I’analyse diall¢le et 1’étude de
I’effet d’hétérosis et de I’héritabilité des caracteéres phénologiques, physiologiques et

phytochimiques en milieu salin de toutes les populations.

Enfin le chapitre quatre traite de I’analyse génétique et moléculaire a 1’aide de
marqueurs génétiques, et I’investigation de la diversité génétique ainsi que 1’association

génotypes-phénotypes.



Chapitre 1
Biologie de I’adaptation a la salinite

de Phaseolus vulgaris L. :
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1. LaSalinité:

1.1 Définition :

La salinité des sols et celles des eaux d’irrigation désigne la surcharge de ces derniers
en sels minéraux solubles. Elle est causée principalement par la combinaison de quatre cations
(Ca?*, Mg?*, K* et Na®) et de quatre anions (CI-, SO%~, NO3 et HCO3) (Hu and Schmidhalter,
2001 ; Geetanjali and Neera, 2008). Les sols salins se caractérisent par la présence dans la
rhizosphere de sels solubles en concentration suffisamment élevée pour nuire a la plupart des
organismes végetaux (Munns and Termaat, 1986). La salinité du sol est causée par une
combinaison de plusieurs facteurs géologiques, climatiques et agronomiques (Rengasamy,
2006), la salinité qui était présente avant la colonisation des terres est souvent appelée salinité
primaire, tandis que les cas de salinité qui sont supposés s’étre développés principalement
aprés cette colonisation sont souvent appelés remontées salines ou salinisation secondaire
(Ghassemi et al., 1995).

1.1.1 La salinité d’origine primaire :

Pres de 80 % des terres salinisées ont une origine naturelle (édaphique), la salinisation
est dite primaire. Dans ce cas, celle-ci est due a la formation des sels pendant I'altération des
roches ou a des apports naturels externes (vent, gel, dégel et pluies souvent acides, chargées
de H>COz) ou comme dans les régions cotiéres, 1’intrusion de 1’eau salée et la submersion des
terres basses et la remontée des nappes phréatiques salées pres de la zone racinaire (Mermoud,
2006).

Ce type de sol est tres fréquent dans les zones arides et semi-arides di a une
évapotranspiration proportionnelle au climat, qui dépasse largement la quantité d’eau arrivée
au sol (Antipolis, 2003).

1.1.2 La salinité d’origine secondaire :

Prés de 20% des terres salinisées ont une origine anthropique ; elles sont dites
secondaires, dues principalement a I’irrigation avec une eau de mauvaise qualité (eau saline),
un lessivage insuffisant et un drainage défaillant. Une fertilisation chimique excessive
contribue aussi a une accumulation des sels dans la rhizosphere (Le goupil, 1974 ; Mohouche
and Boulassel, 1999).

1.2 Sols salins et eaux salées :
La salinité des sols et celles des eaux d’irrigation sont evaluées par leurs conductivités

électriques (CEI ou EC) a 25°C. Cette derniere est exprimée en déecisiemens par métre (ds/m)
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qui est équivalente au mmhos par centimétre (mmhos/cm). Les sols salins sont caractérisés
par un niveau toxique des chlorures et sulfates de sodium, un sol est dit salin lorsqu’il
présente une CEIl supérieure a 4 dS/m a 25°C I’équivalent de 40 mM (Shirokova et al., 2000).

Le Comité d’experts sur la prospection pédologique formé en 1984 a classé les sols
salins selon leur teneur en sels : modérée ou forte (tableau 1) (Brady, 2002).

Les eaux dont la CEI est inférieure a 0,25 mmhos/cm sont faiblement salines alors que
celles dont la CEI est comprise entre 0,75 et 2,25 mmhos/cm sont trés salines. Une autre
classification des eaux d’irrigation (tableau 2) est proposée par Durand (1983) celle-ci est

basée sur la conductivité électrique et le taux d’absorption du sodium (SAR).

Tableau 1 : Classification des sols salinisés (Brady, 2002).

Conductivite Ratio Condition

Classification électri[llue pH du sol | d’adsorption | physique
(dSm™) du sodium du sol

Saline =40 <85 <13 Normal

. . =13
Salin-sodique =40 < 85 = Normale
Sodique < 40 > 8.5 >13 Pauvre
Tableau 2:  Classification des eaux d’irrigation selon leurs CEl et le taux d’absorption du

sodium (SAR) (Durand, 1983).

Classe de salinité CEl (mmhos/cm) Degré de salinité
C, 0.00a0.25 Faible

Cs 02523075 Moyen

Cy 0.75a225 Fort

C, 22545 Trés fort

Cs =5 Excessif

Classe d’alcalinité SAR Degreé d’alcalinite
S1 < 10 Faible

S5 10418 Moyen

Ss 18a26 Fort

Ss > 26 Tres fort

1.2.1 Classification des sols salins :
On distingue deux types de sols salins, les sols salins proprement dit et les sols
alcalins.
1.2.1.1 Les sols salins :
Ce sont des sols riches principalement en sels de sodium (NaCl : chlorure de Sodium,

Na.S0; : sulfate de sodium) mais contenant également des quantités plus au moins
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importantes d'ions chlorite, calcium et magnésium. On trouve généralement ces sols dans les
régions arides et semi-arides (Brady, 2002).
1.2.1.2 Les sols alcalins :
Les sols alcalins sont riches en sodium échangeable et en revanche pauvres en sels
solubles (sels alcalins, carbonates et bicarbonates de sodium, NaCOz principalement). Les
sols alcalins se trouvent plutdt dans les zones semi-arides et sub-humides (Brady, 2002).

1.3 La salinité dans le monde :

Bien que difficile a estimer avec précision, la superficie des sols salinisés augmente, et
ce phénomene est particulierement intense dans les sols irrigués. On estime qu'environ 20%
des terres irriguées, produisant un tiers de la nourriture mondiale, sont affectées par le sel
(Shrivastava and Kumar, 2015). Dans la région méditerranéenne, la dégradation des terres
associée a l'alcalinisation du sol pourrait s'aggraver a un rythme accéléré dans les prochaines
décennies, en raison de l'augmentation attendue des surfaces irriguées et de la raréfaction de
I'eau de bonne qualite (Bowyer et al, 2009). La quantité de terres agricoles mondiales
détruites chaque année par I'accumulation de sel est estimée a 10 millions d'hectares (Pimentel
et al, 2004). Ce taux peut étre accéléré par le changement climatique, l'utilisation excessive
des eaux souterraines (principalement pres de la mer), l'utilisation croissante d'eau de
mauvaise qualité dans l'irrigation, I'irrigation massive associée a une agriculture intensive et
un mauvais drainage. On estime que d'ici 2050, 50% des terres arables de la planéte seront
touchées par la salinité (Bartels and Sunkar, 2005).

En Afrique, prés de 40 millions d’hectares y sont affectés, soit prés de 2% de la
surface totale. Au Proche-Orient, pres de 92 millions d’hectares soit environ 5% de la surface
totale (FAO, 2008).

1.3.1 Lasalinité en Algérie :

En Algérie la majorité du territoire est semi-aride et aride (steppique et saharien), leur
superficie couvre pres de 95% du territoire. Les sols agricoles sont dans leur majorité, affectés
par la salinité ou susceptibles de 1’étre dans le futur proche. Les sols salins sont trés répandus
dans les basses plaines pres des cotes, dans la vallée de Mina prés de Relizane, sur les hautes
plaines notamment le Constantinois, et au bord des chotts. IlIs ont aussi une grande extension
dans les régions sahariennes au sud de Biskra jusqu’a Touggourt, Ouargla et au-dela (Durand,
1958).
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1.4 Le stress salin :

Le stress d0 au sel est une condition ou des sels excessifs dans la solution du sol
provoquent une inhibition de la croissance voir la mort des plantes. A I'échelle mondiale,
aucune substance toxique ne limite davantage la croissance des plantes que le sel. Le stress
salin présente une menace croissante pour I'agriculture. Parmi les diverses sources de salinité
du sol, l'irrigation associée a un mauvais drainage est la plus grave, car elle représente des

pertes de terres agricoles autrefois productives (Zhu, 2007).

1.4.1 L’effet du stress salin sur les plantes :

Le stress salin affecte la physiologie de la plante tout entiére, ainsi qu’aux niveaux
cellulaires et moléculaires et a tous les stades de développement de la germination a la
sénescence (Murphy et al., 2003). Les effets signalés comprennent les changements dans le
taux de croissance, la toxicité des ions, la limitation des minéraux, l'instabilité membranaire,
I’effet sur la photosynthése et I'augmentation de la respiration (Ashraf and Shahbaz, 2003,
Munns, 2002). L'accumulation de grandes quantités de sels dans l'apoplaste des feuilles
entraine une déshydratation et une perte de turgescence (Marschner, 1995), tandis que
I'accumulation de sel dans le cytosol et les organites entraine I'inhibition des enzymes et des
voies métaboliques incluant la photosynthese (de Lacerda et al., 2003).

Le stress salin affecte les plantes de plusieurs fagons : Réduction du potentiel hydrique
dans la zone racinaire causant un déficit hydrique ; toxicité spécifique des sels inhibant les
enzymes et les voies métaboliques ; déséquilibre des ions nutritifs d aux niveaux élevés des
ions Na* et CI" entrant en compétition avec d'autres ions essentiels et 1’augmentation de la
production d'especes réactives de l'oxygéne (ROS) qui endommage tous les types de
macromolécules (dommage oxydatif). Ces différents modes d'action seront briévement décrits
dans les prochaines sections, suivis d'une enquéte sur les réponses suscitées par les stress
salins. (Lauchli, 1986 ; Taibi et al., 2016).

Le sodium (Na*) est transporté passivement dans la cellule par des canaux cationiques
non sélectifs (NSCC), ol il est détecté par un systéme sensoriel non identifié. Ensuite, Ca?*,
ROS et les hormones activent des cascades de signalisation qui régulent I'expression de
plusieurs génes liés au stress (NUCLEUS), entrainant I'activation des voies de détoxification
cellulaire. Deux mécanismes agissent pour diminuer la concentration de Na* cytosolique dans
la cellule, I'une consiste a exclure le Na* a travers la membrane plasmique par I'échangeur
Na*/H*, I’autre mécanisme consiste a compartimenter le Na* en vacuoles par l'antiporteur

Na*/H* vacuolaire, NHX1. Les deux activités de transport nécessitent un gradient H* a travers

8
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les membranes, qui est généré par une membrane H*-ATPase de la membrane plasmique ou

par la H'-ATPase vacuolaire et la H'-pyrophosphatase (AVP1). L'accumulation
d'osmoprotecteurs tels que la bétaine, la proline et les polyols est également induite par le

stress salin (Zhu, 2003) (Schémal).
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Schéma 1: Réponse cellulaire a la toxicité sodique (Zhu, 2003).

1.4.1.1 La déficience hydrique :

L'accumulation des sels dans les sols réduit la capacité de la plante a absorber I'eau de
la rhizospheére, ce qui entraine une limitation de I'eau et une réduction de la croissance. Ce
processus est le premier a se produire dans une plante stressée par le sel, il est formellement
analogue a un deficit hydrique. En effet, certains processus cellulaires et métaboliques
impliqués dans les réponses osmotiques & la salinité sont communs a la sécheresse, y compris
la fermeture stomatique. Les taux auxquels de nouvelles feuilles sont produites dépendent
largement du potentiel hydrique du sol, de la méme maniére que pour une plante stressée par
la sécheresse. A ce stade, les sels ne s'accumulent pas dans les tissus en croissance & des
concentrations qui pourraient inhiber la croissance, car les cellules qui sallongent rapidement
peuvent accueillir le sel qui arrive dans le xyleme dans leurs vacuoles en expansion (Munns,
2005).

1.4.1.2 L’ajustement osmotique :
Des réductions du taux de croissance des feuilles et des racines sont dues a un stress

hydrique plutdt qu'a un effet spécifique au sel (Munns, 2002), puisque le Na* et le CI" sont

9
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généralement en dessous des concentrations toxiques dans les cellules en croissance. Les
résultats de la manipulation expérimentale des relations eau-tige suggerent que les signaux
hormonaux, probablement induits par I'effet osmotique du sel sur les racines, contrélent le
taux d'allongement des cellules (Munns et al., 1999). L'inhibition de la croissance des plantes
due a la salinité dépend largement de la sevérité du stress. Les difficultés osmotiques légeres
conduisent rapidement a une inhibition de la croissance des feuilles et des tiges, alors que les
racines peuvent continuer a s'allonger (Hsiao and Xu, 2000). Le degré d'inhibition de la
croissance di a ce stress osmotique dépend également de I'échelle du temps de la réponse
pour le tissu et l'espéce et de I'imposition brutale ou progressive des traitements de stress
(Munns et al., 1999).

1.4.1.3 La toxicité ionique :

Comme les sels sont absorbés par la plante, ils ont tendance a se concentrer dans les
vieilles feuilles. Cependant, le transport continu dans les jeunes feuilles transpirantes sur une
longue période, qui dépasse la capacité de ces feuilles a exclure les sels de leurs cellules ou a
les compartimenter dans la vacuole. Les sels s'accumulent alors dans le cytosol et inhibent
I’activité enzymatique. Alternativement, ils peuvent s'accumuler dans les parois cellulaires et
déshydrater ces dernieres (Munns, 2005). Ces effets spécifiques d'ions tels que le Na* et le CI
suivent les stress hydriques et osmotiques qui déclenchent le syndrome du stress salin.

Dans des conditions normales de croissance, les concentrations d’Na* dans le cytosol
des cellules racinaire sont probablement de I'ordre de 10 a 30 mM (Tester and Davenport,

2003). De méme que pour les feuilles (Jones and Gorham, 2002).

Les racines doivent exclure la plus grande partie du Na* et du CI" dissous dans la
solution du sol, sinon la concentration de sel dans les parties aériennes augmentera
graduellement jusqu'a atteindre des niveaux toxiques. Les plantes transpirent environ 50 fois
plus d'eau qu'elles n'en conservent dans leurs feuilles, ceci rend 1’exclusion particuliérement
difficile (Munns, 2005).

Les concentrations inhibitrices du Na* varient en fonction de la réaction et du
métabolisme, tandis que les concentrations auxquelles le CI- devient toxique sont moins
définies. Les voies métaboliques affectées comprennent la photosynthese, I'assimilation de
I'azote par les nitrates et les nitrites réductases et le métabolisme du malate (Parida and Das,
2005). L'augmentation des taux du Na® dans les tissus végétaux a également des effets

toxiques sur la germination des graines, principalement en modifiant les relations hydriques
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des plantes et en remplagant le Ca?* par le Na* des sites critiques de fixation des parois
cellulaires, ce qui pourrait perturber la croissance végeétale (Xue et al., 2004).

1.4.1.4 Le déséquilibre nutritionnel :

Un déséquilibre ionique se produit dans les cellules en raison de Il'accumulation
excessive d’Na* et de CI" qui réduit I'absorption d'autres nutriments minéraux, tels que le K,
Ca2*, et Mn?* (Karimi et al., 2005). Le sodium et le potassium sont importés dans la cellule en
utilisant la méme série de transporteurs, et les cations sont en concurrence les uns avec les
autres. L'excés de Na* inhibe donc I'absorption du K*, entrainant l'apparition de symptomes
de carence en K*. De nombreuses enzymes et voies métaboliques nécessitent le K* pour des
activités hautement spécifiques en relation avec la croissance et le développement. Ce cation
est également nécessaire pour I'osmorégulation et la synthese des protéines, pour la
préservation de la turgescence cellulaire et pour une activité photosynthétique optimale
(Ashraf, 2004). Les deux cations K* et Ca?* sont nécessaires pour maintenir l'intégrité et le
fonctionnement des membranes cellulaires (Munns, 2002). La carence en potassium conduit

initialement a la chlorose puis a la nécrose (Gopa and Dube, 2003).

Le maintien de l'acquisition et le transport du calcium sous contrainte saline sont
également des déterminants importants de la tolérance a la salinité. Le stress salin diminue le
rapport Ca?*/Na* dans la zone racinaire, ce qui affecte les propriétés de la membrane en raison
du déplacement du calcium associé a la membrane par le sodium, conduisant a la dissolution
de Il'intégrité de la membrane et de la perte de sélectivité. Fourni a l'extérieur, il a été
démontré que le calcium améliore les effets néfastes du NaCl sur la compétition avec le
sodium, en augmentant le rapport K*/Na* et par ajustement osmotique, grace a I'amélioration
de I'accumulation de solutés organiques compatibles (Girija et al., 2002; Hasegawa et al.,
2000).

Le Ca?* joue également un role critique dans le réseau de signalisation des cellules
vegetales. Des signaux extracellulaires de stress peuvent étre pergus par les récepteurs
membranaires, qui activent une cascade de signalisation importante et complexe, y compris la
génération de seconds messagers tel que le Ca?*. Cette augmentation de la concentration en le
Ca2?" cytosolique amorce la signalisation des voies de tolérance au stress. De plus, les
protéines liant le Ca?* fournissent un niveau supplémentaire de régulation de la signalisation

du Ca?, initiant une cascade de phosphorylation / déphosphorylation conduisant a la
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régulation de I'expression génique et résultant en I'expression de plusieurs genes effecteurs
sensibles (Mahajan and Tuteja, 2005, Tuteja and Mahajan, 2007).

1.4.1.5 Le dommage oxydatif :

L'exposition des plantes au stress salin peut augmenter la production des ROS comme
0; (radical superoxyde), H20. (peroxyde d'hydrogéne), 'O, (oxygéne singulet), et OH
(radical hydroxyle). L'exces des ROS provoque des réactions phytotoxiques, y compris la
peroxydation des lipides, la dégradation des protéines et la mutation de I'ADN. Dans les
cellules végétales, les ROS sont générés dans le cytosol, les chloroplastes, les mitochondries
et I'espace apoplastique (Jacoby et al., 2011, Mittler et al., 2011).

La principale source des ROS dans les plantes est la chaine de transport d'électrons
photosynthétiques des chloroplastes des feuilles. La fermeture stomatique induite par le sel
due au déficit hydrique et aux composantes osmotiques du stress salin entraine une
diminution de la concentration de CO> dans les chloroplastes entrainant une réduction du
cycle de Calvin par la limitation du substrat (Miller et al., 2010). Le NADPH est produit en
continu sur les thylakoides, mais son oxydation a I'étape régénératrice du cycle de Calvin est
bloquée ; dans ces conditions, la chaine de transport d'électrons photosynthétiques devient sur
réduite, et la proportion d’0; a soustraire les électrons de la chaine devrait augmenter,
conduisant & une propagation des ROS, surtout le 05 et le H20,. A son tour, l'accumulation
des ROS endommage la protéine D1 et D2 du photosystéme Il provoquant la photo-inhibition.
La photorespiration accentuée par le stress dans les peroxysomes et le dysfonctionnement de
la chaine respiratoire des mitochondries contribuent également a I'accumulation de H20:
(Miller et al., 2010).

Les principales cibles de toxicité du O; sont les amas de ferrédoxine (protéine fer-
soufre) de déshydratases et de protéines de transfert d'électrons, tandis que le H2O: peut
inactiver les enzymes en oxydant leurs groupes thiol. Les effets toxiques du H>O2 sont
renforcés par une réaction avec des réducteurs de métaux, plus particuliérement le Fe?*, pour
former le radical hydroxyle hautement réactif, capable de réagir avec pratiqguement n'importe

quelle molécule biologique (Gill and Tuteja, 2010).

Dans une étude phylogénomique, Mittler et al., (2011) ont observé que le lot de base
des antioxydants et des enzymes de piégeage était déja présent dans les précurseurs algaux
des plantes supérieures, tandis que l'activité apoptotique de la NADPH oxydase est un

nouveau venu dans le régne végétal des plantes vasculaires. Ces résultats suggérent que les
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eucaryotes photosynthétiques ont d'abord appris a détoxifier les ROS et seulement plus tard a

les utiliser comme molécules de signalisation.

1.4.2 Les mécanismes de la tolérance au stress salin :

Comme indiqué, le stress salin affecte la physiologie de la plante durant tous les stades
de sa croissance. La tolérance au sel a ces diverses conditions de développement varie
considérablement d'une espéce a l'autre. Les plantes qui peuvent survivre et se reproduire a de
fortes concentrations de sel dans la rhizosphére sont appelées halophytes. Selon leur capacité
de tolérance au sel, les halophytes sont soit obligatoires, soit facultatives, ces dernieres
présentant des ressources physiologiques plus larges qui leur permettent de prospérer dans les
solutions salines et non salines. Les especes sensibles au sel sont appelées glycophytes.

Presque toutes les cultures sont des glycophytes (Ashraf, 2004).

1.4.2.1 Exclusion ionique :

A l'exception de quelques bactéries halophytes, il n'y a pas d'enzymes ou de
métabolismes intrinséques. La tolérance est obtenue en gardant le sel hors de la cellule ou
dans la vacuole et en luttant contre les conséquences néfastes de la situation de stress. Chez
les halophytes, ces mécanismes sont plus efficaces que chez les glycophytes. Par exemple,
Jones and Gorham, (2002) ont signalé que la tolérance au sel plus élevée chez les graminées
Agropyron junceum vis-a-vis d'Agropyron intermedium était liée & une exclusion plus efficace
du Na* et du CI". Dans une autre étude, Carden et al., (2003) ont découvert qu'une variété
d'orge tolérante au sel maintenait un taux de Na* cytosolique dix fois moins élevé dans les
cellules corticales des racines qu'une variété plus sensible. Il est bien établi que la plupart des
dommages subis par les plantes exposées au sel résultent de I'accumulation du Na* dans les
pousses, inhibant les processus métaboliques clés telles que la synthese des protéines et la
photosynthése (Munns, 2005). Ainsi, chez la plupart des halophytes, la rétention du Na* dans
la racine est une tendance générale et donc une composante importante de la tolérance au sel
(Ashraf, 2004).

1.4.2.2 Les Défenses antioxydantes :

Les plantes developpent des systémes tres élaborés de défense pour se protéger contre
le stress oxydatif et survivre. Ainsi, les cellules possédent des molécules anti-oxydantes et des
enzymes anti-oxydatives pour faire face aux cascades de réactions déclenchées par le stress
oxydatif dans les organes cellulaires. Parmi ces enzymes anti-oxydatives, les plus importantes

et les plus étudiées sont : la superoxyde dismutase (SOD), 1’ascorbate peroxydase (APX), la
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catalase (CAT), et la glutathion peroxydase. Quant aux molécules anti-oxydantes les plus
étudiées sont : les composés phénoliques, 1’ascorbate, le glutathion, et les tocophérols (Roy et
al., 2014)

1.4.2.3 Les composés anti-oxydatants :

Pour contrer le stress oxydatif induit par la salinité, les plantes ont développé
différentes stratégies parmi lesquelles la stimulation de la synthése des métabolites
secondaires peut étre impliquée dans des réles de protection cellulaire tels que le piégeage des
ROS. Les antioxydants naturels sont produits dans tous les organes de la plante, et les
composés typiques avec des activités anti-oxydantes élevées comprennent les polyphénols, les
caroténoides et les vitamines (Chanwitheesuk et al., 2005).

Il est bien établi que I'accumulation de métabolites secondaires dépend fortement des
conditions de croissance, telles que la température, le régime de lumiére, I'apport de
nutriments, etc. (Ballhorn et al., 2011). En outre, des influences environnementales plus
graves, telles que les conditions de stress, auront également un impact sur les voies
métaboliques responsables de l'accumulation de métabolites secondaires. La synthese
améliorée de métabolites secondaires particuliers dans des conditions stressantes est
également censée protéger les structures cellulaires contre les effets oxydatifs (Jaleel et al.,
2007). Parmi ces composés, les polyphénols principalement les flavonoides jouent un réle
important dans la défense contre les ROS, leur synthése et leur accumulation ont été
proposées comme stimulées chez les plantes soumises a un stress salin (Navarro et al., 2006).

1.4.2.4 Le mécanisme de détoxification :

Dans I'halophyte, Prosopis strombulifera légumineuse originaire d’Argentine, les
traitements au sel ont augmenté I'accumulation de plusieurs polyphénols dans les feuilles et
les racines. Le traitement au Na2SO4 a fortement induit une accumulation de flavonoides et de
flavan-3-ols. Les plantes traitées avec une solution bisaline (Na;SO4 + K2SO4 et NaCl +KCI)
ont également accumulé des niveaux élevés de polyphénols. L'analyse HPLC dans ces plantes
a montré des niveaux élevés de rutine, de catéchine, d'épicatéchine et de proanthocyanidine.
L'augmentation des flavonoides totaux et des flavan-3-ols lorsque I'anion SO;2 est présent
dans la solution de croissance peut indiquer le rdle de ces composés dans la neutralisation des
dommages oxydatifs importants induits par un stress salin sévére (Reginato et al., 2014).
Lorsque d'autres systemes ROS détoxifiants tels que le cycle de xanthophylle ne sont pas

suffisamment efficaces, comme cela pourrait étre le cas des plantes traitées au NaSOas, la
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production des polyphénols est augmentée en tant que systeme de détoxification alternatif.
Agati et al., (2012) ont rapporté que les flavonoides, & une gamme micromolaire, peuvent
efficacement éviter la génération des formes réactives d'oxygene (par exemple en chélatant

des ions de métaux de transition).

1.4.2.5 La synthése des polyphénols :

Néanmoins, malgré leurs fonctions protectrices, I'augmentation induite par le stress
des métabolites secondaires a souvent été compensée par une diminution correspondante de la
biomasse chez plusieurs espéces (Selmar and KleinwSchter, 2013). En conséquence, chez P.
strombulifera, la forte augmentation des polyphénols totaux trouvés dans les plantes traitées
avec 1’Na2S0Os s'est accompagnée d'une forte inhibition de la croissance, en revanche, chez les
plantes traitées au NaCl, les polyphénols n'augmentaient pas autant et la croissance n'était pas
affectée, avec des plantes saines sans symptémes de toxicité. On pourrait penser qu'avec le
traitement salin, des mécanismes de dissipation d'énergie sont plus efficaces tels que le cycle
des xanthophylles ou la désoxydation des radicaux oxygene par la SOD rendraient inutile
I'investissement des ressources dans la synthése des flavonoides (Reginato et al., 2014). On

peut voir sur le schéma 2, la représentation des voies de biosynthése des polyphénols.

[ cuabes |

/\ Acides gras

( Voie des Pentoses P | Glycolyse /'\ l
\ \. >

l l ( p-oxydation )

Erythrose 4 -P P-énol Pyruvate l

ACIDE . ey s o
GALLIQUE | Acide shikimique l

NH; — = NH;
H / \ Malonyl CoA

I'yrosine Phénylalanine
TANINS 3 Malonyl CoA

HYDROLYSABLES NHS_ = NH, /
“yelisation

Acide cinnamique

CHALCONES

|

FLAVONOIDES

|

ANTHOCYANES

|

TANINS CONDENSES

Schéma 2 : la représentation des voies de biosynthése des polyphénols.
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2. Les légumineuses :

2.1 Classification de la sous-famille des Faboideae :

Les légumineuses (Fabacées) sont une grande famille trés diversifiée du régne végétal
qui comprend des plantes herbacées annuelles, des arbustes et des arbres pérennes. Ces
plantes sont des composantes essentielles dans les écosystemes terrestres dus a leur capacité a
fixer 1’azote atmosphérique dans les nodules symbiotiques, et par conséquent elles sont
d’excellents colonisateurs des environnements pauvres en azote (Figure 1) (Zhu et al., 2005).

Ce n’est qu’au cours des 20 dernieéres années qu’ont été établies des bases solides et
universelles pour la taxonomie du genre « Phaseolus », ce genre a été bien différencié
d’autres comme le « Vigna » et le « Macroptilium », avec lesquels il existait des confusions
de classification. Du point de vue taxonomique I’espéce Phaseolus vulgaris L. est le
prototype du genre, elle a été identifiée par Linné en 1753. Elle appartient a la tribu des
Phaseoleae, de la sous-famille des Papilionoideae, dans 1’ordre des Rosales (Figure 2). La
section Phaseolus du genre Phaseolus est la plus importante et regroupe notamment les cing
espéces cultivées : P. acutifolius A. Gray., P. coccineus L., P. lunatus L., P. polyanthus
Greenm. et P. vulgaris L. (Gepts et al., 2008).

Tribu Genre Espéces
Lens L. culinaris (lentil) \
Vicea Vicia V. faba (faba bean)

Pisum P. sativum (garden pea)

Melilotus M. officinalis (sweet clover) T
légumineuses de
saison fraiche

Trifolicac== —TIrifolium T. pratense (red clover)

L Modi M. sativa (alfalfa) (Galegoid)
Medicago M. truncatrda

e | CET €2 e i 2T C. arietinum (chickpea)

Loteae Lotus L. japonicus J

Phaseolus P, yulgaris (common bean)
légumineuses de

Vigna V. radiata {mung bean)

saison tropicale

——Phaseoleae; Glyeine G, mar (soybean) r (Phaseoloid)

=——=Cajanus C. cajan (pigconpca)

Papilionoideae

Figure 1 : Classification de la sous-famille des Faboideae (Zhu et al., 2005)
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2.2 Le Haricot (Phaseolus vulgaris L.) :

2.2.1 Description morphologique et botanique du haricot :

Le haricot est une plante herbacée, annuelle, originaire d'Amérique centrale et
d’Amérique du Sud (Andes) (Figure 3), et elle peut prendre plusieurs types de port selon les
variétés : les haricots grimpants ou a rames, au port volubile, qui sont proches du type
original, et les haricots nains a port érigé et plus ramifié. Le portde la plante est
principalement déterminé par son expression génétique, mais les conditions écologiques aux
différents stades phénologiques peuvent l'influencer. Ainsi, une température chaude (+30 °C)
au stade de la premiere feuille trifoliolée déclenche toujours le port volubile. On peut

également obtenir des plantes a port intermédiaire. (Ndéye, 2002).
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Schéma 3 : Représentation schématique de Phaseolus vulgaris L. plante, agée de 8

semaines, montrant les structures végétative et reproductrice (Rania et al., 2010).
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A T’issue de la germination épigée, deux feuilles opposées simples puis des feuilles
composées trifoliees a folioles cordiformes de 6 a 15 cm de long sur 3 a 11 cm de large se

forment sur une tige angulaire (Ndeye, 2002).

Les fleurs sont portées en grappes axillaires et terminales. Elles sont zygomorphes
composées de deux pétales en carene, deux pétales latéraux ailés et un pétale standard disposé
extérieurement (Ndéye, 2002). La couleur de la fleur est généralement indépendante de celle
des graines, mais l'association entre fleurs particuliéres et couleur des graines est connue. Ces
fleurs peuvent étre blanches, roses ou violettes (souvent rouges chez P. coccineu). La fleur
contient dix étamines sont dites diadelphes, c'est-a-dire organisées en deux groupes : neuf
d'entre elles sont soudées par le filet, la dixiéme étant libre, et un sac ovarien multiple. Dans la
plupart des cas, la fleur réalise une autofécondation et développe un fruit ou gousse droite ou
Iégerement courbée. Les graines sont riches en protéines (22 %) et en glucides (56 % des
graines) (Broughton, 2003). Elles sont rondes, ellipticales l1égérement aplaties ou arrondies
(Ndeye, 2002).

2.2.2 Distribution de P. vulgaris L. sauvage en Amérique latine :
Les centres d’origine du haricot sont présentés dans la figure 2 ; (A) Il est possible de
distinguer quatre centres de diversité: I'Andine, le Colombien, I'Equatorien / nord du Pérou et
le Méso-Américain. En outre, d'importants centres secondaires de diversité existent en

Afrigue, au Brésil, en Europe, au Moyen-Orient, ainsi qu'en Amérique du Nord.

e o
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~ Northem Peru ¥ . Wild Ecuador-
2. ~ Northern Peru

Figure 2 : A-Distribution de P. vulgaris L. ; B-Centre d’origine et diversification. (Beebe et
al., 2000)
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(B) La domestication des pools génétiques des Andes et des Amérindiens moyens
conduit & quatre races dans le Moyen-Ameériques et a trois races parmi le pool de géenes
andins. L'introgression entre les génotypes représentant les différentes races est montree
(adapté de Beebe et al. (2000)).

2.2.3 Classes commerciales du haricot :

Deux classes commerciales majeures du haricot sont cultivées : les haricots verts et les
haricots secs. Les cultivars de haricot vert possédent un mésocarpe épais et succulent avec peu
ou pas de fibres dans le peéricarpe, elles sont consommées comme légumes frais. Ces cultivars
sont souvent classés sur la base de la forme, la couleur et la taille des gousses et présentent
une large variabilité liée a leurs caractéres d’adaptation (FAO, 2009).

De méme, une variabilité importante des caracteres phénotypiques, du calibre, de la
forme et de la couleur des graines a été observee chez les cultivars du haricot sec. La majeure

partie de la production et de la consommation du haricot, a I’échelle mondiale, est représentée

par les haricots secs (FAO, 2009).

2.2.4 Laculture du haricot commun et des Iégumineuses en Algérie :

La culture des légumineuses en Algérie reste marginale, en effet la superficie actuelle
affectée aux légumineuses est de 85.000 ha et ne permet de produire qu’environ un (1) million
quintaux (gx) de Iégumes secs toutes especes confondues (feves, pois, haricots, pois chiches
et lentilles), soit 35% des besoins du pays. La superficie totale cultivée concerne 3.565
hectares consacrée a la féve, 862 ha pour les lentilles, 20 ha pour les petits pois, et de 1.430
ha pour les pois chiches (Belaid, 2018). En 2014 la superficie consacrée aux haricots secs
était de 1.633 ha produisant 13 429 gx alors qu’elle était de 11 456 ha pour les haricots verts
avec une production de 795695 gx (Direction des Statistiques Agricoles et des Systémes
d'Information, 2014). Actuellement, le pays importe de grandes quantités de pois chiches et de
lentilles auxquels s'ajoutent les haricots secs lesquels sont importés pour plus de 80 millions

de dollars annuellement (Belaid, 2018).

2.2.5 Lanutrition azotée chez le haricot :

La nutrition azotée du haricot est assurée de deux fagons comme pour la plupart des
légumineuses : par assimilation des nitrates du sol par la nitrate-réductase de la plante soit par
fixation biologique d'azote atmosphérique : la nitrogénase de la bactérie. Ces deux processus
sont complémentaires au cours du cycle de croissance de la plante. La nitrate-réductase

intervient essentiellement avant la floraison et la nitrogénase prend la reléeve de deux a trois
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semaine apres celle-ci suivant les variétés (Franco et al., 1979) et se poursuit jusqu'au début
de la formation des gousses. Une deuxiéme période d'activité maximale de la nitrate-réductase
peut apparaitre apres la formation des gousses et les deux processus peuvent étre
complémentaires. L'activité nitrogénasique suit une courbe de croissance exponentielle elle
est maximale pendant la période de floraison et diminue pendant le remplissage des gousses.
Obaton et al., (1982) ont démontré qu'au champ c'est essentiellement I'assimilation du nitrate
présent dans le sol qui prédomine au début du cycle tandis que la fixation d'azote

atmosphérique intervient au dernier stade.

2.2.6 Les antioxydants naturels dans le haricot :

De nombreuses études ont révélé une forte concentration d'antioxydants dans
différentes variétés de haricot commun. Les antioxydants dans le haricot commun sont
principalement concentrés dans les téguments. Les teneurs en composés phénoliques totaux
de I’enveloppe, des graines entiéres et décortiquees ont été calculées, et se situaient entre 0,6
et 78,2 mg d'équivalent catéchine par gramme d'échantillon (Cardador-Martinez et al., 2002).
Les enveloppes des graines du haricot semblaient avoir une teneur en composés phénoliques
et une activité anti-oxydante beaucoup plus élevées par rapport au haricot entier
correspondant. Par exemple, I’enveloppe séparée manuellement contenait 37 fois plus de
phénol que la farine du haricot entier et le haricot décortiqué (Oomah et al., 2010 ; Cardador-
Martinez et al., 2002).

OH
Anthocyanidins

Flavonols

Pelargonidin (M™ 2711 R \=R.=R:=H
Kaemplerol: R=R =R=H Cyunidin (M* 287 R =0H., R:=R.=H
Ouercetin: B=R.=H, B,=0H [Delphimidin (M™ 30101 Bj=R.=0H, R:=H
Myriceting R=H, R,=FK.=0H Petunidin (M* 317) R,=0Me, B:=R:=H

Malvidin (M* 3315 Ri=0Me, R:=Me. Ri=H
Glyveosylated Ravonoids

Anthocyanins
The 3-0r-alvensides of kasmptenol.
quercetin and myricetin Their 3-trglucoside or 35000 diglucoside

Figure 3 : Structure des flavonols et des anthocyanes (Oomabh et al., 2010 ; Cardador-Martinez
etal., 2002)
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La plupart des antioxydants du haricot commun sont des composés phénoliques,
notamment la quercétine, le kaempférol, les flavonols, la daidzéine, les anthocyanes et les
tanins (Akond et al., 2011). La teneur en quercétine et en kaempférol dans le haricot entier
varie respectivement de 6,9 a 23,5 ug / g et de 13,8 a 204 g/ g de haricot (Diaz-Batalla et al.,
2006). Quatre acides phénoliques ont également été détectés dans le haricot commun,
notamment l'acide p-hydroxybenzoique, I'acide vanillique, lI'acide p-cmarmarique et l'acide
férulique, l'acide férulique étant prédominant, allant de 17 a 36 pug / g de haricot. La teneur en
anthocyanes et en polyphénols varie selon les différents génotypes de haricot commun, ce qui

correspond aux divers degrés d'activité antioxydante (Akond et al., 2011), (Figure 3).

2.2.7 Les effets des antioxydants sur la santeé :

Les molécules bioactives entrainent une variété d'effets bénéfiques sur la santé. Les
tanins, que I'on trouve principalement dans les haricots de couleur rouge, sont des composés
polyphénoliques ayant diverses activités bioactives telles que les fonctions anti-
inflammatoires, antiprolifératives et antimicrobiennes. 1ls sont reconnus comme des
antioxydants ayant une capacité de piégeage des radicaux libres, une activité de chélation des
métaux et une capacité a inhiber la peroxydation des lipides et les enzymes pro-oxydantes
(Koleckar et al., 2008). Les anthocyanes, une autre classe d'antioxydants trouvée dans les
haricots, sont des pigments qui non seulement colorent les haricots, mais possedent également
des propriétés anti-oxydantes qui ont des effets bénéfiques pour la santé telles que les
fonctions anti-cancérigenes et anti-inflammatoires et la prévention des maladies
cardiovasculaires (He and Giusti, 2010). Les flavonols présents dans les haricots ont démontré
un effet antioxydant ainsi qu'un effet de protection contre les maladies chroniques comme les

maladies vasculaires et certains cancers (Nothlings et al., 2007).

3. Lavariabilité génétique des plantes :

3.1 Sources de diversité génétique :

Une nouvelle diversité est ajoutée aux populations par la mutation (l'origine de toute
la diversité génétique) et la migration des génes d'autres populations. De nouvelles
combinaisons d'alléles sont formées par recombinaison. Les mutations ajoutent tres lentement
la diversité génétique aux populations et se propagent généralement lentement a travers la
population et vers d'autres populations. Le taux de propagation est influencé par le taux de
reproduction, la nature de la dispersion des graines et du pollen, et si la mutation est affectée
par la selection (par exemple, si elle a ou non une valeur adaptative). Dans tous les cas, il faut

plusieurs générations pour avoir une fréquence appréciable de la mutation, ce qui se traduit
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par des périodes extrémement longues, en effet les temps de régénération sont trés longs.
Etant donné les temps potentiellement longs pour introduire des niveaux significatifs de
nouvelle diversité génétique, toutes les influences qui augmentent le taux de pertes autrement
naturelles de diversité génétique (par exemple, par sélection naturelle) peuvent provoquer une
perte nette de diversité génétique (Ahuja and Jain, 2015).

3.1.1 Les mutations :

Les mutations peuvent avoir des effets positifs, neutres ou déléteres pour les individus
et les populations. Les mutations bénéfiques sont celles qui, d'une maniere ou d'une autre,
améliorent la survie ou la capacité de reproduction. Les espéces végeétales qui sont en grande
partie consanguines présentent également des alléles délétéeres, généralement de faible niveau.
La somme des effets de réduction de la morphologie de ces mutations délétéres est appelée
charge génétique ou de mutation. Ainsi, méme dans les conditions naturelles, il existe une

diversité génétique indésirable ou non bénéfique pour I'espéce (Crow, 1993).

3.1.2 La manipulation de la diversité génétique :

Bien que la source ultime de la diversité génétique soit la mutation, une nouvelle
diversité genétique peut étre introduite dans une population par des moyens naturels tels que
la dispersion des graines et la pollinisation ou par des introductions artificielles telle que la
transplantation. Le premier se produit habituellement lentement et les nouveaux alleles
seraient normalement en basse fréquence, au moins initialement. Ce dernier peut se produire
rapidement et peut changer radicalement la composition génétique. Selon le contexte la
diversité génétique introduite dans les populations des plantes peut étre bénéfique ou
préjudiciable. Certains facteurs déterminants sont: la quantité de la diversité génétique
restante dans la population résidente, les différences génétiques entre les plantes résidentes et
introduites, et le systéme de reproduction des deux populations (Ahuja and Jain, 2015).

3.2 La diversité génétique en agriculture :
La diversité génétique dans les cultures agricoles peut étre subdivisée en deux
catégories :

» Ladiversite planifiee : c’est la diversité genétique parmi les especes des plantes
cultivées (Vandermeer et al., 1998). Ces ressources sont a la base de la production
agricole.

» Ladiversité associée : c’est la diversité entre les espéces végeétales présente dans les

écosystemes agricoles (Biala et al., 2005).
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Par conséquent, les prairies et les paturages, occupent une position intermédiaire. lls
sont bien exploités, au sens agricole du terme, mais leur diversité génétique n’est influencée
par les agriculteurs qu’au début de I’exploitation. Par la suite, cette diversité est influencée de
fagon prépondérante par 1’environnement (exemple de stress biotique et abiotique) et par ce
mode d’exploitation. Une forte intensité d’exploitation peut exercer des effets négatifs sur la
diversité génétique. La diversité génétique, la variété des genes et des alléles a I'intérieur d'une
espece, définissent I'élément de base de la biodiversité. C'est une condition essentielle pour la

productivité et la durabilité des systémes de production agricole (Peter-Schmid et al., 2008).

3.3 Ladiversité génétique chez le haricot :

3.3.1 Les pools génétiques mésoameéricains et andins en Afrique :

En Afrique, les pools géniques Mésoameéricains et Andins sont a peu pres égaux en
fréquence (Blair et al., 2010). Cependant, il existe des différences frappantes entre différents
pays au Kenya (Asfaw et al., 2009), I’Afrique de 1’est et I’Afrique australe (Gepts and Bliss,
1988), le type Andin est le plus fréquent, tandis qu'en Ethiopie (Asfaw et al., 2009) et en
Afrigque centrale (Blair et al., 2010), le type Mésoaméricain prédomine. Fait intéressant,
I'étude d'Asfaw et al., (2009) ont révélé qu'a quelques exceptions pres, le regroupement des
accessions était basé sur le pays d'origine (Kenya ou Ethiopie), avec des séquences
flanquantes globales entre les pays de 0,06 (P <0,001). En particulier, la divergence est
beaucoup plus grande pour les génotypes Andins que pour le Mésoaméricain (séquences
flanquantes = 0,34 et 0,04 respectivement, P <0,001). Cela suggere qu'il existe au Kenya et en
Ethiopie des réseaux semenciers (et peut-étre sociaux) au moins partiellement indépendants,
sans fort échange transnational des semences de ces haricots. Une autre raison de la
divergence entre le germoplasme kényan et éthiopien pourrait provenir de différents
agriculteurs, les préférences de sélection, selon I'adaptation écologique, la valeur culinaire et
I'orientation du marché (Asfaw et al., 2009). La prédominance des types Mésoaméricains en
Afrique centrale a été attribuée a plusieurs raisons: l'augmentation récente de la pourriture des
racines, a laquelle les haricots Andins sont moins résistants (en particulier les types
déterminés); le rendement plus élevé par plante qui peut souvent étre obtenu a partir des
génotypes Mésoaméricains; et l'apport de matériel génétique provenant de programmes
nationaux (Blair et al., 2010).

3.3.2 Lavariabilité génétique du haricot :
La variabilité génétique des variétés de haricot commun cultivé est considéréee comme

plus faible que celle des variétés sauvages en raison d'un goulot d'étranglement génétique et
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d'un effet fondateur lors de la domestication des cultures, ce qui réduit les possibilités de gains
génétiques sur les programmes de sélection (Gepts, 1988) ; puisque les progénitures sauvages
sont la base des cultivars modernes, I'élucidation et la compréhension de la structure de la
diversité genétique dans le pool génétique du haricot sont essentielles pour élargir la base
génétique des cultivars afin de soutenir les programmes de sélection (Singh, 2001). Les études
sur les processus de domestication et d'organisation de la variabilité génétique du haricot
commun ont d'abord été basées sur des traits morphologiques et des marqueurs biochimiques.

A la fin des années 1980, suite a la création de la méthode PCR, un certain nombre de
technologies de marqueurs moléculaires ont été développées. Dans les années 1990, avec les
progrés émergents des techniques de I'ADN, associés a la réduction des codts et & une plus
grande accessibilité aux approches moléculaires, le nombre de marqueurs moléculaires
disponibles est devenu illimité, rendant possible I'étude des différents aspects de la structure
génétique des cultures et la construction de cartes génétiques plus informatives et
représentatives. La caractérisation de la diversité génétique des accessions de haricot
communs a partir de pools génétiques divergents a l'aide des marqueurs moléculaires a permis
de déterminer les mécanismes d'origine et d'évolution, d'étudier les effets des processus de
domestication sur la réduction de la diversité génétique et permettre une gestion et une
exploitation efficace du germoplasme. Sur la base de diverses classes de marqueurs
moléculaires, qui explorent la variation génomique, des études de la structure génétique entre
et au sein de pools génétiques d'une collection de P. vulgaris sauvages ont montré que les
accessions sauvages de P. vulgaris se regroupent clairement en Andins, Mésoaméricains et
intermédiaires pools génétiques (Freyre et al., 1996). Plusieurs études ont montré la diversité
de P. vulgaris et la région d'origine la plus probable de son pool génétique (Kwak et al., 2009,
Blair et al., 2010), le niveau de diversité génétique et l'origine des haricots cultivés et
sauvages Andins, le niveau et la direction du flux genétique entre les populations de haricot
sauvages et domestiqués et I'analyse de la variabilité qui a permis de conclure aux niveaux
élevés de variabilité des échantillons sauvages regroupés en fonction de leur distribution
géographique et les variétés locales en fonction de leurs descripteurs morpho-botaniques
(Papa et al., 2005).

3.4 Les approches de la diversité moléculaire :
3.4.1 Les marqueurs moléculaires pour I'étude de la diversité genétique :
La valeur phénotypique d’un individu dépend du génotype mais aussi des conditions

environnementales dans lesquelles se trouve ce dernier. La génétique quantitative a permis de
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modeliser la transmission génétique des caractéres ayant une distribution quantitative.
L’utilisation des marqueurs moléculaires liés aux facteurs génétiques controlant 1’expression
des caractéres d’intérét (résistance aux maladies, aux contraintes environnementales), et le
développement des cartes génétiques a tres haute densité permettent d’accéder a plusieurs
informations : le nombre et 1’effet des génes intervenant dans 1’expression d’un caractere, leur
localisation sur les chromosomes et leur mode d’action. Un marqueur moléculaire est un locus
génétique qui renseigne sur le génotype de 1’individu ou sur le génotype des locus voisins. Il
existe plusieurs types de marqueurs, que I’on peut classer en fonction du polymorphisme
qu’ils détectent a savoir les marqueurs morphologiques, les marqueurs biochimiques et les
marqueurs moléculaires (Blair et al., 2006)

Acosta-Gallegos et al., (2007) ont décrit l'utilisation de la diversité génétique du
germoplasme sauvage des haricots communs dans les programmes de pré-sélection comme un
moyen précieux de récupérer la perte de diversité a travers la recherche dalleles
potentiellement favorables chez les ancétres sauvages, en vue du développement de nouveaux
cultivars présentant une plus grande diversité génétique et plus de résistance aux stress
biotiques et abiotiques ; cette diversité génétique sera quantifiée notamment grace aux

marqueurs moléculaires.

3.4.2 La cartographie génétique (genetic linkage map) de P. vulgaris :

Des cartes de liaison (genetic linkage map) importantes ont été développées, ce qui a
permis des avancées significatives dans la connaissance de la structure et de I'organisation du
génome de P. vulgaris. La premiére carte génétique des haricots communs, qui intégrait une
classe diversifiée de marqueurs moléculaires, a été nommée «Florida map» et était basée sur
le polymorphisme de longueur des fragments de restriction (RFLP), l'isozyme et les
marqueurs polymorphes amplifiés. (Vallejos et al., 1992). Plus tard, Nodari et al. (1993a, b)
ont développé des cartes de liaisons dérivées du croisement entre la lignée BAT93 et le
cultivar Jalo EEP558, désignées comme population «BJ», englobant un grand nombre de
marqueurs RFLP et RAPD.

Dans une étude suivante, Adam-Blondon et al., (1994) ont construit la "Paris map",
également basée sur les marqueurs RFLP et RAPD. Afin d'aligner ces cartes, une carte de
liaison de base a été établie dans la population BJ consanguine recombinante avec une
longueur totale de 1226 cM et elle comprenait un grand nombre de marqueurs (Freyre et al.,
1998), suivi de I'assignation du premier ensemble des marqueurs microsatellites co-dominants

dans une carte de liaison moléculaire de P. vulgaris (Yu et al., 2000).
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3.4.3 Lacartographie de liaison par les microsatellites et les SNPs :

Un nouvel ensemble important de marqueurs microsatellites a commencé a étre
intégré dans les cartes de liaison des haricots communs (Blair et al., 2003, 2006a), ce qui a
abouti a une carte basée exclusivement sur les marqueurs microsatellites cartographiés dans la
population BJ. La correspondance entre les groupes de liaison et les chromosomes a été
établie et adaptée par Grisi et al., (2007). Récemment, une nouvelle version élargie de la carte
de liaison centrale utilisant également la population BJ a été publiée, qui comprenait des
marqueurs avec une fonction génétique putative (Hanai et al., 2009). Actuellement, des
marqueurs génétiques a base de polymorphisme du nucléotide simple (SNP) sont utilisés pour
créer des cartes de liaison génétique denses. De plus, les SNPs peuvent fournir des marqueurs
génétiques pour identifier les génes candidats associés aux loci des caracteres quantitatifs
(QTL). Le premier rapport de cartographie SNP chez P. vulgaris a été décrit par Galeano et
al., (2009), qui a place un total de 118 nouveaux locus marqueurs dans une carte moléculaire
intégrée.

3.5 Les microsatellites :

Les microsatellites (1 a 10 nucléotides) et les minisatellites (> 10 nucléotides) sont des
sous-catégories de répétitions en tandem (TR) qui, ensemble avec les répétitions intercalées
prédominantes (ou restes d'éléments transposables), constituent des régions génomiques
répétitives. Les TRs sont évolutifs en raison de leur instabilité. Ils muent a des vitesses
comprises entre 103 et 106 par génération de cellules, c'est-a-dire jusqu'a 10 ordres de
grandeur supérieurs aux mutations ponctuelles (Gemayel et al., 2012).

Les microsatellites, répétitions de sequences simples (SSRs), répétitions en tandem
courtes (STRs) et polymorphismes de longueur de séquence simple (SSLP) sont trouvés chez
les procaryotes et les eucaryotes. Ils sont largement répartis dans tout le génome, en
particulier dans I'euchromatine des eucaryotes, et dans I'ADN nucléaire et organellaire codant

et non codant (Pérez-Jiménez et al., 2013; Phumichai et al., 2015).

3.5.1 Les applications des microsatellites :

Les SSRs ont été les marqueurs les plus largement utilisés dans les génotypes au cours
des vingt dernieres annees, car ils sont hautement informatifs, co-dominants, marqueurs
génétiques multi-alléles reproductibles expérimentalement et transférables entre espéces
apparentées (Mason, 2015). En particulier, les SSRs sont utiles pour les espéces sauvages (1)
dans les études de diversité mesurées sur la base de la distance génétique; (2) estimer le flux

de geénes et les taux de croisement; et (3) dans les études évolutives, surtout pour deduire les
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relations génetiques infraspécifiques. D'un autre c6té, pour les plantes cultivees, les SSRs sont
couramment utilisés pour (1) construire des cartes de liaison; (2) cartographie des locus
impliqués dans les caractéres quantitatifs (QTL); (3) estimer le degré de parenté entre les
génotypes en utilisant une sélection assistée par marqueur; et (4) la définition des empreintes
génétiques des cultivars (Kalia et al., 2011).

Les SSRs ont été particulierement utiles pour générer des cartes intégrées des espéces
veégétales dans lesquelles les familles biparentales sont utilisees pour construire des cartes de
liaison (Souza et al., 2013; Pereira et al., 2013); des cartes géenétiques, physiques et basées sur
des séquences, fournissant aux sélectionneurs et aux généticiens un outil pour lier les

variations phénotypiques et génotypiques (Hayward et al., 2015).

Sample A- 3 repeats
Fluorescent
labeled primer | CTT (tri-nucleotide) microsatellite and flanking region I

.CCGGCAATTGGCT ERlnEERERESENN A TGCC TTT...
.GGCCGTTAACCGA |[GAAGAA-GAATACGGAAA..
%

Fluorescent
labeled primer

Sample B- 4 repeats

Fluorescent
labeled primer CTT (tri-nucleotide) microsatellite and flanking region ‘
+.CCGGCAATTGGCT TT-CTT-CTT-CT ATGEE TT T
.GGCCGTTAACCGA|GAAGAA-GAA-GAATACGGAAA..
%
Capillary-based Fluorescent
genetic analysis labeled primer

100 200
I L 1

6000 1~
4000 T

2000 K\

0

Figure 4 : Représentation d'un microsatellite et d'une région flanquante CTT (tri-
nucléotide) et méthode de détection. Les fléches indiquent les positions des amorces de PCR.

Deux variantes de longueur sont montrées (A et B) (Souza et al., 2013; Pereira et al., 2013).

Ces marqueurs sont extrémement utiles dans les études de la structure de la
population, de la cartographie génétique et des processus évolutifs. Les SSRs avec des
répétitions de nucléotides de 3 a 5 nucléotides de long sont préférés dans I'analyse médico-
légale et parentale. 1l convient de noter qu'un certain nombre d'algorithmes de recherche SSRs
ont été développés, y compris TRF (Tandem Repeats Finder) (Benson, 1999), SSRIT
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(Temnykh et al., 2001), MISA (Thiel et al., 2003), SSRFinder (Gao et al., 2013), TROLL
(Castelo et al., 2002) et SciRoKo (Kofler et al., 2007).

3.6 Le polymorphisme d'un seul nucléotide (SNP, single-nucleotide

polymorphism) :

Le polymorphisme mononucléotidique est une variation de la séquence d'ADN qui se
produit lorsqu'un seul nucléotide (A, T, G ou C) differe parmi les membres d'une espéce. Le
SNP est le systeme de marqueur le plus abondant a la fois dans le génome des animaux et des
veégétaux et a recemment émergé comme marqueurs moléculaires de nouvelle génération pour
diverses applications. Etant binaires ou co-dominants, ils sont capables de discriminer

efficacement les alléles homozygotes et hétérozygotes (Foster et al., 2010).

3.6.1 Intéréts des SNPs :

Contrairement aux microsatellites, leur puissance ne provient pas du nombre d'alléles
mais du grand nombre de locus pouvant étre évalués (Foster et al., 2010). Une fois que les
rares SNPs sont découverts dans une espéce a faible diversité, le pouvoir de discrimination de
la population génétique peut étre équivalent au méme nombre de locus dans une espéce
génétiquement diverse. La nature plus évolutive conservée des SNPs les rend moins sujets au
probleme de I'homoplasie (Brumfield et al., 2003). Plus important encore, les SNPs se prétent
a une automatisation a haut débit, permettant un génotypage rapide et efficace d'un grand

nombre d'échantillons (Tsuchihashi and Dracopoli, 2002).

3.6.2 La Conception des SNPs :

Chez les plantes, les SNPs peuvent étre congus a partir des ESTs (Goémez and Maloo,
2009) et du pyro-séquencage simple brin. Une méthode d'analyse du génome a haut débit
appelée diversity array technology (DArT), basée sur la plateforme des puces a ADN, elle a
été développée pour l'analyse du polymorphisme de I'ADN végétal. van Eijk et al., (2004a,b)
ont décrit une nouvelle technique de génotypage des SNPs, SNPWave. Les réseaux de SNP a
base de puce utilisent des milliers de sondes oligonucléotidiques attachées a une surface
solide (par exemple du verre, une plaquette de silicium) permettant d'interroger
simultanément un grand nombre de SNPs. Le kit ABI PRISM SNaPhot Multiplex est congu
pour interroger jusqu'a dix polymorphismes mononucléotidiques des emplacements connus
sur un a dix modeles d’ADN dans un seul tube. Le principe de base des SNPs et du procédé de
détection est illustré sur la figure 5. En bref, le protocole comprend la préparation des

réactions d'échantillons en utilisant un modéle et une amorce, en réalisant des réactions
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SNaPhot par cycle thermique et en conduisant un traitement post-extension des produits.
Ensuite, I'électrophorese automatisée des échantillons et enfin, I'analyse des données (Gomez
and Maloo, 2009).

Organism1. 5-AAGG TCTT AACC TATT AAC GGA-3
3- TTCCAGAA TTGG ATAA TTG CCT-5%

SNP
Organism 2. 5-AAGG TCTT AACC TATT AAC GGA- 3
A

3- TTCCAGAA TTGG ATAA TTG CCT-5
Primeranneal
G ATAA TTG
5-AAGG TCTT AACC TATT AAC C_ GGA-3 «—
ddGTP SNP
Fluorescently | ygctp Extention of the primer by one nucleotide
labeled ddNTPs |dduTp (addition of a single ddNTP to its 3" end)

ddATP

TTGG ATAA TTG G
5-AAGG TCTT AACC TATT AAC C GGA-3

@Electrophoresis

Figure 5 : Organigramme montrant le principe de base de la méthode SNP.
(Gémez and Maloo, 2009).
3.6.3 Les applications des SNPs :

Les SNPs sont capables de déterminer la diversité génétique des plantes, en particulier
chez les espéces ayant une diversité génétique limitée. Récemment, un test d'extension
d'amorce nucléotidique (SNUPE) ciblant le géne gyrB a été développé pour identifier les
bactéries appartenant au complexe Burkholderia cepacia, qui sont trés difficiles a identifier en
utilisant des techniques phénotypiques et moléculaires couramment utilisées. Une nouvelle
technique basée sur les SNPs a permis de détecter et de distinguer avec succes des variations
génetiques spécifiques, elle est efficacement appliquée au diagnostic médical de routine
puisqu'elle permet d'analyser régulierement de nombreux échantillons en peu de temps (Ferri
et al., 2010). Des approches similaires doivent étre utilisées chez les plantes difficiles a

discriminer pour un faible niveau de diversité génétique.
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3.7 Les QTLs pour d’importants traits d’intérét de production :
3.7.1 Les conditions d’application :

En utilisant la descendance d’un croisement entre deux parents phénotypiquement
différents, on peut construire une carte génétique, qui est fondamentale pour préciser la
position d’un QTL. Différents types de descendances peuvent étre utilisés comme la
génération F2. Les individus de la population étudiée doivent donc étre phénotypés et
génotypés a 1’aide d’un grand nombre de marqueurs génétiques. Les parents de la population
étudiée doivent étre polymorphes au niveau du caractére d’intérét mais aussi au niveau
génétique afin de pouvoir suivre la ségrégation des marqueurs moléculaires (Blair et al.,
2006b).

Les recombinaisons, qui ont eu lieu durant les différentes méioses subies par les
descendants en ségrégation, peuvent étre détectés et on peut alors construire une carte
génétique. Le nombre de ces évenements entre deux marqueurs est transformé en distance
génétique additive. Le caractére d’intérét est alors mesuré sur I’ensemble de la population,
dans plusieurs environnements et durant plusieurs années, afin de prendre en compte la

variation environnementale dans la recherche des QTLs (Blair et al., 2006b).

3.7.2 Lacartographie des QTLs chez le P. vulgaris :

Suite a la construction des cartes de liaison, les régions génomiques impliquées dans le
contrdle des caracteres héréditaires simples et complexes sont en cours d'identification. Les
QTLs pour les caracteres importants ont été localisés dans le genre Phaseolus en utilisant une
variété de classe de marqueurs moléculaires et plusieurs types de populations en ségrégation.
Les approches expérimentales utilisées ont été efficaces pour identifier les régions
génomiques qui ont un effet significatif sur I'expression des QTLs, fournissant des
informations sur le nombre et I'ampleur des effets des genes contrdlant les proportions de la
variation totale, soumis a un effet environnemental prononcé et dépend du contexte génétique.
(Cichy et al., 2009Db).

La plupart des caracteres ciblés sont lies a des mesures agronomigquement pertinentes
pour les programmes de sélection et peuvent étre considérés comme des traits utiles dans le
processus de sélection pour identifier les lignées avec des phénotypes souhaitables
contribuant a l'augmentation de I'efficacité des programmes de reproduction du haricot
commun. Les QTLs pour les caracteres complexes ont été identifiés a partir des parents

sauvages et des variétés locales de haricot commun car ils fournissent une grande variation
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des alleles naturels pour la cartographie QTL et sont utilisés pour I'amélioration des cultures.
(Hanemann et al., 2009).

3.7.2.1 L’identification des QTLs :

Koinange et al., (1996) ont été les premiers a cartographier des QTLs en utilisant une
population consanguine recombinante résultant d'un croisement entre un haricot sauvage et un
haricot cultivé utilisant des marqueurs moléculaires. Dans ce rapport, les caracteres liés au
syndrome de domestication chez le haricot ont été évalués, et les QTLs avec des effets
importants (> 25-30%) liés aux habitudes de croissance et a la phénologie, a la dispersion des
graines et a la dormance ont été identifiés et le génome représentant la composante
substantielle de la variance phénotypique (> 40-50%) a été détecté.

Dans les études subséquentes, les QTLs liés au rendement, y compris les jours de
floraison, le poids des graines, le nombre de graines par gousse et les caractéristiques
architecturales ont été déterminés par I'analyse avancée du QTL de rétrocroisement (Blair et
al., 2006b). Plus récemment, les caracteres liés a I'habitude de croissance, tels que la hauteur
de la plante, la longueur des entrenceuds et le nombre de branches par plante, ont été analysés
par cartographie QTL (Checa et Blair, 2008). Parmi les facteurs qui affectent le rendement
des cultures, les caracteristiques des racines jouent un réle majeur en raison de la possibilité

d'augmenter l'efficacité pour extraire et absorber I'eau et les nutriments de I'environnement.

3.7.2.2 Des QTLs pour la tolérance aux stresses :

L'analyse QTL des caractéristiques de I'architecture racinaire a permis d'établir une
corrélation avec la tolérance du sol minéral. Beebe et al., (2006) ont été les premiers a mener
de telles études, suivis par Ochoa et al., (2006), qui ont cartographié les QTLs de formation de
racines adventives sous des concentrations contrastées de phosphore dans le sol. Plus
récemment, une étude localisant les QTLs pour les caractéres d'architecture racinaire sous
faible tolérance au phosphore dans une population de haricots andins a été décrite (Cichy et
al., 2009a).

3.7.2.3 Les limites de la cartographie des QTLs :

Plusieurs études ont décrit des QTLs controlant différents traits comme étant
cartographiés dans les mémes régions chromosomiques. Cependant, si ces analyses sont
basées sur des cartes de liaison a basse résolution, il ne sera pas possible de déterminer si les
traits sont contr6lés par des éléments génétiques uniques qui présentent des effets
pléiotropiques (Se dit d'un géne ou d'une protéine dont les rdles sont multiples, qui influence

la formation ou l'apparence de multiples traits), ou s'ils contiennent plusieurs génes
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étroitement liés. Le chevauchement des QTLs a été largement décrit, par exemple, des QTLs
pour des concentrations accrues de différents micronutriments (Fe et Zn) co-localisés
montrant une corrélation positive sans interaction avec l'environnement rapportée dans une
population de haricots andins (Cichy et al. 2009b). Seule la cartographie fine sur les régions
génomiques cibles a été utile pour répondre a ces questions (Hanemann et al., 2009) (Figure
6).

Figure 6 : Carte de liaison moléculaire du haricot commun. A la droite de chaque groupe de

liaison se trouvent des marqueurs AFLP (nom en gras et commencant par A) et des marqueurs de cadre
préalablement cartographiés (Freyre et al., 1998). A gauche, les traits phénotypiques se situent & proximité des
marqueurs AFLP: traits de domestication (rectangles) et autres traits (ovales). Les distances génétiques sont
dans les unités cartographiques de Kosambi. Principaux génes (italiques) ou QTL (majuscules): bc-3, résistance
du virus de la mosaique commune du haricot; CBB, résistance commune au mildiou bactérien; Co-2 et Co-7,
résistance a I'anthracnose; DF, jours de floraison; DM, jours jusqu'a maturité; DO, dormance; fin,
détermination; G, la couleur des graines; HlI, indice de récolte; L5, longueur du cinquiéme internode; NM,
nombre de neuds sur la tige principale; NN, nombre de nodules de Rhizobium,; NP, nombre de gousses; PL,

longueur de la gousse; Ppd, sensibilité a la photopériode; PD, sensibilité a la photopériode; Poids de la graine
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SW DOM, identifié en croisement avec le haricot sauvage; SW ND poids de la graine, identifié en croisement

entre les cultivars; V, couleur des fleurs et des graines. (Freyre et al., 1998).

Cependant, en ce qui concerne toutes les recherches expérimentales sur les QTLS qui
ont été menees au fil des ans, seuls quelques QTLs liés aux mémes caractéres ont eté
cartographiés a des endroits communs dans les cartes de liaison. Cela est di en partie aux
différentes populations de cartographie utilisées, aux interactions liées aux différents
antécédents génétiques des génotypes, a l'effet environnemental sur le caractére, aux
limitations dues a I'alignement incomplet des groupes de liaisons entre les études et au niveau
réduit du contenu d'information des marqueurs utilisés pour les analyses de liaison
(Hanemann et al., 2009).

L'utilisation croissante de marqueurs co-dominants largement distribués a travers le
génome et leur potentiel de transfert entre différents génotypes, comme les microsatellites,
représente une perspective accommodante pour [I'établissement de cartes de liaison
consolidées, et rend les analyses de cartographie QTL utiles parmi différents groupes de
recherche. Actuellement, ces études ont fourni un apercu du contréle génétique de plusieurs
caracteres importants sur le plan agronomique chez les haricots communs et représentent un
premier pas vers la selection assistée par marqueurs pour les caractéres complexes
(Hanemann et al., 2009).

4. Les applications de la théorie génétique quantitative dans I'amélioration des
plantes :

4.1 Le concept de I’aptitude a la combinaison appliqué aux lignées pures :

La qualité génétiqgue d'un génotype apparait souvent mediocrement a partir du
phénotype de la ou des plantes représentatives du génotype, notamment lorsque le génotype
est représenté par une seule plante ou quelques plantes. Une maniére alternative d'évaluer la
qualité génétique du génotype consiste a évaluer la descendance obtenue a partir de celui-ci.
En effet, dans les cultures a fécondation croisée, I'application de la sélection basée sur le test
de descendance est assez courante. Les génotypes candidats, représentant une population
génétiquement hétérogene, sont ensuite pollinisés par une population de testeurs produisant
du pollen avec une composition haplotypique diverse. Les genotypes candidats qui produisent
les meilleures descendances sont sélectionnés (Bos and Caligari, 2008).

En ce qui concerne les ensembles de lignes pures, quelque chose de similaire peut étre
appliquée. La qualité génétique d'une lignée pure est ensuite évaluée sur la base de la

descendance obtenue en croisant la lignee avec une population de testeurs (dans le cas present

33



Chapitre 1

constitué d'un ensemble de lignées pures). Cette procédure peut-étre appliquée a une culture
autoféconde mais également & une culture allogame. Cette derniére situation s'applique
lorsqu'on teste des lignées pures dans le but de développer une variété hybride. Les génotypes
candidats produisant la progéniture la plus performante auraient la capacité de combinaison la

plus élevée (Bos and Caligari, 2008).

4.2 Les croisements dialléles :

La conception du croisement des lignes a évaluer peut consister en un croisement
diallele, parfois indiquée comme: un ensemble de croisements dialleles. Dans ce cas, toutes
les N lignes pures sont croisées par paires. Les méthodes les plus fréguemment utilisées dans
I'analyse des dialleles sont les procédures dialleles de Griffing, (1956).

Griffing (1956) a élaboré I'analyse statistique appropriée des données caractérisant les
descendances a partir de quatre conceptions différentes d'un croisement diallele :

» Croisement diallele complet avec les parents (F1, réciproques et parents) : cela inclut les
croisements et les parents. Le nombre total d'entrées a évaluer est égal a P ol P = nombre
de parents.

» Croisement diallele complet sans les parents (Fiet les réciproques) : ceci inclut tous les
croisements simples possibles parmi les P parents dans les deux directions, a savoir les
croisements directes ou réciproques. Le nombre total de croisements simples est égal a P
(P-1).

» Croisement demi-dialléle avec les parents (F1 et parents) : cela inclut les croisements faits
dans une seul direction et les parents. Le nombre total d'entrées a évaluer est égal a P (P +
1)/ 2, ou P = nombre de parents.

» Croisement demi-dialléle sans les parents (F1 seulement) : ceci inclut tous les croisements
simples possibles faits dans une seule direction. Le nombre des croisements est égal a P
(P-1) /2.

Ces quatre méthodes ont été largement utilisées pour étudier les modes d'hérédité de
différents caracteres dans de nombreuses cultures (Moterle et al., 2012; Townsend et al.,
2012). Ces méthodes dialléles de Griffing, (1956) sont généralement utilisées pour des essais
d'une année ou d'un seul endroit. Cependant, des essais multi-environnementaux sont
suggeérés pour produire des informations génétiques plus fiables sur le matériel testé (Zhang
and Kang, 1997). De plus, il a été démontré que les premiéres informations sur le
comportement genétique de ces caracteres peuvent étre obtenues par la méthode du

croisement dialléle (Topal et al., 2004).
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Tableau 3:  Le croisement diallele. L'observation xij caractérisant la descendance Fij obtenue a partir
d'un croisement dialléle complet impliquant les lignées pures P1,...,PN;i,j=1,..., N. Les marges du tableau
fournissent pour chaque parent maternel ainsi que pour le parent paternel la performance moyenne de la

progéniture (Bos and Caligari, 2008).

Paternal parent

P soace 155 e Py
Maternal parent: Py T11 Vaoce S vees ELN T,
Py L1 27 aer Ty foen TN Ei.
Fw ®wm1 ... &Ny ... NN EN-
X1 ceeee g ceeee BN €,

On suppose que les P génotypes candidats sont des lignées pures. lls peuvent étre

désignés par P1, P2,. .., PN. Les descendances peuvent étre codées comme Fij, ou

* i désigne le parent maternel Pi; aveci=1,...,N
* j se référe au parent paternel Pj; avecj=1,..., N

Chaque progéniture peut étre représentée par une seule plante ou par un certain
nombre de plantes qui sont soit cultivées individuellement en tant que plantes randomisées,
soit en tant que parcelles contenant chacune des plantes. L'interprétation génétique
guantitative de l'observation caractérisant la descendance de 1’hybride simple Fij peut donc
aller de «la valeur phénotypique d'une plante unique représentant I'nybride» a «une estimation
précise de la valeur génotypique de I'nybride». Pour cette raison, I'observation sera désignée
par le symbole général xij (Bos and Caligari, 2008).

Si le nombre total de descendances est ingérable ou si le sélectioneur ne parvient pas a
les produire tous, par exemple en raison d'une floraison asynchrone, un croisement dialléle
partiel (ou croisement diallele incomplet) peut étre effectué. Ce croisement dialléle partiel
peut produire des descendances selon un schéma structuré, tel qu'utilisé pour un plan de blocs
incomplet équilibré, ou il peut produire des descendances selon un plan de croisement non
structuré «sauvage». Dans le premier cas, les parents maternels jouent le role des traitements
et les parents paternels le role des blocs incomplets. 1l faut faire attention a la conception d'un

croisement sauvage, car il s'agit d'une conception connectée (Breure and Verdooren, 1995).

4.2.1 L’aptitude générale a la combinaison :
L'importance de I’aptitude a la combinaison en génetique appliquée, y compris la
sélection végétale et animale, ne saurait &tre surestimée. Le concept de I’aptitude générale a la

combinaison (GCA : General Combining Ability) a éte utilisé efficacement dans la culture et
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I'élevage depuis plus de 70 ans (Shikano et al., 2000 ; Wang et al., 2014a). L’aptitude
générale & la combinaison est un outil efficace utilisé dans la sélection des parents en fonction
de la performance de leurs descendances, généralement la F1, mais il a également été utilisé
dans les générations F- et les générations suivantes (Fn). Une valeur de GCA faible, positive
ou négative, montre que la moyenne d'un parent dans le croisement avec l'autre ne varie pas
largement de la moyenne générale des croisements. En revanche, une valeur élevée de GCA
montre que la moyenne parentale est supérieure ou inférieure a la moyenne générale. Cela
indique une forte preuve du flux genétique souhaitable des parents a la progéniture a haute
intensité et représente des informations concernant la concentration des génes a prédominance
additive (Franco et al., 2001).
4.2.1.1 Les interprétations de ’GCA :

Une estimation élevée de GCA indique une héritabilité plus élevée et moins d'effets
environnementaux. Cela peut également entrainer moins d'interactions génétiques et une plus
grande réussite dans la sélection (Chigeza et al., 2014). L'une des principales caractéristiques
du parent élite a effet GCA éleve est sa grande adaptabilité. Un bon parent en performance en
soi ne produit pas nécessairement de meilleurs hybrides lorsqu'il est utilisé en hybridation
(Allard, 1960 ; Shukla and Pandey, 2008). Parallélement, il est également indiqué que I'un des
parents de la pire combinaison pouvait faire la meilleure combinaison si l'autre parent était

sélectionné correctement (Bao et al., 2009).

4.2.2 L’aptitude spécifique a la combinaison :

Dans la détermination de GCA, I’aptitude spécifique a la combinaison SCA (Specific
Combining ability) agit habituellement comme un effet de masquage. En utilisant des testeurs
génétiquement larges ou en augmentant le nombre de testeurs, I'impact de SCA peut étre
diminué. Le choix parental uniqguement sur la base de I'effet SCA a une valeur limitée dans les
programmes de sélection. Par conséquent, I'effet SCA doit étre utilisé en combinaison avec un
hybride de haute performance en soi, des estimations de SCA favorables et impliquant au
moins un parent ayant un GCA élevé (Makanda et al., 2010 ; Joshi et al., 2004).

Des observations de la performance de différents modeéles croisés sur la base de SCA
ont été utilisées pour faire des inférences sur I'action des génes en jeu. Les effets SCA élevés
résultants de croisements ou les deux parents sont de bons combineurs généraux (c'est-a-dire,
bon GCA x bon GCA) peuvent étre attribués a I’additive x action du gene additif (Dey et al.,
2014 ; Verma and Srivastava, 2004). Les effets de SCA élevés dérivés de croisements,

incluant des croisements de bons x parents combinants mediocres (Dey et al., 2014; Verma
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and Srivastava, 2004), peuvent étre attribués aux effets additifs favorables du bon
combinateur general et aux effets épistatiques d'un mauvais combineur général, qui remplit
I'attribut favorable. Les effets SCA élevés se manifestent par des croisements médiocre x
médiocre (Dey et al., 2014, Chigeza et al., 2014) peuvent étre dus a une dominance x
dominance d'interaction génique non-allélique produisant une dominance non-fixable
(Wassimi et al., 1986).

La prédominance des effets non additifs a été rapportée pour I'hérédité du rendement
des gousses et des caracteres apparentés dans l'arachide dans le stress de salinité dans lequel il
y avait des combinaisons croisées avec des effets SCA élevés provenant des parents avec
GCA éleve et faible, et une autre série de croisements avec des effets SCA élevés, provenant
des deux parents avec de bons effets GCA (Azad et al., 2014).

4.2.3 Les applications de I’aptitude générale et spécifique a la combinaison :

Des études de I’aptitude a la combinaison ont été menées dans de nombreuses cultures
allant des céréales, des tubercules aux légumineuses, ce qui indique qu'il s'agit d'un outil
crucial pour la selection végétale. Les effets GCA pour les parents et les effets SCA pour les
croisements ont été estimés dans différentes cultures, comme le blé (Khaled et al., 2013), le
tournesol (Deglene et al., 1999), le riz (Qu et al., 2012), le sorgho (Makanda et al., 2010), le
mais (Dehghanpour and Ehdaie, 2013), le coton (Zeng and Pettigrew, 2015) et le pois chiche
(Bicer and Sakar, 2008). Des analyses intéressantes de la capacité de combinaison ont
récemment été réalisées dans la pasteque (Bahari et al., 2012) et le palmier a huile (Noh et al.,
2012); alors que nous n’avons pas pu trouver dans la littérature des études associant a la fois

le stress salin, le haricot commun et les aptitudes a la combinaison.

4.3 L’importance relative de aptitude a la combinaison :

Différentes méthodes ont été utilisées pour évaluer I'importance relative de GCA et
SCA dans la sélection végétale. La premiére étape consiste a vérifier si GCA et SCA sont
significatifs a P = 0,05 ou a des niveaux de probabilité plus élevés (0,01 ou 0,001 etc.). Si les
deux valeurs GCA et SCA ne sont pas significatives, les effets de génes épistatiques peuvent
jouer un role plus important dans la détermination de ces caracteres (Fehr, 1993).

Le rapport des composantes de la variance de I’aptitude de combinaison (rapport de
prévisibilité) détermine le type d'action du géne impliqué dans I'expression des caractéres et

permet des inférences sur I'allocation optimale des ressources dans I'hybridation:
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26> gca

26°gca + o2sca

Dans lequel c?gca se référe a la variance de la capacité de combinaison générale et o?sca se
réfere a la variance de la capacité de combinaison spécifique. Plus ce rapport est proche de 1,
plus la prédiction de GCA est grande, tandis qu'un ratio inférieur a 1 montre une action de
SCA (Singh et al., 1986; Baker, 1978). Cependant, dans la mesure ou, dans de nombreux cas,
seuls quelques parents sont utilisés dans les croisements, I'importance de GCA et de SCA a
été évaluée en utilisant le rapport de leur somme de carrés a la somme totale des carrés
(Machida et al., 2010).

4.3.1 Les tests précoces :

Les contributions relatives de GCA et de SCA aux croisements peuvent étre utilisées
pour prendre des décisions importantes en sélection végétale. Lorsque les variances GCA
prévalent sur les variances SCA, I'examen précoce des génotypes devient plus efficace et les
hybrides prometteurs peuvent étre reconnus et sélectionnés en fonction de leur prédiction des
effets GCA (Melchinger et al., 1998 ; Smith et al., 2008).

La performance de GCA des lignées relativement plus récentes peut étre prédite en
utilisant un GCA d'une lignée dans une génération précoce (LV et al., 2012) et la raison
scientifique de cette observation est que la GCA est contrdlée par le matériel génétique, qui
est héritable et qui peut étre transmis & la descendance (LV et al., 2012). Cela rend
I'amélioration des cultivars hybrides plus efficace et moins colteuse en réduisant le temps
nécessaire pour cibler les hybrides et en réduisant le nombre de matériaux transportés dans les
programmes de sélection. En présence des composants non additifs, la sélection doit étre
effectuée dans les générations ultérieures lorsque ces impacts sont fixés dans les lignées
homozygotes (Bao et al., 2009 ; Bicer and Sakar, 2008 ; Chigeza et al., 2014)

4.3.2 Ledesign dialléle :

Dans le croisement dialléle, les lignées parentales se croisent dans toutes les
combinaisons possibles (a la fois directes et réciproques) pour reconnaitre les parents comme
meilleurs ou mauvais combineurs généraux par GCA et les combinaisons croisees spécifiques
par SCA. Les conceptions de croisements dialleles complets impliquent des occurrences de
nombres égaux de chacun des différents croisements parmi les lignées consanguines p.
Lorsque p, est grand, ou que les croisements réciproques sont analogues aux croisements

directs, il devient impossible de faire une expérience en utilisant une conception en
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croisement diallele complet. Dans de telles circonstances, des conceptions de croisements

dialléles partiels (un sous-ensemble de croisements) peuvent étre utilisées (Sharma, 2006).

4.4 Les effets de ’aptitude générale et spécifique a la combinaison :

Tous les types dialleles estiment la variation due aux croisements qui est partitionnee
en sources dues a la GCA et la SCA. Ainsi, les différences entre les dialleles sont basées sur
le fait que les parents ou les effets réciproques sont inclus dans le modéle. Les croisements
réciproques estiment la variation due aux effets maternels, qui sont attendus pour certains
caractéres. Un ratio de variance GCA/SCA relativement plus important démontre I'importance
des effets génétiques additifs et un ratio plus faible indique une prédominance des effets des
génes dominants et / ou épistatiques (Christie and Shattuck, 1992). Les effets GCA et SCA
pour les lignées individuelles ne sont calculés que lorsque I'analyse globale montre que les

carrés moyens pour GCA et SCA sont significatifs.

4.5 Importantes considérations pour GCA et la cartographie QTL :

La capacité de prédire des combinaisons génotypiques optimales pour divers objectifs
de sélection végétale sur la base de données génétiques a base moléculaire augmente
remarquablement I'efficacité des programmes de sélection végétale. La premiere tentative
d'utiliser la base génétique derriére I’aptitude de combinaison a été réalisée par Griffing,
(1956). Il a suggéré l'utilisation du modele de croisements dialleles pour répartir la variance
génétique en 5°GCA et 3°SCA et a estimé I'effet GCA.

45.1 La corrélation GCA et QTL pour la population d’étude :

Théoriquement, lorsque GCA est considéré comme un trait, toutes les populations
pour la cartographie QTL peuvent étre appliquées pour cartographier les locus GCA.
Cependant, les populations telles que F2, F2:3 et BCy, se séparent au niveau du génome entier
(sont hétérozygotes dans la plupart des locus) et lorsqu'elles sont utilisées, les observations
répétées ne peuvent pas étre faites au niveau individuel ou bloquer et inhiber la conduction.
Deux voies alternatives sont utilisées pour permettre la détection répétée d'effets non additifs
par la création d'hétérozygotes a partir de populations permanentes: 1) développer des
hétérozygotes par test-cross (TC) ou Backcross (BC) a partir d'une population recombinante
(RIL) (Li et al., 2001; Mei et al., 2005), 2) de générer une population F, par inter-
accouplement entre les RILs (Hua et al., 2003).

Dans la premieére, le génotype d'un hybride est développé a partir des génotypes des

lignées parentales. Les actions géniques peuvent étre jugées particulierement additives ou non
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additives en comparant les QTLs cartographiés dans les RILs et leurs populations hybrides
TC (Mei et al., 2005). Dans les hybrides du backcross, le génotype de chaque hybride est
connu a chaque locus, cependant dans les populations TC, I'homologie entre les alleles des
RIL parentaux et le testeur n'est pas claire. Il est montré qu'un testeur de ligne d'élite non
apparenté est aussi efficace que les testeurs de faible performance associés (Hallauer, 1990).
Frascaroli et al., (2009) ont comparé la détection de QTL sur des descendances test-cross
apparentées et non apparentées et ont conclu que pour les caracteres ayant des effets
dominants, tels que le rendement en grains et le nombre de grains par plante, le testeur le plus
efficace était le testeur mal performant. En revanche, les lignées consanguines non
apparentées étaient plus efficaces pour les caracteres caractérisés par l'action génique additive
dominante, tels que les jours d'excrétion du pollen, la hauteur de la plante, I'humidité du grain

et le poids du grain, que les lignées consanguines apparentées.
45.2 Lacartographie QTL de GCA :

La précision de la mesure GCA des lignées consanguines testées est de la plus haute
importance pour augmenter la puissance de la cartographie QTL de GCA. LV et al., (2012)
ont examiné la faisabilité de la cartographie QTL-GCA et ont rapporté que la cartographie
GCA peut étre réalisée en utilisant diverses populations génétiques, y compris les BCRIL et
les lignées d'introgression (ILs) dans le mais. Sur 69 QTLs identifiés pour le rendement
grainier et les caracteres associés au rendement (38 dans les ILs et 63 dans les populations
test-cross), seuls 9 locus ont été détectés pour GCA sur 5 chromosomes du mais. Leurs
résultats ont montré que le contréle génétique de la GCA est complétement différent de celui
des lignées consanguines. De plus, Qi et al., (2013) ont identifié 56 loci QTLGCA
significatifs pour cing caractéres liés au rendement chez le mais en utilisant un ensemble de
croisements de tests avec des ILs dans différentes conditions environnementales. Ils ont
également trouve une corrélation significative entre le nombre de locus significatif de GCA

dans les ILs et la performance de GCA.

4.5.3 La puissance de détection de QTL :

Les lignées consanguines recombinantes et les doubles haploides (DH) sont
considérées comme des populations utiles pour la cartographie QTL, en raison du niveau
élevé d'homozygotie de chaque individu et de I'hnomogenéité au sein de chaque lignée. Un
niveau élevé d'homozygotie entraine une estimation de 5°GCA supérieure par rapport aux

résultats de ségrégation des populations, tandis que l'interaction « dominance x dominance »
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est supprimée. Par exemple, dans une population RIL, 3GCA devrait étre deux fois plus
élevé que celui d'une population F2:3 (Li et al., 2013)

Une variance génétique plus élevée devrait aboutir a une héritabilité plus élevée, et
donc a une détection QTL plus puissante (Lande and Thompson, 1990). Ce fut le cas dans
I'étude d'Austin et al., (2000,2001), qui ont identifié plus de QTLs dans la population Fe:s que
dans la population F2:3 développés a partir de la méme source. Dans une autre étude de Li et
al., (2013), la puissance de la cartographie QTL pour GCA était classée dans I'ordre de DH
RIL > F> > BC, lorsque I'héritabilité était faible. Dans la descendance test-cross, la variance
de dominance qui influence grandement le phénotype des hybrides est principalement dérivée
de la différence allélique entre la lignée testée et le testeur, et d'une somme d'interactions entre
locus hétérozygotes. De plus, ces variances de dominance vont certainement minimiser la
puissance de l'identification du locus GCA. Li et al., (2013) ont affirmé que la croissance de
la taille de I'échantillon et le sens large de I’héritabilité pourraient augmenter le pouvoir de
détection du QTL pour la GCA. Cependant, la croissance du nombre de testeurs n'a pas pu
augmenter la puissance de détection des QTLs (He et al., 2001; Su et al., 2010). Dans une
étude de He et al., (2001), l'augmentation de la taille de I'échantillon de 100 a 400 a entrainé

une augmentation spectaculaire de la puissance de détection QTL.

4.6 La sélection assistée par marqueurs (MAS) :

La sélection assistée par marqueurs (MAS) a été considérée comme une approche
prometteuse en sélection végétale. La pyramidation réussie des genes désirés associés a la
capacité de combinaison par MAS, aboutissant a une aptitude de combinaison améliorée des
lignées sélectionnées de riz, a éte illustrée par Liu et al., (2004). Dans une étude de Stuber,
(1994) utilisant le MAS, les QTLs liés au rendement grainier du mais ont été transférés avec
succes. En conséquence, la performance test-cross a été améliorée. Pour une meilleure
contribution des associations marqueur-QTL dans la sélection végétale, leur association
devrait étre cohérente entre divers antécédents génétiques de testeurs de lignées et a travers
les populations reproductrices dans un groupe hétérotique. En conséquence, un effet de
masquage de l'alléle testeur est impliqué dans des résultats QTL incohérents parmi les testeurs
(Lietal., 2013).

4.7 L’effet d’hétérosis (vigueur hybride) :

L’effet d'hétérosis est l'un des phénomenes les plus significatifs en biologie. Son

utilisation commerciale a considérablement augmenté la production brute tant dans la
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production agricole que dans I'élevage (Duvick, 2001 ; Fu et al., 2014). Publiées il y a plus de
cent ans, les premiéres publications sur cet effet (Shull, 1908, 1914) ont jeté les bases de
I’amélioration végétale moderne non seulement dans le mais mais aussi dans d'autres cultures
économiquement intéressantes. Une telle importance de I'hétérosis a servi d'impulsion pour
étudier les mécanismes génétiques de ce phénomeéne unique et le développement de modéles
théoriques (Charlesworth and Willis, 2009).

4.7.1 Les modeles génétiques de I’hétérosis :

ia) )]
Incomplete dominance COverdominance
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E : e
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Figure 7 : Modéle génétique de 1’hétérosis : Dominance (a) et la sur-dominance (b), qui

correspondent au modéle du locus unique; pseudo-dominance (c), qui se produit lorsque deux locus avec des

effets additifs opposés sont étroitement liés, selon (Goff and Zhang, 2013).

Les idées de base sur les mécanismes de deux phénomeénes fonctionnellement opposés
(consanguinité et hétérosis) sont renvoyées aux modeles mono et locus multiple Figure 7. Le
modeéle a locus unique suppose (1) la dominance, dans laquelle I'action des récessifs délétéres
est supprimée par un homologue dominant, et (2) la surdominance, qui est également due a
I'interaction entre les membres de la méme paire dalléles. L'explication génétique de
I'néterosis et de la dépression de consanguinité dans le cas d'un modéle a locus unique est
associée a des niveaux d'alleles dominants. Dans le premier cas, I'avantage des hétérozygotes

est suppose; dans le second cas, I'effet d'alleles mutants partiellement ou totalement récessifs,
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conduisant a une diminution de la viabilit¢ des homozygotes. Le modéle multi-locus
consideére I'nétérosis a partir de la position des interactions non alléliques des génes ou de
I'épistasie (Khotyleva et al., 2017).

4.7.1.1 Les réponses hétérotiques :

Lors de I'étude des effets des interactions geniques sur un certain nombre de caracteres
quantitatifs, il a été montré que I'nétérosis ne dépend pas, en régle générale directement de
I'ampleur et du type de I'action du géne. Par exemple, une plus grande extension de la
dominance, ainsi que l'apparition d'une interaction non allélique, ne sont pas toujours
accompagnees d'un effet d’hétérosis plus élevé. Probablement, les trois types, additivite,
dominance et épistasie, agissent ensemble lors du développement d'une réponse hétérotique
en F1. Ainsi, I'hétérosis ne peut étre expliquée par une seule raison génétique ou par un seul
type d'interaction génique. C'est I'effet résumé de l'action phénotypiquement similaire du
processus génétique hétérogeéne et, apparemment différentes causes genétiques sont a la base
de différentes formes d'hétérosis (Birchler and Veitia, 2010 ; Birchler et al., 2016).

Ce concept, expliquant la complexité des mécanismes génétiques de I'hétérosis, a été
exprimé par Mather, (1955) et développé plus tard par Turbin, (1961), en partant de
I'nypothese que le développement normal du trait est le résultat d'un certain équilibre entre les
actions de divers facteurs héréditaires dirigés de facon opposée sur ce caractere. Enlever,
changer ou remplacer certains d'entre eux donnera inévitablement la préférence a des facteurs
ayant l'effet inverse, et dans certains cas cela devrait conduire a un changement dans
I'expression de certains caractéres dans les organismes avec un équilibre génétique biaisé.
Récemment, des études sont apparues qui confirment au niveau moléculaire I'équilibre
d'action de divers facteurs génétiques dans la formation d'un phénotype supérieur (Birchler
and Veitia, 2010 ; Birchler et al., 2016).

472 Les aspects physiologiques, biochimiques et moléculaires de
I’hétérosis :

Des études menées au cours des différentes années ont confirmé que les trois types
d'action genique (additivité, dominance et épistasie) contrélent mutuellement la manifestation
finale de I'effet hétérotique et que I'hétérosis ne peut pas étre expliquée du point de vue d'un
concept théorique particulier. L'hétérosis devrait étre considérée comme l'effet global de
I'action phénotypiquement similaire du processus génétique hétérogene et, apparemment
diverses causes genétiques soulignent la manifestation de I'hétérosis (Khotyleva et al., 2005).
En méme temps, sa considération du point de vue de I'hypothése de I'équilibre genétique
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n'exclut pas la possibilité d'étudier le rble de certains types d'interactions de facteurs
héréditaires comme causes d'hétérosis dans des modéles théoriques simplifiés.

L'étude du phénomene d'hétérosis s'est accompagnée d'une accumulation
d'informations sur les mécanismes de sa manifestation a différents niveaux: moléculaire,
biochimique, physiologique, cellulaire et organismique. L'effet de I'nétérosis se manifeste
dans la coordination de toutes les réactions et des systémes de croissance efficaces dans le
milieu. Le concept de complémentation des systemes biochimiques relie les hypothéses de
dominance et de sur-dominance parce qu'il est base sur l'interaction des alleles multiples et de
la complémentation intergénique, & la suite de laquelle les processus biochimiques sont
intensifiés (Khotyleva et al., 2005).

4.7.3 Le concept de bioénergie dans ’analyse de I’hétérosis :

Khotyleva et al., (1991) ont proposé une approche bioenergétique de l'analyse de
I'nétérosis. Titok, (2002) a formulé le principal probléme du concept de bioénergie, selon
lequel I'nétérosis est causeée par I'équilibre bioénergétique a I'état hétérozygote lorsque le
blocage génétique est eliminé en raison de I'action compensatoire des génomes des parents
porteurs des locus ségrégués et des goulots d'étranglement du métabolisme énergétique. On
montre que l'avantage des hybrides F1 est di au bon équilibre de I'activité des principaux
systémes producteurs d'énergie: photophosphorylation, phosphorylation oxydative, glycolyse,
voie pentose-phosphate, cycle de I'acide tricarboxylique et processus de croissance au cours
de l'ontogenése.

4.7.4 Lagénétique moléculaire dans I’étude de I’hétérosis :

De nouvelles perspectives dans I'étude de I'effet de I'hétérosis sont révélées par les
méthodes contemporaines de génétique moléculaire, qui permettent d'étudier la variabilité de
I'ADN et d'étudier les séquences structurelles et non structurelles du génome. La variabilité a
ce niveau est plusieurs fois supérieure a sa manifestation phénotypique. Ces derniéres années,
des recherches approfondies ont été menées pour identifier les marqueurs liés a I'nétérosis
(Wang et al., 2014b ; Feng et al., 2015). Des résultats prometteurs ont été obtenus sur le
nombre de variétés de mais et de tomate utilisant différents types de marqueurs d'ADN
(Springer and Stupar, 2007 ; Shapturenko et al., 2015).

4.8 L’héritabilité :

4.8.1 Le concept du sens large et étroit de I’héritabilité :

L'héritabilité est souvent utilisée par les phytogenéticiens pour quantifier la précision

des essais sur un seul champ ou des séries d'essais sur le terrain. Elle est définie comme la
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proportion de la variance phénotypique parmi les individus d'une population qui est due a des
effets génétiques héréditaires, également connus sous le nom d'héritabilité au sens étroit. De
méme, I'héritabilité au sens large est définie comme la proportion de la variance phénotypique
attribuable a un effet sur le génotype entier, comprenant la somme des effets additifs,

dominants et épistatiques (Nyquist, 1991 ; Falconer and Mackay, 1996).

4.8.2 L’application de I’héritabilité :

L'héritabilité est un paramétre clé de la génétique quantitative car elle détermine la
réponse a la sélection. Dans la sélection végétale, il existe de nombreux modeéles
d'accouplements différents, et les unités d'observation sont assez diverses, allant des plantes
individuelles au moyen d'un genotype testé dans un large éventail d'environnements dans des
expériences congues, comme l'ont souligné Holland et al., (2003), cela complique la définition
et I'estimation de I'héritabilité.

Une difficulté particuliere est que pratiguement toutes les équations d'héritabilité
supposent des données équilibrées, alors que la majorité des essais présentent une forme de
déséquilibre. Spécifiquement, de grands ensembles de génotypes sont habituellement testés
dans des conceptions impliquant des blocs incomplets, et les définitions d'héritabilité
communes ne s'appliquent pas dans de tels cas. En outre, les définitions standard supposent
que les essais sont analysés par des modeles avec effets aléatoires indépendants pour les
blocs, les parcelles, les plantes, etc., tandis que les modéles spatiaux impliquent souvent des
structures complexes de variances-covariances relatives aux unités d'observation (Holland et
al., 2003).

4.8.2.1 Les équations de I’héritabilité :
Pour une série équilibrée de m essais présentés dans des blocs complets randomisés
avec r réplicats, I'néritabilité au sens large sur une base entrée-moyenne est définie comme

suit;

2
v

. 0
o= 2

Tp
2 2
(Falconer et Mackay 1996), ou I'équation t'T:_I est la variance génotypique et I'équation T est
la variance phénotypique. Plusieurs auteurs utilisent la notation H & la place de H? par
exemple Nyquist, (1991). En outre, H? est parfois appelé «répétabilité». Le «phénotype» est la
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moyenne d'un génotype parmi m essais (environnements) et r réplicats par essai. Cela a une

variance de :

2 9

2 9, 0ge O
O, =0y +—+ —,
- m rm

o

TR I : . . . ' S 2
Ou l'équation g€ est la variance d'interaction génotype-environnement et I'équation @ est
la variance d'erreur résiduelle. De méme, I'héritabilité au sens étroit pour une moyenne est

définie comme :

0 92

Ou I'équation 7a est la variance génétique additive et I'équation Tp est donnée un peu plus
haut. Dans le cas d'un plan équilibré, H? et h? ont un certain nombre d'interprétations simples
et directes. Par exemple, H? est la fraction de la variation phénotypique qui peut étre
expliquée par le génotype, ou le phénotype est considéré comme la moyenne d'entrée
arithmétique. Ainsi, H? est équivalent au coefficient de détermination d'une régression linéaire
du génotype (latent) sur le phénotype observé. C'est aussi la corrélation au carré entre la
valeur prédite (phénotypique) et la valeur genétique ou génotypique réelle. Plus important
encore, I'héritabilité (H? et h?) peut étre utilisée pour prédire la réponse a la sélection R
comme R = h?S (ou H2S), ou S est le différentiel de sélection (Falconer and Mackay, 1996), et

c'est peut-étre sa principale utilisation pour les sélectionneurs.

4.8.2.2 Le calcul de ’héritabilité :

La question de savoir comment I'héritabilité devrait étre calculée dans le cas plus
général des données déséquilibrées et des effets génétiques corrélés est soulevée?. Diverses
approches peuvent étre trouvées dans la littérature, dont la plupart proposent une définition
géneralisée de [I'héritabilité tenant compte des données déséquilibrées et/ou des effets
géneétiques corrélés (Holland et al., 2003 ; Helms and Hammond, 2006 ; Oakey et al., 2006).

Nous croyons que d'autres définitions de I'héritabilité sont parfois problématiques, car
elles ne partagent pas toujours les mémes interprétations directes que leurs équivalents de
données équilibrees. En outre, ce n'est pas souvent I'héritabilité elle-méme qui présente un

intérét, mais une certaine quantité apparentée qui, dans le cas équilibré, peut étre directement
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calculée a partir d'une équation simple, comme celle de la réponse a la sélection. Nous
pensons qu'il est important de bien réfléchir a la notion ou a la définition spécifique de
I'néritabilité que nous avons en téte ou a la quantité qui en dérive dans le cas équilibré qui
présente un intérét immédiat. Il est généralement possible de calculer ces quantités
directement et, dans des contextes complexes, cela peut étre plus simple que d'essayer de
calculer une mesure significative de I'héritabilite (Helms and Hammond, 2006 ; Oakey et al.,
2006).

5. L’association entre marqueurs moléculaires et traits d'intérét :

5.1 Analyse a un seul marqueur :

Apres qu'une source, souvent une accession sauvage, a été identifiee comme possédant
un trait intéressant pour un programme de sélection, une question logique suivante pour les
sélectionneurs de plantes est: "Comment ce trait peut-il étre incorporé dans un matériel de
sélection précis?" La réponse dépend largement de la nature génétique du trait. Pour étudier la
nature génétique d'un trait, les données phénotypiques et génotypiques des marqueurs
moléculaires peuvent, en détectant des associations entre les marqueurs et les caractéres, aider
a déterminer le nombre et la nature d'un locus génétique / quantitatif contrélant un trait (David
etal., 2011).

Pour détecter les associations entre les marqueurs moléculaires et les traits d'intérét,
les approches d'analyse des données comprennent I'analyse de marqueur unique, la
cartographie d'intervalle simple (SIM), la cartographie a intervalles multiples (MIM) et la
cartographie d'intervalle composite (CIM). Bien que ces approches soient désignées pour
I'analyse QTL, elles sont généralement utilisées chaque fois que la méthode de contrdle

génétique d'un trait est inconnue (David et al., 2011).

5.2 L’application de la méthode :

L'analyse a un seul marqueur est la méthode la plus simple pour détecter les QTLS
associés a des marqueurs uniques. Les méthodes statistiques utilisées pour I'analyse a un seul
marqueur comprennent les t-tests, I'analyse de la variance (ANOVA) et la régression linéaire.
La régression linéaire est la plus couramment utilisée car le coefficient de détermination (r?)
du marqueur explique la variation phénotypique apportée par le QTL lié au marqueur. En
regle générale, I'nypothese nulle testée est que la moyenne de la valeur de trait est
indépendante du génotype d'un marqueur particulier. L'hypothese nulle est rejetée lorsque le
test est supérieur a une valeur cruciale, et il est declaré qu'une QTL est liée au marqueur sous

étude.
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Les méthodes du t-test, ANOVA et de la régression linéaire simple sont toutes
équivalentes lorsque leurs hypotheses testent les différences entre les moyennes
phénotypiques. Dans I'analyse de la variance aux locus marqueurs, a chaque loci du marqueur,
on separe les descendants en deux groupes, selon leurs génotypes exprimés par le marqueur,

et on compare les distributions phénotypiques des deux groupes (Boopathi, 2013).

Par exemple, dans la Figure 9, nous voyons que les individus avec le génotype «aa»
pour un marqueur ont des valeurs de phénotype Iégerement plus élevees que celles avec le
génotype «Aa» et «AA» a ce marqueur, indiquant que le marqueur est lie a un QTL. En
revanche, lorsque les distributions phénotypiques des classes génotypiques sont
approximativement les mémes, il est décidé que ce marqueur ne semble pas étre lié a un QTL.
(Boopathi, 2013).
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Figure 9 : Principe de I’analyse a un seul marqueur :y = b0 + blx + e, ouy est

la valeur phénotypique de la ligne, b0 est la moyenne de la population, bl est I'effet additif du locus
sur le trait et e est un terme d'erreur résiduel. x est directement lié au code génotypique au locus testé

pour la lignée considérée, il est -1 (pour le parent femelle) ou 1 (pour le parent donneur ou male).

5.3 Avantages et limites de la méthode :

Le principal avantage de I'analyse de la variance au niveau des locus des marqueurs est
sa simplicité, elle peut étre réalisée avec des logiciels statistiques de base. En plus, une carte
génétique des marqueurs n’est pas requise et la méthode peut étre facilement étendue pour
tenir compte de plusieurs locus. Un autre avantage est la facilité d’inclusion de covariables,
telles que le sexe, les traitements ou les effets environnementaux (Boopathi, 2013).

Cependant, l'inconvénient majeur de cette méthode est que plus un QTL est éloigné
d'un marqueur, moins il est probable qu'il soit détecté. C'est parce que la recombinaison peut
se produire entre le marqueur et le QTL. Cela fait que I'ampleur de I'effet d'un QTL est sous-
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estimée. L'utilisation d'un grand nombre de marqueurs d’ADN séparés sur l'ensemble du
génome (généralement & des intervalles inférieurs a 15 cM) peut minimiser les deux
problemes (Boopathi, 2013).

6. Conclusion :

Le haricot commun (Phaseolus vulgaris L.), a été choisi comme une légumineuse
modele grace a sa diversité génétique. Elle est diploide et autogame, avec un petit génome,
qui facilite les études génétiques et moleculaires dans la compréhension des mécanismes de
I’adaptation aux stress abiotiques et biotiques. Sa capacité de pouvoir fixer l'azote
atmosphérique fait que cette culture ne nécessite pas d'engrais azoté qui polluent la
rhizosphere. Enfin, cette plante protéagineuse présente un intérét agronomique majeur qui
repose sur un bon rapport production/valeur nutritive d’ou I’intérét d’utiliser I’haricot

commun dans notre recherche.
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1. Introduction :

Le haricot commun est I'une des cultures majeures des Iégumineuses; étant une espece
glycophyte, elle voit sa production drastiquement diminuée (Duc et al., 2015). Plusieurs
mécanismes de défense sont employés par les plantes pour contrer le stress induit par la
salinité de plus la longueur de la racine et de la tige fournissent des indications importantes de
la réponse des plantes au stress salin. La compréhension de la relation entre le développement
des plantes sous conditions environnementales défavorables, et la qualité des graines aux
niveaux physiologique et agronomique sont des objectifs fondamentaux de la science des
semences (Blaha and Pazderi, 2013).

Dans un programme de sélection, le sélectionneur a énormément de flexibilité dans le
développement des populations ségrégantes a partir desquelles commence la sélection. La
facon dont les parents doivent étre croisés peut avoir une grande influence sur la
recombinaison génétique et le résultat d'une variété particuliére, notamment chez le P.
vulgaris. Dans certains cas, le sélectionneur peut choisir plus de quatre parents. Cette
population serait qualifiée de complexe et trés rarement utilisée en raison du temps nécessaire
pour développer une telle population. 1l convient de souligner que le succés du croisement ne
dépend pas nécessairement du nombre des parents impliqués dans un programme de sélection.
Il faut souligner aussi que la durée du cycle de reproduction est une considération importante

pour tous les sélectionneurs (Kristin et al., 2010).

Le choix des parents avec des performances contrastées est trés important pour débuter
un programme de sélection, la tolérance a la salinité et la production des polyphénols sont les
deux traits majeurs investigués dans notre étude, la construction de la population initiale peut
étre faite de plusieurs facons, le croisement diallele est le mieux adapté a notre recherche, il
est salué par les phytogénéticiens depuis longtemps comme une méthodologie pouvant
rationaliser I'étude génétique en variation continue, elle apporte des informations
supplémentaires auprés des parents qui ne peuvent pas étre recueillies par dautres

techniques ; d’ou I’intérét du croisement dialléle (Sharma, 2006).

Le but de notre étude dans ce chapitre est de sélectionner des génotypes parentaux
cultivés en Algérie, les mieux adaptés sous stress salin pour les traits de productivité
essentiellement, ainsi que du phénotype des graines qui est indicateur de présence ou
d’absence de composés phénoliques. Les parents choisis feront I’objet d’un croisement demi-

diallele pour la production des populations F1 et F.
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2. Matériel et méthodes :
2.1 La sélection parentale en milieu salin :
2.1.1 Le matériel végetal :

Six variétés de haricot commun communément cultivées en Algérie ont été retenues
pour notre recherche: Améliore Roza, Amina, Coco nain, MGT, MGT Nelson et Sunray
(image 1), elles ont été fournies par les agriculteurs conformes a celles décrites par I’institut
technique des cultures maraicheres et industrielles (ITCMI). Notre recherche n’a pas été

fructueuse aupres des universités et des centres de recherches pour des génotypes déja etudiés.

Image 1 : Représentation phénotypique des six variétés de haricot ; A : Sunray ; B: MGT ; C :
Coco Nain ; D : Améliore Roza ; E : MGT Nelson ; F : Amina.
Les six variétés ont été choisies selon la couleur de leur enveloppe de la graine (Tableau 4) ;
La couleur de I’enveloppe est indicatrice de présence de métabolite secondaire en majorité les

polyphénols dont les tannins condensés, les anthocyanes, les flavonoides et qui présentent de
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hautes capacités antioxydantes notamment pour la tolérance aux différents stresses biotiques
et abiotiques (Ganesan and Xu, 2017).

Tableau 4 : Les génotypes parentaux utilisés pour 1’étude.

Génotypes Forme de la Couleur de I’enveloppe Origines
parentaux graine
Sunray Petite Marron France
Coco nain Grande Blanche avec des rayures brunes Etats Unis
MGT Moyenne Marron foncé Etats Unis
MGT Nelson Petite Blanche Etats Unis
Améliore Roza Grande Creme avec des rayures rouges France
Amina Petite Blanche Turquie

2.1.2 Les méthodes appliquees :
2.1.2.1 L’homozygotie (lignées pures) :

Le haricot est une espéce autogame, de ce fait, tous les individus d'un cultivar
particulier sont génétiqguement identiques, sauf qu’il y a parfois pollinisation croisée, de sorte
qu'il peut y avoir des variations intra-population et cela peut étre observé dans toutes les
bandes (du produit PCR) contenant plus d'un allele dans les graines de I'accession. Pour cela
les six cultivars ont fait 1’objet d’autofécondation sur trois générations durant I’année 2013-

2014 ; confirmant ainsi I’homozygotie des génotypes parentaux utilisés pour notre étude.
2.1.2.2 Ladescription du site :

Toutes les expérimentations a savoir, la germination des graines, la vérification de
I’homozygotie ainsi que la sélection parentale sous stress salin ont été faites dans une
pépiniére privée pres de la commune de Ain Smara, Constantine. Le climat de Ain Smara est
chaud et tempéré, les précipitations sont plus importantes en hiver qu'en été. Selon la
classification de Kdppen-Geiger, le climat est du type Csa (climat méditerranéen) (Kottek et
al., 2006). Sur l'année, la température moyenne a Ain Smara est de 15.8 °C. Il tombe en

moyenne 550 mm de pluie par an selon I’office national météorologique algérien.

2.1.2.3 Lagermination des graines :

Les six variétés ont été plantées durant 1’été 2015, 20 graines de chaque génotype
parental ont été stérilisés avec de I’hypochlorite de sodium 5% (v/v) pendant 10min puis

rincées trois fois avec de I’eau distillée; les graines ont été semées dans des bacs de
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germination en utilisant de la tourbe commerciale, a 1’abri de la lumiére, le taux d’humidité de
la tourbe a été contr6lé de sorte qu’il soit en permanence humide ainsi que la température des
bacs (entre 25 et 30°C).

2.1.2.4 Le dispositif expérimental :

Dans ce contexte un plan factoriel a été conduit dans un dispositif aléatoire complet ;
apres dix jours de germination cing plantules (cing répétitions) de chaque génotype ayant le
méme niveau de croissance ont été plantées sur cing parcelles de terrain chaque parcelle ayant
un niveau de salinité et les six génotypes parentaux, ramenant au total 120 unités
expérimentales pour notre étude ; la distance entre chaque parcelle était de 1m (pour éviter la
contamination avec d’autres niveaux d’NaCl), et la distance entre chaque plantule était de 50
cm. Les conditions durant 1’expérimentation étaient comme suite : durée de la lumiére 14h;
température 30+ 2°C et I’humidité relative 60%z= 5% ; la conductivité électrique du sol et de
’eau d’irrigation a été mesurée avant 1’expérimentation : elle était inférieure a 2 dS m™ soit
moins de 20mM NacCl.

Image 2 : Parcelle de 50mM NaCl avec les six génotypes parentaux : Améliore roza,
MGT Nelson, MGT, Amina, Coco nain, Sunray.
2.1.2.5 Les traitements salins :

Quatre traitements ont été appliqués aux six variétés, contr6le : eau non-salinisée,
25mM, 50mM et 150mM d’NaCl. Le traitement salin a été appliqué graduellement a
I’apparition des premiéres trifolioles pour éviter le choc osmotique (Shavrukov, 2013), a
chaque traitement d’NaCl on ajoutait 25mM jusqu’a ce qu’on atteigne la concentration
désirée ; une irrigation avec de 1’eau non salinisée a été appliquée aprés chaque deux

traitements salins pour éviter I’accumulation des sels et dépasser ainsi le taux de salinité

54



Chapitre 2

désiré pour chaque traitement. Le traitement salin a été maintenu durant toute la croissance

veégetative des plantes et jusqu’a I’obtention des gousses seches.
2.1.2.6 Les parametres mesureés :

Le choix des parents doit étre aussi proche que possible de I'idéal, car les populations a
potentiel génétique réduit peuvent entrainer une perte de temps et d'argent. Ainsi, la haute
performance, la grande adaptabilité et la stabilité du rendement de chaque individu sont les
principales caractéristiques prises en compte dans le choix des génotypes parentaux. De ce
fait trois caractéres majeurs de production ont été évalués : nombre des gousses, nombre des

graines ainsi que le poids total des gousses (Kottek et al., 2006).

2.1.2.7 L’analyse statistique :

Les valeurs des parametres étudiés représentent la moyenne de cinq répétitions par
traitement pour les six géenotypes parentaux. L'analyse statistique a été effectuée en utilisant
I’ANOVA a deux facteurs (P < 0.01). Basée sur les résultats d'analyse de variance, la
comparaison multiple des moyennes a été réalisée en utilisant le Tukey’s HSD test, pour un
intervalle de confiance de 95 %, afin de déterminer les variations significatives entre les
différents traitements.

2.2 Résultats et discussion :

2.2.1 Les taux de germination des graines :

Les taux de germination au 10°™ jour sont présentés dans la figure 10.

Taux de germination (%)

0 0
100% 90% 100%
a—

66,60%
-
I 33,30% 37,50%

L J
Sunray Coco MGT MGT  Améliore Amina
nain Nelson roza

Figure 10 : Taux de germination des différents génotypes parentaux au 10°™ jour.

Les genotypes parentaux Coco nain et Améliore roza présentent les plus hautes
valeurs, alors que MGT Nelson et Amina exhibent les taux les moins performants de

germination.
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2.2.2 L’influence du stress salin sur la productivité des différents génotypes

parentaux :

Tableau 5 : ANOVA a deux facteurs de I’effet du stress salin sur la productivité.

Source de variation N° de gousses  N° de graines Poids total
df F F F
Génotypes (G) 5 2.12%* 4.09** 3.75%*
Traitements (T) 3 26.34** 37.44** 41.84**
Interaction (GxT) 15 1.79* 2.53** 2.2**

A Pintérieur du groupe 96

* ** test significatif a 0.05 et 0.01 respectivement.

Tableau 6 : Performances moyennes des génotypes parentaux sous différents niveaux de

salinité.

Génotypes N° de gousses
Traitements 0mM 25mM 50mM 150mM
Sunray 31.4a 14.6a 8.4a 0.8a
Coco nain 11.6b 12.6a 16a 6.8a
MGT 29ab 27.2a 20.4a 1.6a
Amina 31.4a 28.4a 15.6a la
MGT Nelson 28.4ab 16.8a 12.6a 0a
Améliore R 15ab 20.8a 9.4a 6.8a
Tukey’s HSD test 18.42
Poids total

0mM 25mM 50mM 150mM
Sunray 24.06a 4.91a 1.954a Oa
Coco nain 16.52a 20.10b 15.74b 4.71a
MGT 24.73a 16.89ab 9.74ab 0.07a
Amina 19.88a 17.70ch 6.24ab 0.082a
MGT Nelson 17.80a 6.84ac 1.44a Oa
Améliore R 13.76a 20.06db 8.92ab 1.41a
Tukey’s HSD test 12.54

N° de graines

0mM 25mM 50mM 150mM
Sunray 114.6a 46.4a 13a 0.2a
Coco nain 45.8b 46a 47 .4a 14a
MGT 117a 98a 63.2a Oa
Amina 98.4ab 104.8a 47a Oa
MGT Nelson 99.6ab 53.4a 17.2a Oa
Améliore R 33.2cb 63.2a 27.4a 8a
Tukey’s HSD test 59.22

Valeurs dans la méme colonne suivie par les mémes lettres ne différent pas de maniére significative
(Tukey’s HSD test, P < 0.05).
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Les résultats de ’ANOVA a deux facteurs avec répétitions des données sont présentés
dans le tableau 5, ces résultats ont montré une différence trés significative (p-value < 0.01),
entre les génotypes en interaction avec le traitement salin pour le nombre de graines et le
poids total, indiquant la haute importance de ces traits pour la sélection, avec une moindre
mesure pour le nombre de gousses.

L’augmentation du stress salin a eu un effet négatif sur la productivité comme il est

démontré dans le tableau 6, pour tous les génotypes parentaux, en comparant avec le controle,

.....

/////

tous les génotypes parentaux sauf Améliore roza et Coco nain. Les génotypes parentaux
Sunray, MGT, MGT Nelson ainsi que Amina montrent une plus grande susceptibilité a la
salinité. Le traitement 150mM NaCl a été Iétal pour presque tous les plants, seuls quelques

plants d’ Améliore roza et de Coco nain ont subsisté.

Pour le nombre des gousses (figure 11), les génotypes parentaux Sunray, Amina, MGT
et MGT Nelson ont enregistré une diminution avec 1’augmentation des traitements salins,
alors que pour le parent Coco nain le nombre de gousse s’accroit avec 1’augmentation du
stress salin ; quant au génotype parental Améliore roza le nombre de gousse été supérieur
sous 25mM NaCl par rapport aux autres traitements. Les parents MGT Nelson et Sunray ont
enregistré les plus basses valeurs avec 0 et 0.8 respectivement sous 150mM NacCl, alors que
Coco nain et MGT ont enregistré les plus hautes valeurs sous 50 mM NaCl avec 16 et 20.40

gousses respectivement.

En réponse au stress salin le nombre des graines a augmenté pour les parents Coco
nain, Amina et Améliore roza sous des conditions salines faibles et modérées (figure 12),
alors que pour les parents Sunray, MGT et MGT Nelson le nombre des graines a diminué
avec I’augmentation du stress salin. Dans des conditions de stress extrémes (150mM NaCl)
les quatre parents Sunray, MGT, Amina ainsi que MGT Nelson ont enregistré des valeurs
nulles. Seuls les génotypes Coco nain et Améliore roza ont enregistré des valeurs positives
avec 14 et 8 graines respectivement ; et méme si le nombre des graines augmente sous stress
salin modéré, pour les génotypes parentaux Amina et MGT, ils restent de taille trés petites (on
peut le voir clairement en comparant le nombre des graines avec le poids total) et en grande
majorité non-viables, quant au parent Améliore roza la totalité de ses graines produites sont

viables.
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Le poids total des gousses et des graines sont représentés dans la figure 13. Tous les
génotypes parentaux ont eté affectés par le stress salin le poids total a diminué avec
I’augmentation des traitements salins sauf pour le traitement 25mM NaCl ou les deux parents
Coco nain et Améliore roza ont vu une augmentation du poids total.

La comparaison des genotypes parentaux selon le Tukey’s HSD test (Tableau 6) prend
deux considérations : selon les traitements et les traits étudiés; la différence entre les
génotypes parentaux est perceptible au niveau des concentrations 25mM et 50mM d’NaCl
pour le poids total, alors que pour le traitement non salin la différence est enregistrée pour le
nombre des gousses et le nombre des graines, pour la concentration de 150mM NaCl et méme
s’il y a une différence de production cette différence n’est pas significative entre les

génotypes pour tous les traits sous études.
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25,00

HOmM

20,00 25mM

15,00 m50mM

10,00 H 150mM

Nombre de gousses

5,00

0,00
Sunray Coco nain MGT Amina MGT Nelson Améliore R

-5,00

Figure 11 : Nombre des gousses des différents génotypes sous stress salin. Les résultats sont des
moyennes + S.E (n = 5 répétitions).
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Figure 12 : Nombre de graines des différents génotypes sous stress salin. Les résultats sont
des moyennes + S.E (n = 5 répétitions).
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Figure 13 : Poids total (gousses et graines) des différents génotypes sous stress salin. Les
résultats sont des moyennes + S.E (n = 5 répétitions).

2.3 Interprétation :

La salinité affecte toutes les parties de la plante durant son cycle de vie (Khan and
Panda, 2008), et la capacité des plantes a tolérer le stress salin varie selon le stade de
développement de ces dernieres (Khan et al. 2002), atteindre le stade de fructification est un
important signe de tolérance. Au cours d'une exposition a long terme a la salinité, les plantes
subissent un stress ionique qui peut conduire a une sénescence prématurée des feuilles
adultes, et donc une réduction de la surface photosynthétique indispensable pour soutenir la
croissance continue de la plante (Cramer and Nowak, 1992). Les résultats montrent que tous
les paramétres mesurés ont diminué avec I’augmentation de la salinité, ainsi que la
productivité, les génotypes parentaux Sunray, MGT, MGT Nelson ainsi qu’Amina ont montré
une plus grande sensibilité a la salinité par rapport aux deux génotypes parentaux Améliore
roza et Coco nain, plusieurs mécanismes physiologiques et biochimiques sont utilisés par les
plantes pour contrer le stress salin (Taibi et al., 2016), les génotypes parentaux Améliore roza
et Coco nain ont augmenté leur production de graine et de gousse avec I’augmentation de la
salinité, ce qui est un fort indicateur de tolérance et donc de présence de potentiels génétiques
pour une amélioration de la productivité en milieu salin, tandis-que les parents Sunray et
Amina ont atteint la production des gousses dans des conditions salines sans toutefois
produire des graines viables ; ces résultats expliquent la différence non significative selon le
Tuckey’s HSD test, entre les génotypes parentaux pour le nombre des gousses et le nombre

des graines ; alors que pour le poids total ces différences sont hautement significatives.
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Lduchli, (1984) a indiqué que le haricot voit sa production drastiquement diminuée a
des taux supérieurs a 2 dS m™ soit 20 mM NacCl, ces résultats confirment ceux de notre
recherche et pour cause a des taux de 150mM NacCl, la majorité des plantes sont mortes avant
méme d’avoir atteint le stade de fructification, seules quelques plantes des génotypes
parentaux Ameéliore roza et Coco nain ont pu produire des graines viables ; et donc pour la
suite de notre étude, continuer & utiliser cette concentration entravera nos résultats et
’utilisation de la concentration de 100mM NaCl sera plus adéquate. La suppression de la
concentration de 25mM NaCl n’affectera pas notre étude, les résultats de cette concentration
ne difféerent pas beaucoup de celle du controle, une étude sur le haricot a été déja conduite
avec de telles concentrations (Gama et al., 2007), alors que le taux de salinité était beaucoup
plus bas dans d’autres études (Khadri et al., 2007 ; Cokkizgin, 2012 ; Kontopoulou et al.,
2015; Bargaz et al., 2016).

Les genotypes parentaux présentant des enveloppes de graines blanches ont été
hautement sensibles a la salinité, tandis-que les parents ayant des rayures dans leurs
enveloppes ont démontré de grande capacité a tolérer le stress salin, les génotypes parentaux
présentant des couleurs brunes a brunes foncées ont montré aussi une susceptibilité au stress
salin. La couleur de I’enveloppe des graines est indicatrice de la présence de composes
phénoliques, indispensable pour la tolérance aux différents stresses biotiques et abiotiques
(Ganesan and Xu, 2017; Taibi et al., 2016) ; néanmoins, les parents Sunray et MGT ayant des

couleurs brunes et brunes foncées ont été hautement sensibles au stress salin.

Pour la suite de notre recherche est notamment I’étude de 1’analyse diallele et
génétique a 1’aide de marqueurs génétiques, il faut impérativement qu’il y ait différence
(selon le but de la recherche, dans notre étude ce sont la tolérance au stress salin et la
productivité des métabolites secondaires) entres les géenotypes parentaux pour procéder aux
croisements. Les génotypes parentaux Améliore roza et Coco nain présentent une certaine
tolérance au stress salin, de plus leurs enveloppes de graines présentent des rayures de couleur
brune a rouge indicatrice de présence de polyphénols, alors que les parents Amina et MGT
sont hautement sensibles a la salinité présentant des phénotypes de couleur blanche et brune
foncée respectivement. Les génotypes parentaux MGT Nelson et Sunray ont été eux aussi
hautement sensibles a la salinité et avec la méme couleur des graines, blanche pour MGT et
brune pour Sunray, faire des croisements avec des génotypes presentant la méme réponse a la
salinité et présentant le méme phénotype ne sont pas souhaitables. Des résultats obtenus, les

génotypes parentaux Améliore roza, Coco nain, MGT et Amina ont été choisis.
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3. Le croisement demi-dialléle :

3.1 La préparation des génotypes parentaux :

Les quatre genotypes parentaux sélectionneés a savoir : Coco nain ; MGT ; Amina et
Ameéliore roza ont été plantés durant la saison estivale de 2015, dans une pépiniére privee pres
de Ain Smara. Vingt plants de chaque génotype ont été plantés a une distance de 75cm pour
éviter toute fécondation accidentelle entre les différentes variétés (méme si cela est tres peu
probable), I’irrigation a été effectuée d’une fagon continue et réguli¢re (une fois tous les trois
jours), toutes les procédures de désherbage, d’ajout d’engrais et de protection contre les
insectes (notamment la lutte biologique en utilisant des coccinelles Coccinella
septempunctata contre les pucerons de la super-famille des Aphidoidea) ont été faites pour
garder les plantes saines et productives. A la floraison les croisements sont procédés selon le
modele demi-diallele.

3.1.1 Le choix des fleurs males et femelles :

Les étapes de la pollinisation artificielle croisées du haricot sont présentées dans la

figure 14.

L'étape initiale consiste a la préparation de la fleur femelle. La fleur de I’haricot
commun est bisexuelle. Les fleurs qui devraient ouvrir le jour suivant sont choisies sur la

plante qui sera le parent femelle.

Les fleurs sélectionnées sont celles ou les bourgeons floraux sont enflés et pas encore
ouverts. Le haricot a typiquement de 3 a 15 boutons floraux a l'aisselle des tiges foliaires ou a

I’extrémité des tiges terminales selon les différentes variétés.

Habituellement, une a trois fleurs des aisselles ont été choisies comme femelles. Des
précautions doivent étre prises pour assurer I'enlévement, a l'aide d'une pince, de tous les
autres boutons floraux, y compris les bourgeons immatures. Ces bourgeons immatures
pourraient se développer en fleurs a une date ultérieure et rendre I'identification de la fleur
pollinisée difficile, voire impossible. Méme en présence d’étiquette (figure 14). Les fleurs qui

se sont ouvertes le jour méme sont choisies pour étre les fleurs males.
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e Le stigmate et les étamines sont contenus dans

, la caréne.

Etendard e A lanthése, les anthéres déhiscentes libérent le
Carene pollen, et la fleur est auto-pollinisée.

Ailes

e Les boutons floraux qui s'ouvriront dans un ou

deux jours sont sélectionnes sur le pied femelle.
Bouton floral e Une fois que la fleur commence a s'ouvrir
Immature g ’

I'autopollinisation a probablement eu lieu.

e Les fleurs qui se sont ouvertes sont choisies
parmi les parents males.
e Lorsque le bouton floral s’ouvre les anthéres

libérent le pollen, en passant devant le stigmate

qui collecte le pollen.

Pollen
Stigmate (Taches Brunes)

sans pollen

e Avec une pince, nous ouvrons le bourgeon du parent femelle. En poussant délicatement
les ailes, le stigmate sort de la carene. Le stigmate ne doit pas contenir du pollen pour le

parent femelle, alors qu’il doit en contenir pour le parent méle.
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Fleur male
Fleur

. . femelle
Stigmate plein
de Pollen

e A I’aide d’une pince le stigmate de la fleur ouverte est enlevé. Le stigmate est utilisé
pour transférer le pollen au stigmate du bourgeon pollinisé.

e Le stigmate porteur de pollen est frotté sur le stigmate sans pollen du bourgeon
pollinisé. Ensuite le stigmate portant le pollen est crocheté sur le stigmate du bourgeon

pollinisé. Le stigmate transféré est laissé sur le stigmate de la fleur pollinisée.

Etiquette

e | 'étape la plus importante consiste a étiqueter la fleur pollinisée. Les petites étiquettes
de bijoux sont un bon choix car elles sont petites et dureront jusqu'a ce que la gousse
soit mlre et récoltée. On Utilise un crayon ou un marqueur indélébile. Au minimum,

I'étiquette doit contenir le nom des parents ou d’autres identifications.

Figure 14 : Pollinisation croisée du haricot commun.
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3.1.2 La préparation des fleurs méles et femelles :

A T’aide d’une pince on écarte I’étendard de la fleur et on libére la caréne et les ailes,
la caréne est alors ouverte et les étamines pas encore matures sont enlevées, il faut s’assurer
que les stigmates sont dépourvus de pollen qui se caractérise par une couleur brunatre sur ce
dernier (figure 14), la fleur est alors émasculée, et préte a recevoir le pollen du parent méle en
vue du croisement. Le pollen est récolté par le stigmate de la fleur male, en poussant
délicatement les ailes de la fleur déja ouverte le stigmate passe par les antheres et récolte le
pollen, des taches brunes sont visibles sur le stigmate indiquant la présence de pollen (figure
14), si les taches ne sont pas visibles, une autre fleur doit étre choisie.

3.1.3 La pollinisation :

Une fois la fleur femelle préparée, elle doit étre pollinisée le plus tét possible. Le
stigmate exposé restera viable pendant plusieurs heures. A 1’aide d’une pince le stigmate de la
fleur méle contenant du pollen est délicatement brossé sur le stigmate exposé de la plante
femelle. Une fois la pollinisation terminée, I'étiquette, comme décrit précédemment, est
crochetée a la plante femelle pour identifier I'emplacement de la fleur pollinisée (figure 14).Le
croisement a été fait selon la méthode demi-diallele, tableau 7.

Tableau 7 : Croisement en demi-dialléle entre les différents génotypes.

? 3 Coco Nain MGT Amina  Améliore R.
Coco Nain - - - -
MGT X - - -
Amina X X - -
Améliore R. X X X -

X, représente le croisement entre deux parents (Hybride).

3.2 Résultats et discussion :

Les fleurs de la population F; peuvent étre indicatrices de la réussite du croisement,
en effet dans notre cas les genes contrélant la couleur des fleurs sont co-dominants a récessifs
ils nous permettent de voir clairement la réussite des croisements ; néanmoins 1’utilisation des
marqueurs génétiques est nécessaire pour éliminer tous les doutes. La figure 15 nous montre
la différence phénotypique des fleurs entre les parents et leurs hybrides. On remarque que les
parents MGT et Amina ont des fleurs blanches et que les hybrides issus de leur croisement ont
eux aussi des fleurs blanches, alors que les croisements entre les parents MGT, Amina d’un
coté et de Coco nain et Améliore roza (fleurs avec les ailes et I’étendard de couleur pourpre)
ont tous des hybrides présentant des nuances de pourpre clair par rapport a leurs parents

respectifs.
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Var. Coco Nain Var. MGT Var. Amina Var. Améliore Roza

P; XP, P; xP; P, XP, P,XP; P,XP, P;XP,

(Coco nain x MGT) (Coco nain x Amina)  (Coco nain x Ameéliore roza) (MGT x Amina)  (MGT x Améliore Roza) (Amina x Améliore Roza)

Figure 15 : Différences phénotypiques des fleurs entre les parents et leurs hybrides.
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La quantité des graines produite des croisements était tres limité en effet seulement
37% des fleurs fécondées ont donné des gousses F; ; ceci peut-étre expliqué par de mauvaises
manceuvres, des incompatibilités entres les différents génotypes parentaux et le plus probable
les conditions environnementales, en effet durant le croisement, la région de Constantine et de
ses environs ont essuyé de grande chaleur reduisant ainsi la production des fleurs et leur
fécondité. Cependant les croisements ont permis d’avoir assez de graines pour pouvoir

continuer notre étude.

Six hybrides F, ont été produits : P;xP, (Coco nain x MGT) ; P;xP; (Coco nain X
Amina) ; P;xP, (Coco nain x Améliore roza); P,xP; (MGT x Amina); P,xP, (MGT X

Améliore Roza) ; P;xP, (Amina x Améliore Roza) (Tableau 7).

Les hybrides F1 ont été plantés pour produire les hybrides de la population F2 durant la

seconde période de la méme saison.

4. Conclusion :

L’effet du stress salin a démontré une grande variabilité quant a la tolérance au stress
salin entre les génotypes de P. vulgaris étudiés, et donc les hybrides issus des croisements
entre ces différents génotypes parentaux sont trés prometteurs pour 1’étude génétique. Apres
un croisement réussi, nous disposons a ce stade de notre étude de six hybrides F1 et de six
hybrides F», avec leurs parents respectifs, ils forment six populations, c’est le matériel
génétique pour 1’évaluation phytochimique, physiologique et phénologique de la population
sous stress salin. Les traitements salins ont été revus suite a nos résultats de la productivité
des différents génotypes de P. vulgaris: contréle (eau non-salinisée) ; 50mM et 100mM

d’NaCl seront appliqués pour la suite de notre étude.
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1. Introduction :

Lorsque la plante est exposée au stress, tous les processus majeurs tels que la
photosynthése, la synthése des protéines et le métabolisme énergétique et lipidique sont
affectés (Parida and Das, 2005). Au cours de I'exposition initiale a la salinité, les plantes
subissent un stress hydrique et une forte toxicité du sodium (Na*), entrainant une inhibition de
I’expansion et de la division cellulaire, ainsi qu'une fermeture stomatique (Flowers, 2004 ;
Munns, 2002 ; Cramer and Nowak, 1992). La salinité cause aussi un stress oxydatif et induit a
la production d'espéces reactives de l'oxygéne, qui sont nuisibles a toutes les classes de
biomolécules. La principale réponse défensive de la plante au stress oxydatif est la
biosynthése des molécules antioxydantes (Taibi et al., 2016). De nombreuses plantes
s'adaptent au stress salin en augmentant la biosynthése des métabolites secondaires, la
présence de ces métabolites augmente considérablement la qualité nutritive des plantes
(Ashraf and Harris, 2004).

L'analyse génétique entre individus et populations est tres importante dans les
programmes de sélection impliquant I'nybridation ou le croisement diallele, car il est plus
facile d'identifier les parents qui produisent des descendants hétérotiques et d’augmenter la
probabilité d'obtenir des génotypes supérieurs dans les générations isolées (Benitez et al.
2011). Falconer and Mackay (1996) ont déclaré que I'nétérosis des hybrides est causée par des
effets non additifs du trait impliqué et par le carré de la différence des fréquences alléliques
avec leurs parents, ou les effets épistatiques sont généralement négligés. En outre, une
inférence peut étre faite a partir des croisements dialléles calculant les aptitudes générales et
spécifiques a la combinaison des parents et des hybrides, respectivement (Hayman, 1954 ;
Griffing, 1956). D'autre part, les estimations de I'héritabilité fournissent des données
précieuses sur I'importance relative des composants génétiques et peuvent prédire le progres

génétique attendu sous une population ségrégante (Ghareeb and Helal, 2014).

Notre but dans ce chapitre est d’évaluer la population (Parents, Fi) pour les
caractéristiques phytochimiques, physiologiques et phénologiques dans des conditions salines,
et d’étudier la nature de l'action des génes influengant ces derniers. Les aptitudes générales et
spécifiques a la combinaison, I'hétérosis et I'néritabilité des caractéres etudiés ont été évaluées
afin de mieux caractériser la réponse du haricot commun sous stress salin et d’identifier les
facteurs limitatifs de la croissance; utiles pour développer des stratégies de sélection qui
permettent d'améliorer a la fois la productivité et la qualité nutritive du haricot commun sous

conditions salines.

68



Chapitre 3

2. L’évaluation phénologique, physiologique et phytochimique de la population :
2.1 La conception expérimentale :

Une expérience basée sur un plan factoriel est réalisée en une conception de bloc
aléatoire complet avec dix génotypes (quatre génotypes parentaux et leur six hybrides F1),
traités avec trois niveaux de salinité (SO : contrdle ; S1: 50mM NaCL et S2 : 100mM NaCl),
tous les génotypes ont fait 1’objet de trois répétions, ramenant & 90 unités expérimentales

I’ensemble des individus étudiés.
2.2 Mode de culture et conditions de croissance :

Les graines des hybrides F1 et leurs parents ont d'abord été stérilisés par immersion
dans de I'nypochlorite de sodium commercial NaClO a 5% (v/v), puis rincés trois fois avec de
I'eau distillée et germés dans un milieu de culture humide a 25,5 ° C pendant 72 heures a la
greenhouse pole, de la Tennessee State University, USA. Les plantules ont été transférées
dans des pots (24x21,8 cm) remplis de milieu de culture (75% de tourbe, vermiculite, perlite,
calcaire, et un agent mouillant) et cultivées dans une chambre de croissance dans des
conditions environnementales controlées (image 3). Les conditions maintenues pendant
I’expérience étaient: durée de la lumiere -14 h, température -27 + 2°C et humidité relative de
I'air - 65 = 5%. Un engrais commercial (Scotts Miracle-Gro product, N: P: K (24: 8: 16), 0,7
kg m-3) a été utilisé pendant toutes les expériences. Toutes les conditions ont été maintenues

jusgu'a la fin du cycle de vie des individus (120 jours).

Image 3 : Dispositif des differents génotypes sous serre (greenhouse pole, de la Tennessee
State University, USA). A : Vue d’ensemble. B : Vue d’une parcelle.
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2.3 Les traitements salins et le régime hydrique :

Les traitements salins ont été appliqués graduellement pour éviter le choc osmotique
en ajoutant 25 mM d’NaCl a l'apparition de la premiére feuille trifoliée, tous les quatre jours
jusqu'a atteindre les concentrations désirées, une irrigation avec de I’cau non salinisée a été
appliquée aprés chaque deux traitements salins pour éviter 1’accumulation des sels et dépasser
ainsi le taux de salinité désiré pour chaque traitement. Le traitement témoin (S0) a été irrigué
uniquement avec de I'eau. Le pH et la conductivité électrique (EC) (dS m™) ont été mesurés
pour le milieu de culture et pour I’ecau d’irrigation pendant I'expérience et maintenus aux
niveaux désirés (pH =5,546,5; EC<2dSm™; EC=5dSm™ et EC =10 dS m™ pour 0, 50 et
100 mM d’NaCl respectivement).

2.4 Mesures des traits étudiés :

2.4.1 Les traits phénologiques et physiologiques :

Les jours jusqu'a maturité verte et maturité seche ; la surface foliaire, en utilisant un
appareil de mesure de la surface foliaire (analyseur de surface portable LI-3000C, LI-COR
Biosciences) (cm?) (Image 4); poids des tiges (g); poids de la racine (g); le poids des graines

(g) et la biomasse totale (g) ont été enregistrés.

o S T o i A

e

Image 4 : Analyseur de surface portable LI1-3000C, LI-COR Biosciences.

70



Chapitre 3

2.4.2 Les traits phytochimiques :
2.4.2.1 La préparation des graines :
Les graines séchées ont été broyées en fine poudre grace a un broyeur (Wiley
Laboratory Mill, Model 4 3375-E10), image 5 (taille des particules environ 40um), la finesse

de la poudre conditionnant la qualité de I’extraction ultérieure.

Image 5: Broyeur Wiley Laboratory Mill, Model 4 3375-E10. Nashville, USA.

2.4.2.2 L’extraction éthanolique :

Un échantillon de 0.5 g des graines broyées de chaque génotype a été extrait avec 45
ml d'éthanol a 70% et ajusté a un pH de 2.0 avec de l'acide formique; la mixture est laissée
pour une nuit a température ambiante. Apres avoir récupéré les extraits, ces derniers ont été
dégraisses trois fois en utilisant 15 ml d'éther de pétrole. Les extraits ont été évaporés a sec
sous vide a température ambiante puis dissous dans de I’EtOH/H20 (70:30) et ajustés a un pH
de 2.0 avec de I'acide formique, jusqu'a un volume final de 1 ml (Heimler et al., 2005). Toutes

les données sont des valeurs moyennes de trois répétitions, schéma 4.
2.4.2.3 Le dosage des polyphénols totaux :

La méthode de Folin-Ciocalteu a été utilisée pour déterminer la teneur totale en
composés phénoliques, decrite par Heimler et al. (2005). 0.5 ml d'eau distillée et 125 ul du
réactif de Folin-Ciocalteu ont été ajoutés a 125 ul de I'extrait d’échantillons. Le mélange a été
laissé au repos pendant 6 minutes, puis 1.25 ml d'une solution aqueuse a 7% d’Na>COs a été
ajoutée, le mélange est alors ajusté avec de I’eau distillée a 3 ml comme volume final. Le
mélange a été laissé au repos pendant 90 minutes, et I'absorption a été mesurée a 760 nm

contre de I'eau en tant que blanc, schéma 5.
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12h de macération a T°=23°C _
<« Extrait éthanolique

Extraction éthanloique

Ethanol 70%+Acide

formique (pH = 2) \

Graines broyées

Ether de Pétrole X 3

Extrait éthanolique

Extrait dégraissé

Séchage a sec sous T°=23°C -
Extrait éthanolique dégraissé >

Résidus secs

Ethanol 70%

~\

Acide
formique

A
Y

Y

<———  Echantillon a ph =2

9,
Résidussecs — iy W,

Schéma 4 : Préparation des extraits éthanoliques.
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Na2CO3 a 7%

vl A
Eau distillée Repos de 6min _Repos de S0min & =
Echantillon ~ _—-00T0
Réactif Folin- 760 nm
Ciocalteu
\_/ O/

Schéma 5 : Dosage des polyphénols.

NaOH 1M
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TN /

NaNO2 a 5% PR
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E— _—> == 0900
510 nm
echantilon ——
—/ _/

Schéma 6 : Dosage des flavonoides.
2.4.2.4 La courbe d’étalonnage de I’acide gallique :

Le test de Folin-Ciocalteu, avec quelques modifications, a été adopté pour déterminer
les polyphénols totaux des échantillons. Les meilleures conditions colorées étaient: 0.3 ml de
solution de Folin-Ciocalteu, 2 ml de solution de Na2C03 a 7%, une température de réaction

de 30 ° C et une durée de réaction de 90 minutes.

29,42 mg d'acide gallique a été pesé avec precision et dissous dans de I'eau distillée
dans des fioles jaugées de 100 mL. 0; 0.05; 0.1; 0.15; 0.2; 0.25 et 0.3 ml de solution
d'acide gallique a été prélevee et placée dans des flacons volumétriques de 10 ml séparément,
traités avec les conditions précédentes et ajustés a 10 ml avec de I'eau distillée. L'absorbance a
été mesurée a 760 nm de la solution réactionnelle et soustraite du blanc réactif. L'équation de

régression linéaire a été calculée, avec des concentrations d'échantillon en tant qu'axe des X et
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I'absorbance a 760 nm de la solution réactionnelle en tant qu'axe des Y. A partir de la figure
16, une bonne relation a été observée entre les concentrations de I'échantillon et I'absorbance a
760 nm de la solution réactionnelle. L'absorbance a 760 nm de la solution d'échantillon a été
testée apres le traitement par la solution d'acide gallique (Heimler et al., 2005 ; Mag et al.,
2012). La quantité des polyphénols totaux est calculée comme I'équivalent d'acide gallique de

la courbe d'étalonnage :

y = 0.1021x + 0.0835, (R? = 0.9979).

1.2

0.8

0.6 -

Absorbance

0.4

0.2

0 5 10
Consentration pg-ml!

Figure 16 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

2.4.25 Le dosage des flavonoides totaux :

La méthode colorimétrique décrite par Heimler et al. (2005) a été utilisé pour
déterminer la teneur totale en flavonoides. 75 pl d'une solution d’NaNO2 a 5%, 0.150 ml de
solution d’AlIClz a 10% fraichement préparée et 0.5 ml de solution de 1M d’NaOH ont été
ajoutés a 0.25 ml de I’extrait d’échantillons. Le volume final a été ajusté a 2.5 ml avec de
I'eau distillée. Le mélange a été laissé au repos pendant 5 minutes et I'absorption a été
mesurée a 510 nm par rapport au méme mélange, sans I'échantillon, comme blanc. La quantité
de flavonoides totaux est exprimée en équivalents (+) - catéchine (CE, mg (+) - catéchine / g

échantillon) a travers la courbe d'étalonnage de la (+) — catéchine, schéma 6.
2.4.2.6 La courbe d’étalonnage des Catéchines :

1g de (+)-Catéchine de poids constant est pesée avec précision et placée dans une fiole

jaugée de 100 mL, puis dissoute dans l'eau et diluée a 100 mL. Une quantité exacte est
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prélevée de la solution comme suite : 0, 0.1, 0.4, 0.7, 1 et 1.3 ml, puis mise dans des fioles
jaugées de 10 ml et diluée a 10 ml avec la solution de référence. L'absorption a été mesurée a
510 nm par rapport au méme meélange. L'équation de régression linéaire a été calculée, avec
des concentrations d'échantillon en tant qu'axe des X et I'absorbance a 510 nm de la solution
réactionnelle en tant qu'axe des Y. A partir de la figure 17, une bonne relation a été observée
entre les concentrations de I'échantillon et I'absorbance a 510 nm de la solution réactionnelle.
La quantité de flavonoides totaux est exprimée en équivalents de (+) - catéchine (CE, mg (+) -

catéchine / g échantillon) a travers la courbe d'étalonnage de la (+) — catéchine, (R? = 0,998) :

y=1.427x+0.024, (R* = 0.998)

1.8
16
14
1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

Absorbance {510 nm)
=

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 12 14

Concentration (mg/mL)

Figure 17 : Courbe d’étalonnage des catéchines.
2.5 L’analyse statistique :

Afin de définir et de mettre en évidence 1I’importance des paramétres analysés chez les
hybrides et leurs parents ainsi que le facteur le plus performant vis-a-vis de la salinité et les
différentes corrélations entre ces paramétres, une analyse en composantes principales (ACP) a
été réalisée, suivie d’'une ANOVA a deux facteurs (P < 0.01). Basée sur les résultats d'analyse
de variance, la comparaison multiple de moyennes a été réalisée en utilisant le Tukey’s HSD
test, pour un intervalle de confiance de 95 %, afin de déterminer les variations significatives
entre les différents traitements.

3. Analyses dialléle, hétérosis et héritabilite :

3.1 Méthodes :
Les résultats obtenus de 1’évaluation phénologique, physiologique et phytochimique

ont été soumis a I’analyse diallele, et aux calculs des effets d’hétérosis et de I’héritabilité.
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Les variances statistiques de 1’aptitude générale et spécifique a la combinaison ainsi
que leurs effets ont été calculés selon la méthode Il de Griffing (croisements demi-dialleles,
sans réciprocité) n (n-1) / 2, modele 1 (effet fixe). Les analyses dialléles ont été réalisées selon

Griffing. (1956), et I’approche numérique adoptée par Sharma (2006).

Le t-test a été réalisé pour déeterminer la signification de la déviation de la génération
F1 par rapport au parent moyen et au meilleur parent, pour la détermination de I'hétérosis
(Wynne et al., 1970). L'héritabilité au sens large (h2,%) et au sens étroit (h2,%) ainsi que les
parametres génetiques ont été déterminés par la méthode de la composante de la variance
(Breese, 1972):

hz.=VG/VP*100
Ou VG est la variance génétique et VP est la variance phénotypique.
h2.=[0.5D/ (0.5D+0.25H+E)]*100

Ou: D, H et E sont les estimations de la dominance additive et des composantes
environnementales de la variation, respectivement. Les ratios de variance GCA / SCA ont été

calculés pour déterminer 1'importance relative des effets de I’GCA et de I’'SCA (Baker, 1978).

4. Résultats :
4.1 L’analyse descriptive des effets qualitatifs de la salinité sur les génotypes
étudiés :

4.1.1 L’analyse descriptive au niveau de la matrice de corrélation :
Les coefficients de corrélation entre les traits étudiés sont illustrés dans le tableau 8.

Tableau 8 : La matrice de corrélation entre les variables étudiées dans des conditions salines.

Variables  JMV JMS S.F P.T P.R P.G BT PPH.T F.T

JMV 1

JMS -0.136 1

SF 0.475 0.549 1

P.T 0.256 0.626  0.865 1

P.R 0.246 0.638 0.861 0.904 1

P.G 0250 0.706 0.881 0.947 0.910 1

BT 0.259 0.661 0.888 0.990 0.947 0.974 1

PPH.T 0499 -0.385 0.104 0132 0.045 0.043 0.095 1

F.T 0.502 -0.410 0.099 0.101 0.041 0.016 0.070 0.916 1

Les valeurs en gras représentent une forte corrélation entre les traits.
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Les résultats montrent qu’il y a une forte corrélation entre les traits physiologiques. En
effet le P.T et la B.T sont fortement corrélés (0.990) de méme pour le P.G et la B.T (0.974),
on remarque que tous les traits physiologiques sont fortement corrélés entre eux de méme
pour les traits phytochimiques ou on note une forte corrélation entre les PPH.T et les F. T dans
des conditions de stress salin; alors que les traits phénologiques n’affichent aucune
corrélation entre eux. Le trait des JMS a été modérément corrélé a tous les traits

physiologiques, alors que les MV a été le trait le plus corrélé aux traits phytochimiques.

4.1.2 L’analyse descriptive au niveau du cercle de corrélation :

Variables (axes F1 et F2 : 86,30 %)

-1 -0,75 -0,5 -0,25 0 0,25 0,5 0,75 1
F1 (58,26 %)

® Variables actives

Figure 18 : Cercle de coefficient des corrélations des caractéres sous des conditions
salines.

Sous I’effet de la salinité, les deux composantes principales expliquent 86.3% de la
variance totale. Les principales différences des traits ont été observées le long de 1’axe
principal de ’ACP (F1= 58.26% de la variance totale) qui était principalement associé aux
traits physiologiques a savoir S.F, P.T, P.R, P.G et la BT ; alors que le second axe (F2=
28.04% de la variance totale) a été essentiellement associé aux traits phytochimiques : les
PPH.T et les F.T. Les JMS et les JIMV n’ont presque pas d’effet entre eux, alors que nous
observons une forte corrélation positive entre les caractéres physiologiques d’une part et les
caracteres phytochimiques d’autre part pour les JMV. Et si les JMS sont négativement
corrélés aux variables phytochimiques elles sont modérément corrélées aux variables

physiologiques, figure 18.
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4.1.3 L’analyse descriptive au niveau des diagrammes de distribution des

différents génotypes :

Dans des conditions normales les deux composantes principales expliquent 72.75% de
la variance totale, le parent P4 ainsi que les hybrides P2xP4 et P1xP4 sont hautement corrélés a
I’axe principal (F1 = 43.73% de la variance totale) de méme que pour le parent Ps et les
hybrides P1xP2 et P2xP3, toutefois ces deux groupes sont trés contrastés pour les traits étudiés.
Les parents P2 et P1 ont été moyennement corrélés a la deuxieme composante (F2 =29.02%

de la variance totale), présentant eux aussi des résultats contrastés, Figure 19A.

Observations (axes Fl et F2: 72,75 %)

® P3xP4
® P2xP4

F2 (29,02 %)
w B w N - o - N w

F1 (43,73 %)

e Observations actives

Figure 19A : Diagramme de distribution des génotypes non traités au sel.

Observations (axes Fl et F2: 72,59 %)

1 [ ] 4
xP3 ®
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N
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,4 -

-5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4

F1 (52,97 %)

e Observations actives

Figure 19B : Diagramme de distribution des génotypes traités avec 50mM d’NacCl.
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Sous 50 mM NacCl, nous remarquons que les génotypes ont été grandement affectés
par la salinité, le parent Ps et les hybrides P2xPs et P2xPs ont été hautement corrélés a la 1%
composante principale (F1 = 52.59% de la variance totale), alors que le parent P4 et les
hybrides PsxP4 et P1xPs ont été corrélés a la 2™ composante principale (F2 = 19.62% de la
variance totale). Les parents P1 et P4 ont réagi d’une maniére plus au moins similaire, et en
moindre mesure pour les parents P2 et P3, alors que ces deux groupes de parents P1, P4 et P2,

Ps ont des résultats contrastés pour la tolérance a la salinité, Figure 19B.

Sous 100 mM NacCl, la variance totale de la matrice explique 81.03% des données, les
parents Pz et P2 et I’hybride PoxP3 ont été hautement corrélés au 1° axe principal (F1 =
64.26% de la variance totale), alors que I’hybride P2xP4 a été hautement corrélé au 2°™ axe
principal (F2 = 16.78% de la variance totale). L hybride P1xP4 ainsi que les parents P1 et P4
ont des réactions trés similaire au stress salin, tandis que 1’hybride P2xPs et les parents P et P3
sont hautement corrélés entre eux, ces deux groupes représentent les génotypes tolérants et
sensibles respectivement, les hybrides P1xPs, P3xP4 et P2xP4 ont une tolérance intermédiaire

vis-a-vis au stress salin, (figure 19C).

Observations (axes Fl et F2 : 81,03 %)

° P
15 1 P1x o

0,5 |p3\e P2xP3 ®
P2 o

-0,5 T @ PI1xP3

F2 (16,78 %)

-1,5

-2,5

F1 (64,26 %)

® Observations actives

Figure 19C : Diagramme de distribution des génotypes traités avec 100mM d’NacCl.

4.2 Les traits phénologiques :
Les traits phénologiques sont d’une importance capitale en ce qui concerne la
tolérance au stress salin en effet plus la plante est exposée au stress plus elle va subir les
dommages de ce dernier, et donc la précocité et/ou le pouvoir de reduction du cycle de vie de

la plante est un atout majeur pour contrer les effets du stress salin.
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La durée de maturité verte et séche a été significativement affectée par la salinité,
tableau 9.

Tableau 9 : L’analyse de variance a deux facteurs sur I’interaction de la salinité et les
génotypes étudiés pour les traits phénologiques.

Source de variation JMV JMS

df F F
Génotypes (G) 9 532.84** 80.70**
Traitements (T) 2 160.63** 669.43**
Interaction (GxT) 18 9.44* 6.75**
A I'intérieur du groupe 60

* ** test significatif a 0.05 et 0.01 respectivement. JMV : Jours jusqu’a maturité verte, JMS : Jours
jusqu’a maturité séche.

La performance moyenne des parents et de leurs six hybrides est présentée dans le

tableau 10 pour les jours jusqu’a maturité verte des gousses (elles sont consommables autant

que légume frais) ; et seche (essentiellement pour la production de Iégumes secs).

Tableau 10 : Performance moyenne de 1’effet de la salinité sur les traits phénologiques pour
toute la population.

Génotypes

Traits Jours jusqu’a maturité verte Jours jusqu’a maturité séche

Traitements SO Sl S2 SO Sl S2
P1 76.33a 69.67b 68.00b 84.00a 76.67b 76.00b
P2 55.67a 55.67a 54.67a 90.67a 82.67b 79.33c
P3 57.67a 56.00a 55.33a 92.00a 85.00b 83.33b
P4 76.67a 70.00b 68.67b 86.67a 84.00a 79.00b
P1xP2 57.67a 55.00ab 54.00b 91.00a 79.67b 77.00c
P1xP3 57.33a 56.67a 54.33a 90.00a 82.67b 81.33b
P1xP4 77.00a 71.67b 68.33c 83.33a 76.00b 76.67b
P2xP3 57.33a 56.00a 56.33a 92.67a 86.33b 82.00c
P2xP4 61.33a 54.67b 54.33b 84.67a 78.00b 77.33b
P3xP4 56.00a 54.00a 54.67a 85.67a 81.33b 78.00c
moyenne 63.3 59.93 58.87 88.07 81.23 79
Tukey’s HSD test 2,91 2.35

S0: control; S1: 50 mM NaCl; S2: 100 mM NacCl
Les valeurs d'une méme ligne suivies des mémes lettres ne différent pas significativement. (Tukey’s
HSD test, P < 0.05).

Le génotype parental P; (Coco Nain) a enregistré la diminution la plus élevee pour les
JMV en condition saline, alors que le génotype parental P, (Améliore Roza) avait la réduction
la plus élevée pour les JMS, le parent P, (MGT) présentait la plus faible diminution pour
JMV et IMS, de méme que pour le parent P;(Amina), en effet la réduction du temps pour la

maturité est une aptitude trés efficace pour contrer le stress salin. Une différence significative
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a été enregistrée entre les différents traitements salins, elle est d’autant plus perceptible chez
les hybrides, Figure 20A et B.

Tous les hybrides ont enregistré des réductions de jours pour la maturité verte et seche,
pour JMV, les hybrides P,xP, et P,xP, ont enregistré les meilleures valeurs, alors que P,xP; et
P,;xP, était les hybrides les moins performants. Pour JMS tous les hybrides ont vu leur temps

de maturité réduit, I’hybride P;xP, enregistrant la plus faible valeur, Figure 20A et B.
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Figure 20A: L’effet de la salinit¢é sur le nombre de jours jusqu’a maturité verte des différents
génotypes. Les résultats sont des moyennes + S.E (n = 3 répétitions).
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Figure 20B : L’effet de la salinité sur le nombre de jours jusqu’a maturité séche des différents
génotypes. Les résultats sont des moyennes + S.E (n = 3 répétitions).

4.3 Les traits physiologiques :

Cing paramétres ont été calculés, la surface foliaire (trés importante pour sa relation
avec la photosynthése et les échanges gazeux), le poids des racines en effet c’est le premier
organe de la plante a étre confronté au niveau élevé de sel, le poids des tiges (indicateur de
tolérance, plus il est stable plus I’exclusion de sodium toxique est efficace), le poids des

graines qui est le plus important caractére de production et la biomasse totale.
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Tous les traits ont été hautement significatifs a P < 0.01, tableau 11

Tableau 11 : L’analyse de variance a deux facteurs sur I’interaction de la salinité et les
génotypes étudiés pour les traits physiologiques.

Source de variation S.F P.R P.T P.G BT

df F F F F F
Génotypes (G) 9 3571.82** 65.39** 815.20** 47.29** 1593.48**
Traitements (T) 2 103533.59** 6564.06** 51572.09** 10659.35** 168824.91**
Interaction (GxT) 18 1045.29** 128.78** 360.40** 48.27*%* 867.58**

A I'intérieur du groupe 60

* ** test significatif a 0.05 et 0.01 respectivement. S.F : Surface foliaire, P.R : Poids des racines, P.T :
Poids des tiges, P.G : Poids des graines, BT : Biomasse totale.

Les performances moyennes de la population pour les traits physiologiques sont
présentées dans le tableau 12.

Tous les parametres étudiés ont été significativement affectés par la salinité. Sous des
conditions salines, le parent P, (Coco Nain) a enregistré la valeur la plus élevée pour la
surface foliaire (98.26 ; 44.11) (soustraction par rapport a la concentration OmM NaCl), le
poids des racines (18.07 ; 15.83), le poids des graines (9.93; 4.47) et la biomasse totale
(63.33; 48.13), alors que le génotype parental P, (Améliore Roza) avait la valeur la plus
élevée pour le poids des tiges (34.13 ; 48.67).

Le parent P, (MGT) présentait la plus faible valeur pour le poids des tiges (15,07 ;
7,70), le poids des graines (8,07, 1,33) et la biomasse totale (45,90 ; 19,43), tandis que le
parent P; (Amina) a montré la valeur la plus faible pour la surface foliaire (16,85 ; 9,40) et le
poids des tiges (21,30 ; 5,50) sous 50 mM et 100 mM NaCl respectivement.
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Génotypes parentaux et leurs hybrides

Figure 21A : L’effet de la salinité sur la surface foliaire des différents génotypes. Les résultats sont des
moyennes = S.E (n = 3 répétitions).
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Tableau 12 : Performance moyenne de I’effet de la salinité sur les traits physiologiques pour toute la population.

Génotypes
Traits Surface foliaire (cm?) Poids des racines (g) Biomasse Totale (g)
Traitements SO Sl S2 SO S1 S2 SO Sl S2
P1 143.61a 98.26b 44.11c 87.27a 35.33b 27.83c  150.07a  63.33b 48.13c
P2 107.67a 23.21b 12.08c  102.73a  22.77b 10.40c  199.10a  45.90b 19.43c
P3 149.60a 16.85b 9.40c 102.13a  21.30b 5.50c 175.53a  41.07b 12.67c
P4 151.91a 71.25b 4153c  105.53a  34.13b 48.67c  200.47a  62.47b 63.63b
P1xP2 93.00a 28.59b 32.07c  102.67a  40.73b 60.13c  167.67a  76.30b 82.53b
P1xP3 155.99a 94.48b 23.83c 81.40a 31.07b 33.90b  152.97a  60.63b 50.53c
P1xP4 162.91a 82.42b 53.04c  115.03a  38.17b 23.67c  193.97a  77.30b 43.47c
P2xP3 134.57a 12.05b 12.34b  100.27a  27.13b 7.13c 182.73a  50.23b 13.27¢
P2xP4 155.42a 70.80b 3.36¢ 115.97a  44.90b 33.73c  199.23a  81.53b 52.47c
P3xP4 127.40a 50.86b 16.36c  114.73a  43.20b 32.67c  201.73a  76.60b 49.83c
moyenne 138.21 54.87 24.81 102.77 33.87 28.36 182.35 63.54 43.60
Tukey’s HSD test 3.26 4,52 6.99
Génotypes
Traits Poids des tiges (g) Poids des graines (g)
Traitements SO S1 S2 SO S1 S2
P1 33.53a 18.07b 15.83b 29.27a 9.93b 4.47c
P2 50.10a 15.07b 7.70c 46.27a 8.07b 1.33c
P3 39.70a 12.77b 5.93c 33.70a 7.00b 1.23c
P4 52.70a 19.00b 10.47c 42.23a 9.33b 4.50c
P1xP2 29.43a 20.87b 17.90b 35.57a 14.70b 4.50c
P1xP3 36.03a 18.10b 12.33c 35.53a 11.47b 4.30c
P1xP4 37.23a 25.87b 16.07c 41.70a 13.27b 3.73c
P2xP3 51.37a 14.53b 8.13c 31.10a 8.57b 1.33c
P2xP4 37.87a 28.53b 17.63c 45.40a 8.10b 1.10c
P3xP4 41.87a 23.03b 13.93c 45.13a 10.37b 3.23c
moyenne 40.98 19.58 12.59 38.59 10.08 2.97
Tukey’s HSD test 4.52 2.09

S0: control; S1: 50 mM NaCl; S2: 100 mM NacCl
Les valeurs d'une méme ligne suivies des mémes lettres ne different pas significativement. (Tukey’s HSD test, P < 0.05).
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Figure 21B : L’effet de la salinité sur le poids des tiges des différents génotypes. Les résultats sont des
moyennes + S.E (n = 3 répétitions).

Les hybrides P;xP, (Coco Nain x MGT) présentaient la valeur la plus élevée pour le
poids des racines (20,87 ; 17,90), poids des tiges (14,70 ; 4,50) et la biomasse totale (76,30 ;
82,53), tandis que I’hybride P;xP, (Coco Nain x Améliore Roza) a enregistré la valeur la plus
élevée pour la surface foliaire (82,42 ; 53,04), le croisement P,xP; (MGT x Amina) présentait
la plus faible valeur pour la biomasse totale (50.23 ; 13.27), tandis que le croisement P,xP,
(MGT x Améliore Roza) a enregistré la valeur la plus basse pour la surface foliaire (70.80 ;
3.36) et le poids des graines (8.10 ; 1.10) sous 50 mM et 100 mM NacCl respectivement. Pour
le poids des tiges, les croisements P;xP, et P;xP; (Coco Nain X Amina) ont enregistré
respectivement les valeurs les plus élevées 60.13 et 31.07 sous 100 et 50 mM NaCl, alors que
les croisements P;xP, et P,xP; ont enregistré les plus faibles valeurs 38.17 et 7.13 sous 50 et
100 mM NaCl respectivement, figure 21 A,B,C,D et E.
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Figure 21C : L’effet de la salinité sur le poids des racines des différents génotypes. Les résultats sont
des moyennes + S.E (n = 3 répétitions).
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Figure 21D : L’effet de la salinité sur le poids des graines des différents génotypes. Les résultats sont
des moyennes + S.E (n = 3 répétitions).
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Figure 21E : L’effet de la salinité sur la biomasse totale des différents génotypes. Les résultats sont des
moyennes + S.E (n = 3 répétitions).
4.4 Les traits phytochimiques :
Les résultats de 1’analyse statistique sont présentés dans le tableau 13, I’interaction
entre les différents génotypes et les traitements était hautement significative a p-value < 0.01,
ce qui nous indique qu’il a une forte corrélation pour la production de métabolites secondaires
en milieu salin.

Tableau 13 : L’analyse de variance a deux facteurs sur ’interaction de la salinité et les
génotypes étudiés pour les traits phytochimiques.

Source de variation PPH.T F.T

df F F
Génotypes (G) 9 17.90** 29.54**
Traitements (T) 2 0.24 0.32
Interaction (GxT) 18 4.34** 3.32**
A I'intérieur du groupe 60

*** test significatif a 0.05 et 0.01 respectivement. PPH.T : Polyphénols totaux, F.T : Flavonoides

totaux.
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Les performances moyennes de la population étudiée sont présentées dans le tableau
14,

Tableau 14 : Performance moyenne de I’effet de la salinité sur les traits phytochimiques pour
toute la population.

Génotypes

Traits Polyphénols totaux (mg/q) Flavonoides totaux (mg/g)

Traitements SO Sl S2 SO Sl S2
P1 6.05a 6.42a 5.19ab 0.22a 0.20a 0.22a
P2 3.83a 4.83a 3.35ab 0.08a 0.15b 0.10a
P3 1.44a 1.61a 1.49a 0.02a 0.00a 0.00a
P4 6.65a 6.50a 6.54a 0.23a 0.17b 0.21a
P1xP2 3.81a 4.48a 5.99b 0.15a 0.21b 0.18b
P1xP3 2.26a 2.86a 5.92b 0.08a 0.07a 0.16b
P1xP4 5.72a 4.43b 4.42b 0.15a 0.13a 0.16a
P2xP3 2.05a 4.56b 4.31b 0.05a 0.13b 0.12b
P2xP4 5.79 6.80a 4.88ab 0.18a 0.24b 0.15¢
P3xP4 5.68a 1.10b 2.97c 0.12a 0.01b 0.06¢
moyenne 4.32 4.36 4,50 0.12 0.13 0.13
Tukey’s HSD test 1.13 0.0038

S0: control; S1: 50 mM NaCl; S2: 100 mM NacCl
Les valeurs d'une méme ligne suivies des mémes lettres ne difféerent pas significativement. (Tukey’s
HSD test, P < 0.05).

Sous des conditions salines (50 mM NaCl), la teneur phénolique totale augmente pour
tous les parents sauf pour le parent P, (Améliore Roza) ou la tendance tend a diminuer, de
méme que pour les quatre croisements P;xP, (Coco Nain x MGT); P;xP; (Coco Nain x
Amina); P,xP; (MGT x Amina) et P,xP, (MGT x Améliore Roza), I'augmentation maximale a
été enregistrée par 1’hybride P,xP; (4.56). Sous le traitement de 100 mM NaCl, la teneur
totale en composés phenoliques diminue pour tous les parents sauf pour le parent P; (Amina)
et les croisements P;xP,; P;xPs;et P,xP;, la diminution maximale était dans le croisement
P;xP, (Amina x Améliore Roza) (2.97), alors que l'augmentation maximale était dans le
croisement P,xP; (4.31).

La teneur totale en flavonoides diminue sous 50 mM d’NaCl pour tous les parents et
les hybrides sauf pour le parent P, (MGT) et les hybrides P;xP,; P,xP; et P,xP,; la diminution
et l'augmentation maximales ont été enregistrées chez les hybrides P;xP, (0,11) et P,xP;
(0,13) respectivement. Sous 100 mM d’NacCl, la teneur totale en flavonoides augmente pour le
génotype parental P, (MGT) et tous les hybrides sauf P,xP, et P;xP,; I'augmentation et la
diminution maximales ont été enregistrées chez les hybrides P;xP; (0,16) et P;xP, (0,06)

respectivement.

Pour les génotypes parentaux P, (Coco nain) et P; (Amina) la production de

polyphénols est relativement stable sous 1’effet croissant de la salinité, par contre les parents
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P, (MGT) et P, (Améliore roza) voient leur production de polyphénols augmentée dans des
conditions salines moyennes et fortement diminuée a des concentrations de salinité élevées,
figure 22A.

Pour les croisements P;xP, (Coco Nain x MGT) et P;xP; (Coco Nain x Amina) la
production des polyphénols a été proportionnelle a celle de la salinité et a moindre mesure
pour le croisement P;xP;, ou il voit sa production légérement diminuer a des taux de salinité
élevés. Le reste des croisements montrent une diminution de production avec 1’augmentation
de la salinité (P;xP,); une augmentation puis une forte diminution (P,xP,) et une forte
diminution puis une augmentation (P;xP,), figure 22A.

Le taux des flavonoides totaux a été grandement affecté par la salinité : les parents P,
et P, enregistrent les meilleures valeurs sous des conditions salines et non-salines, cependant
la production a fortement baissé a 50 mM d’NaCl, par contre le parent P, a vu ¢a production
augmenter a ce méme niveau. Pour le parent P; la production des flavonoides était trés faible
dans des conditions non-salines, alors qu’elle a été nulle dans des conditions salines, figure
22B.

Trois croisements ont vu leur production de flavonoides augmenter dans des
conditions salines modérées a savoir : P;xP,, P,xP, et P,xP;, on remarque que le parent P,
est impliqué dans tous ces croisements, alors que les croisements P;xP, et P;xP; augmentent
leur production dans des conditions salines élevées. La plus forte diminution a été enregistrée
par I’hybride P;xP,, figure 22B.
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Figure 22A : L’effet de la salinité sur la synthése des polyphénols totaux des différents génotypes. Les

résultats sont des moyennes + S.E (n = 3 répétitions).
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Figure 22B : L’effet de la salinité sur la synthése des flavonoides totaux des différents génotypes. Les
résultats sont des moyennes + S.E (h = 3 répétitions).
4.5 L’analyse diallele, les effets d’hétérosis et 1’héritabilité des traits sous stress
salin :
4.5.1 L’analyse Diallele et ses composantes genétiques :

L'analyse statistique a révélé des différences significatives entre les parents et leurs
hybrides F1 pour tous les caractéres (tableaux 9 ; 11 et 13). De ce fait, I’analyse détaillée de I’
GCA et SCA et du type d’action des genes était appropriée pour les caracteres étudiés au
cours de notre étude.

L’ANOVA de I'ensemble des données dialleles a montré que les carrés moyens dus a
I’GCA été hautement significatives pour tous les caractéres, ainsi que 1’interaction génotypes-
traits sous des conditions salines ; alors que les données pour I’SCA sont significatives pour
tous les caractéres et dans toutes les conditions sauf pour les JMS sous 100 mM NaCl (2.09),
on remarque que sous des les traitements 50 et 100mM NaCl I’SCA tends a étre moins
significative, toutefois les traits IMV, S.F, P.T et le P.G ont exhibé des valeurs hautement
significatives, (Tableau 15)..

Le rapport GCA / SCA des carrés moyens pour tous les caractéres étudiés était

supérieur a l'unité (1), (Tableau 15).

45.2 L’effet d’hétérosis (vigueur hybride) :
Le pourcentage d'hétérosis estimé par rapport a la moyenne des parents (MP ; mid-
parent) et Hétérobeltosis estimé par rapport a la moyenne des meilleurs parents (BP ; best

parent) est présenté dans le tableau 16.
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Tableau 15 : Carrés moyens obtenus a partir de I'ANOVA et I’aptitude a la combinaison pour
les caractéres étudiés.

Traits Tr. Génotypes GCA SCA GCA/SCA  Erreur
Salins
JMV
SO 262.10** 193.14** 34.48** 5.6 6.79
Sl 160.28** 106.17** 27.06** 3.92 0.57
S2 129.34** 83.28** 23.03** 3.62 0.21
JMS
SO 37.99** 26.27** 5.86** 4.49 2.27
Sl 37.71** 23.83** 6.94** 3.44 1.29
S2 18.52** 14.33** 2.09 6.85 1.56
S.F
SO 1558.77** 709.29** 424.74%* 1.67 4.88
S1 3240.52**  2334.24** 453.14** 5.15 3.52
S2 863.13** 658.44** 102.35** 6.43 1.42
P.T
SO 393.00** 208.14** 92.43** 2.25 9.15
S1 203.67** 84.79*%* 59.44** 1.43 6.74
S2 939.34** 374.23** 282.56** 1.32 2.22
P.R
SO
S1 189.27** 97.15** 46.06** 2.11 3.89
76.78**
33.91** 21.43* 1.58 5.75
S2 56.90** 30.58** 13.16* 2.32 3.38
P.G
SO 118.83** 75.39*%* 21.72%* 3.47 3.17
S1 17.94** 6.87** 5.54** 1.24 0.34
S2 7.07** 4.92%* 1.07** 4.59 0.21
BT
SO 1190.76**  1018.36** 86.20* 11.81 23.92
S1 616.47** 277.24%* 169.61** 1.63 12.04
S2 1521.42** 735.04** 393.19** 1.87 6.12
PPH.T
SO 10.86** 9.21** 0.83* 11.15 0.21
S1 11.82** 7.51** 2.16* 3.48 0.73
S2 7.25%* 3.67** 1.79** 2.05 0.23
F.T
SO 0.02** 0.01** 0.0009** 15.12 0.0002
S1 0.02** 0.02** 0.0022* 6.84 0.0008
S2 0.01** 0.01** 0.0014* 7.87 0.0005

* ** test significatif & 0.05 et 0.01 respectivement. SO: Control, S1: 50 mM NaCl, S2: 100 mM NaCl.
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Hybrides JMV (%) JMS (%)
S0 Sl S2 S0 Sl S2
MP BP MP BP MP BP MP BP MP BP MP BP
P1xP2 -12.63**  3.59 -12.23**  -1.20 -11.96**  -1.22 4.20* 8.33** 0.00 3.91* -0.86 1.32
P1xP3 -14.43**  -0.58 -9.81** 1.19 -11.89**  -1.81 2.27 7.14** 2.27 7.83** 2.09 7.02%*
P1xP4 0.65 0.87 2.63* 2.87* 0.00 0.49 -2.34 -0.79 -5.39**  -0.87 -1.08 0.88
P2xP3 1.18 2.99 0.30 0.60 2.42* 3.05** 1.46 2.21 2.98 4.44* 0.82 3.36
P2xP4 -7.30 10.18 -13.00**  -1.80 -11.89**  -0.61 -4.51* -6.62 -6.40**  -5.65** -2.32 -2.11
P3xP4 -16.63**  -2.89 -14.29**  -3.57* -11.83**  -1.20 -4.10* -1.15 -3.75* -3.17 -3.90* -1.27
P.T (%) P.R (%)
S0 S1 S2 S0 S1 S2
MP BP MP BP MP BP MP BP MP BP MP BP
P1xP2 8.07* -0.06 40.22** 15.28 214.56**  116.05** -29.61**  -41.25** 25.96 38.50 52.12** 13.05
P1xP3 -14.04**  -20.30** 9.71 -12.08 103.40**  21.80** -1.59 -9.24 17.41 41.78 13.32 -22.11
P1xP4 19.33** 9.00* 9.88 8.02 -38.13**  -51.37** -13.65* -29.35** 39.57** 36.14* 22.18 1.47
P2xP3 -2.12 -2.40 23.15 19.18 -10.27 -31.41 14.40** 2.53 4.43 -3.54 19.32 5.63
P2xP4 11.36** 9.89* 57.82** 31.54** 14.22* -30.68** -26.33**  -28.15** 67.51** 50.18** 94.13** 68.47**
P3xP4 10.50**  8.72* 55.86**  26.56* 20.62** -32.88** -9.38* -20.56** 45.02* 21.23 69.92** 33.12
BT (%) PPH.T (%)
SO Sl S2 SO Sl S2
MP BP MP BP MP BP MP BP MP BP MP BP
P1xP2 -3.96 -15.79** 39.70** 20.47** 144.30**  T1.47** -22.96* -37.06** -20.32 -30.17 40.09** 15.28
P1xP3 -6.04 -23.17** 16.16* -4.26 66.23** 4.99 -39.66**  -62.67** -28.80 -55.45%* 77.07** 13.99
P1xP4 10.67** -3.24 22.89** 22.05** -22.22**  -31.69** -9.90 -13.99 -31.35* -31.76 -24.72* -32.47*%*
P2xP3 -2.45 -8.22* 15.52 9.44 -17.34 -31.73 -22.05 -46.43** 41.57 -5.59 77.72*%* 28.43
P2xP4 -0.28 -0.62 50.48** 30.52** 26.32** -17.55** 10.51 -12.89 20.04 4.67 -1.42 -25.43*
P3xP4 7.30* 0.63 47.97** 22.63** 30.62** -21.69** 40.41** -14.64 -72.87**  -83.07** -25.98 -54.54**
S.F (%) F.T (%)
S0 S1 S2 S0 S1 S2
MP BP MP BP MP BP MP BP MP BP MP BP
P1xP2 -25.98**  -35.24** -52.93**  -70.91** 14.14** -27.31** -3.93 -34.33** 19.89 6.78 11.34 -19.40
P1xP3 6.40** 4.27* 64.17** -3.84 -10.94* -45.99** -35.70**  -64.93** -25.42 -62.71** 46.27* -26.87*
P1xP4 10.26** 7.24%* -2.76 -16.12** 23.88** 20.24** -32.35**  -33.33** -28.37 -33.90 -24.62* -26.87*
P2xP3 4.61* -10.05** -39.85**  -48.09** 14.96 221 0.33 -37.40 69.20 -15.40 133.33**  16.67
P2xP4 19.75%* 231 49.92** -0.62 -87.46**  -91.91** 17.52 -20.29* 50.00* 44.29* -5.38 -30.16*
P3xP4 -15.50**  -16.14** 15.48**  -28.61** -35.73**  -60.60** -4.13 -47.83** -87.98*  -93.99** -42.86 -71.43**
P.G (%)
SO S1 S2
MP BP MP BP MP BP
P1xP2 -5.83* -23.13** 63.33** 82.23** 55.17** 0.75
P1xP3 12.86** 5.44 35.43** 63.81** 50.88** -3.73
P1xP4 16.64** -1.26 37.72%* 42.14** -16.73 -17.04
P2xP3 -22.22**  -32.78* 13.72 6.20 3.90 0.00
P2xP4 2.60 -1.87 -6.90 0.41 -62.29**  -7556**
P3xP4 18.88** 6.87 26.94** 11.07 12.79 -28.15*

Tableau 16:
Pourcentage
d'hétérosis par
rapport aux parents
moyens (MP) et
meilleurs (BP)
pour tous les
caracteéres étudiés.

*** test
significatif a 0.05
et 0.01
respectivement.
S0: Control, S1: 50
mM NacCl, S2: 100
mM NaCl.
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Une hétérosis négative est souhaitable pour les JMV et les JMS, le pourcentage
d'hétérosis des JMV, et par rapport au MP était négativement significatif pour P1xP2, P1xPs,
P3xP4, dans toutes les conditions et pour P2xPs sous 50 et 100 mM NaCl. Par rapport a
I’hétérobeltosis (BP), 'hybride P3xP4 était significativement négatif. Alors que pour les JIMS
et par rapport au MP les croisements P2xP4 et Psx4 sont significativement négatifs sous 0 et 50
mM NacCl ; les croisements P1xPs et P3xP4 sont significativement négatifs sous 50 et 100 mM
NaCl respectivement, I'nétérosis par rapport au BP affiche des valeurs significativement

négatives pour un seul hybride, a savoir P2xP4 sous 50 mM NacCl.

Pour la S.F, les valeurs sont trés significatives pour presque tous les traitements, pour
I’effet d’hétérosis par rapport au parent moyen (MP), les hybrides P,xP, ; P;xP; et P;xP,
(23.88%) ont enregistré le plus haut pourcentage sous 0, 50 et 100 mM NaCl respectivement ;
alors que I’hybride P;xP, a exhibé la plus haute valeur pour I’hétérosis du meilleur parent

(BP) sous 0 et 100 mM NaCl avec 7.24% et 20.24% respectivement.

Pour le P.T, trois croisements P;xP,, P,xP, et P;xP, ont montré des valeurs positives et
significatives pour toutes les conditions. Les croisements P,xP, et P;xP, ont enregistré des
valeurs significativement positives et négatives pour le BP sous tous les traitements, alors que
I’hybride P;xP, a affiché les plus hautes valeurs: 214.56% et 116.05% pour MP et BP

respectivement sous 100 mM NaCl.

Pour P.R, I’hétérosis du MP et du BP ont montré des valeurs de -29.61 a 14.40% et de
-41.25 a 2.53% sous des conditions non-saline ; et de 4.43% a 67.51% et de -3.54% a -
50.18% sous 50 mM NacCl, alors qu’elles se situaient de 13.32% a 94.13% et de -22.11 a
68.47% sous 100 mM NaCl respectivement. Le croisement P,xP, a enregistré les plus hautes
valeurs positives et significatives pour 1’effet d’hétérosis avec 94.13% et 68.74% pour le MP

et le BP respectivement sous 100 mM NacCl.

Le poids des graines est I'un des traits le plus important qui influence le rendement,
une hétérosis significative par rapport au MP a été observée dans toutes les conditions, le
croisement P;xP, a montré la valeur la plus élevée, tandis que I'hétérosis lié au BP a exhibé
des valeurs significatives sous 50 mM NaCl, ou le croisement P;xP, présentait la valeur la

plus élevée.

La biomasse totale est un trait complexe, c'est le produit final multiplicatif de plusieurs

composants de base de la réponse physiologique, tous les croisements sauf P,xP; ont
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enregistré une hétérosis hautement significative par rapport au MP sous 50 et 100 mM NacCl.
Alors qu'une hétérosis significative par rapport au BP a été notée sous 50 mM NaCl et qui
variait entre -4,26% et 30,52%, le croisement P;xP, a montré la valeur la plus élevée pour le
MP et le BP sous 100 mM NaCl avec respectivement 144,30% et 71,47%.

Pour la teneur en composés phénoliques totaux, dans des conditions salines (100 mM
NaCl), les croisements P;xP,, P;xP;, P;xP; ont enregistré un effet d’hétérosis positif et
significatif le plus élevé relatif au MP, alors que le croisement P;xP, (40,41%) a affiché la
valeur positive la plus élevée dans les conditions non salines, aucun des croisements n'a

montré d'effet d’hétérosis significatif par rapport au BP.

Pour les flavonoides totaux, dans des conditions salines (100 mM NaCl), deux
croisements, a savoir P;xP; et P,xP;, ont montré une hétérosis positive relative au MP, la
valeur la plus élevée a été affichée par le croisement P,xP; (133,33%), tandis que le
croisement P,XxP, a enregistré la valeur d'hétérosis la plus élevée pour le MP et le BP sous le

traitement 50 mM NaCl avec respectivement 50% et 44,29%.
4.5.3 Les effets de ’aptitude a la combinaison :

La magnitude des effets de I’GCA et I’SCA est révélatrice de l'importance relative des
actions génétiques additives et non additives dans I'hérédité d'un caractére. Nous procédons
donc au calcul de ces effets. Les estimations des effets de ’GCA et I’'SCA pour différents
génotypes sont présentées dans le tableau 17 et le tableau 18, respectivement.

Pour les JMV, tous les parents ont montré des effets d’GCA trés significatifs dans
toutes les conditions, les génotypes parentaux P1 (Coco nain) et P4 (Améliore roza) présentent
des valeurs positives, la valeur positive la plus élevée étant recordée par le parent P, sous 50
mM NaCl. Par rapport aux effets d’SCA, seuls deux croisements P1xP4 et PoxPs ont montré
des valeurs positives et significatives en conditions salines, le croisement P1xP4 ayant affiché
la valeur la plus élevee sous 50 mM NacCl.

Pour les JMS, le parent Ps (Amina) a montré des effets d’GCA significativement
positifs dans toutes les conditions, alors que les parents Py et P4 ont enregistré des valeurs
négatives et significatives sous 0 et 50 mM NaCl, respectivement. Par contre, aucun des
croisements n'a exhibé de valeurs significatives pour les effets d’SCA, a I'exception du

croisement P2xP4 sous 50 mM NacCl.
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Tableau 17: Estimation des effets a I’aptitude générale a la combinaison (GCA) et de ses composantes.

Trait IMV IMS SF

S0 S1 52 S0 S1 S2 S0 S1 52
P1 4.69% 3.83%%  3.06%* -1.33 2.42%% 133 1.35 21.27%  12.18%*
P2 -4.81* -3.78%%  -3.39%* 1.56 0.53 0.00 1545 -19.42%%  -8.69%*
P3 -5.08* -3.50%*%  -3.06%* 2.00%  2.36%  2.17* 4.35% -13.88%*%  -8.79%*
P4 5.19% 3.44%%  330%* 22.22% 047 -0.83 9.75%* 12.03%*  5.29%*
S.Egi 0.92 0.27 0.16 053 0.40 0.44 0.78 0.66 0.42
S.E gi-gj 1.50 0.44 0.27 0.87 0.66 0.72 1.28 1.08 0.69
Trait PT PR P.G

S0 s1 52 S0 s1 S2 S0 s1 s2
P1 6.71%*  1.88 5.26%* -5.86%*  0.51 2.50* -3.60% 1.48%* 1.10%*
P2 1.75 -1.84 -3.34%* 233% 064 -0.65 1.94 -0.48 -0.88*
P3 -2.20 -4.23%  -9.52%* 0.62 2.79%  -2.78* -2.30% -1.00% -0.59*
P4 7.16% 4195  7.60%* 201* 292 093 3.96%* 0.00 0.37
S.Egi 1.07 0.92 053 0.70 0.85 0.65 0.63 0.21 0.16
S.E gi-gj 1.75 1.50 0.86 1.14 1.38 1.06 1.03 0.34 0.26
Trait BT PPH.T FT

S0 s1 52 S0 s1 S2 S0 s1 S2
P1 1617 387 9.14%* 0.37 0.47 0.70% 0.03%* 0.03 0.05%
P2 6.02* -2.97 -5.14%* -0.39 0.62 -0.11 -0.02* 0.04* -0.01
P3 -3.87 -8.01%*  -13.17%* 1.46%*  -1.68%  -1.06%* -0.06%*  -0.07**  -0.06%*
P4 14024 7.41%  9.18%* 1.48* 059 0.47 0.05%* 0.01 0.02
S.E gi 1.73 1.23 0.87 0.16 0.30 0.17 0.005 0.01 0.01
S.E gi-gj 2.82 2.00 1.43 0.26 0.49 0.28 0.01 0.02 0.01

*** test significatif a 0.05 et 0.01 respectivement. SO: Control, S1: 50 mM NaCl, S2: 100 mM NaCl. S.E:
erreur Standard.

Table 18: Estimation des effets a I’aptitude spécifique a la combinaison (SCA) et de ses composantes.

Trait IMV IMS SF

S0 s1 s2 S0 s1 s2 S0 s1 s2
P1xP2 -5.52* -4.99%%  .453%* 271 032  -067 -31.10%*  -28.14**  3.76*
P1xP3 -5.58* -3.60%*  -4.53%* 1.27 149 150 12.08%*  3222%%  -4.38*%*
P1xP4 3.81 4.46%%  3.02%* -1.18 234 017 13.61**  -5.76* 10.75%*
P2xP3 3.92 3.34%%  3.91%* 1.04 221 083 7.46% -9.53%*  5,01%
P2xP4 -2.36 -4.93%%  .453%* -2.73 -3.29%  -0.83 2291%*  2332%%  .18.06%*
P3xP4 -7.41% -5.88%%  .4.53%* -2.18 179 233 -24.92%% 216 -4.95%*
S.E sij 2.23 0.65 0.39 1.29 097 107 1.89 1.61 1.02
S.E sij-sik 3.36 0.98 0.59 1.95 146 161 2.85 2.42 1.54
Trait PT PR P.G

S0 s1 s2 S0 s1 s2 S0 s1 s2
P1xP2 4.85 6.83* 29.85%* -8.02** 142  3.46 -1.36 3.62%* 1.30%
P1xP3 1247+ -0.46 9.80** 0.28 079  0.02 2.84 0.90 0.82
P1xP4 11.81%*  -1.78 -17.55%* -0.80 286  0.04 2.75 1.70% -0.71
P2xP3 -2.06 -0.67 -8.37** 743 162  -1.03 -7.13%  -0.03 -0.17
P2xP4 4.29 8.68** 111 -8.35%*  6.67*  4.76* 0.91 -1.50* -1.36*
P3xP4 7.00% 9.36%*  6.23** -2.65 332 319 4.88* 1.29% 0.48
S.E sij 259 2.22 1.28 1.69 205 157 1.52 0.50 0.39
S.E sij-sik 3.90 3.35 1.92 2.54 310 237 2.30 0.75 0.59
Trait BT PPH.T FT

S0 s1 s2 S0 s1 s2 S0 s1 s2
P1xP2 -4.53 11.86**  34.94%* -0.51 -0.96  0.89 0.004 0.02 0.005
P1xP3 -9.34% 124 10.97** -0.98% 029  1.77* -0.02 -0.01 0.04
P1xP4 13.76%*  2.78 -18.44%* -0.46 -0.98  -1.26* -0.05%*  -0.04 -0.04
P2xP3 -1.76 -2.32 -12.02%* -0.42 126 097 -0.002 0.03 0.04
P2xP4 -3.15 13.85** 484 0.38 123 001 0.03 0.06* -0.001
P3xP4 9.24% 13.96™*  10.23** 134* 217 -0.94 0.005 -0.06 -0.04
S.E sij 4.19 2.97 212 0.39 073 041 0.01 0.02 0.02
S.E sij-sik 6.31 4.48 3.19 0.59 110 0.62 0.02 0.04 0.03

*** test significatif a 0.05 et 0.01 respectivement. SO: Control, S1: 50 mM NaCl, S2: 100 mM NaCl. S.E:

erreur Standard.
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Des valeurs significativement positives d’effet d’GCA ont été notées pour la S.F pour
le parent P2 (Améliore roza) dans toutes les conditions alors que les parents P1 (Coco nain) et
Ps (Amina) ont montré des valeurs significatives dans des conditions salines et non-salines.
Pour les effets d’SCA, des valeurs positives et négatives significatives ont été enregistrées
pour tous les croisements dans toutes les conditions, la valeur positive la plus élevée était

affichée par le croisement P1xP3 sous 50 mM NacCl.

Pour P.T, le parent P4 présentait des effets d’GCA positifs et trés significatifs dans
toutes les conditions, tandis que le P1 montre une valeur significative et positive seulement
sous le traitement 100 mM NaCl. En revanche, le croisement P3xP4a montré des effets d'SCA
significatifs et positifs dans toutes les conditions et le croisement PixP> a enregistré des
valeurs positives et significatives uniquement dans des conditions salines, tandis que les
croisements P1xP3 P2xP4 et P1xP4 ont montré des effets d’SCA positifs trés significatifs sous
100, 50 et 0 mM NaCl respectivement.

Le parent P4 a enregistré les effets positifs de I’GCA les plus ¢élevés pour P.R sous 0 et
50 mM NaCl, alors que les parents P1 et P> (MGT) ont respectivement exhibé des valeurs
positives et significatives sous les traitements 100 mM NaCl et 0 mM NaCl, en méme temps,
I'nybride P2xPs a montré des valeurs positives pour les effets d’SCA dans des conditions

salines uniquement.

Concernant les effets de ’'GCA pour la BT, le parent P4 a enregistré les valeurs
positives et significatives les plus élevées dans toutes les conditions, tandis que les parents Py
et P> ont respectivement affiché des effets d’GCA significatifs sous 100 et 0 mM NaCl. Par
rapport aux effets d’SCA, I’hybride P3xPs présentait des valeurs positives et significatives
dans toutes les conditions, alors que le croisement P1xP. présentait des valeurs positives et
significatives en conditions salines, les croisements PixPs4 et P-xPs ont exhibé des effets

d’SCA positifs et significatifs respectivement sous les traitements 0 et 50 mM NaCl.

Pour le contenu phénolique total, seuls les parents P1 et P4 ont montré des effets
d’GCA positifs et significatifs sous les traitements 100 et 0 mM NaCl respectivement. Alors
que I’hybride P3xP4 a enregistré des effets d’SCA positifs et significatifs dans des conditions

non salines.

Pour la teneur en flavonoides totaux, des effets de I’GCA positifs et significatifs ont

été notes pour le parent P1 sous des conditions non-salines et sous le traitement 100 mM
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NaCl, tandis que les parents P2 et P4 ont également montré des effets significatifs et positifs
respectivement dans des conditions non salines et sous le traitement 50 mM NaCl ; en
revanche, selon les effets d’SCA, seul le croisement P>xPs a enregistré une valeur

significativement positive dans des conditions salines (50 mM NaCl).
4.5.4 L’héritabilité des traits sous étude :

Les estimations de I'héritabilité au sens large (hi,%) et de I'héritabilité au sens étroit

(h2%,%) évaluées sous chaque niveau de traitement salin sont présentées dans le tableau 18.

L'héritabilité au sens large (hZ,%) était plus élevée dans les conditions salines pour les
JMV et la BT, on observe que I'héritabilité augmente a mesure de I’augmentation des taux de
salinité ; par contre pour le P.R, I'héritabilité¢ diminue a mesure que le taux de salinité
augmente, sous le traitement 50 mM NaCl, les JMS (74,49%), la S.F (99,03%) et le P.G
(84,64) ont exhibé des valeurs d'héritabilité élevées, tandis que dans des conditions normales,
le P.R (83,55%), les PPH.T (84,62%) et les F.T (89,89%) ont enregistré les plus hautes
valeurs. Sous des conditions salines élevées (100 mM d’NaCl), les IMV (98,54), le P.T

(97,90) et la BT (96,47%) ont présenteé les valeurs d'héritabilité au sens large les plus élevées.

L'héritabilité au sens étroit (h2,%) était plus élevée dans les conditions normales pour
le P.R (42,19%), la BT (64,45%), les PPH.T (68,23%), et les F.T (81,46%), alors que le trait
de la S.F (61,58%) a affiché la valeur la plus élevée sous des conditions salines modérées (50
mM NaCl) ; en méme temps, sous des conditions salines élevées (100 mM d’NaCl),
I'héritabilité augmente a mesure que le niveau de salinité augmente pour les JIMV, les JMS et
le P.T. L'héritabilité au sens étroit a montré des valeurs faibles par rapport a I'héritabilité au
sens large.

Tableau 19 : Estimation de I’héritabilité au sens large et étroit.

Traits  Héritabilité au sens large h2.%  Héritabilité au sens étroit h2;%

SO S1 S2 SO S1 S2
JMV 79.82 96.86 98.54 55.89 56.92 59.24
JMS 60.37 74.49 49.60 34.31 38.08 44.85
S.F 97.23 99.03 98.53 33.75 61.58 59.73
P.T 81.62 75.17 97.90 19.84 26.31 39.93
P.R 83.55 53.51 60.58 42.19 3.72 27.69
P.G 79.31 84.64 77.48 46.59 10.56 51.27
B.T 83.86 84.27 96.47 64.45 26.37 42.18
PPH.T 84.62 59.43 76.19 68.23 39.07 52.39
F.T 89.89 71.93 75.12 81.46 48.60 64.08

S0: control; S1: 50 mM NaCl; S2: 100 mM NacCl.
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5. Interprétation :
5.1 L’évaluation phénotypique :
5.1.1 Les traits phénologiques et physiologiques :

Le stress salin est un facteur environnemental majeur qui empéche les plantes
d'atteindre leur plein potentiel génétique, chez le haricot, espéce non-halophyte la salinité
induit de grandes limitations de croissance (Gama et al., 2007).

Toutes les analyses statistiques étaient hautement significatives pour tous les traits
étudiés et dans toutes les conditions salines et non-salines; I’interaction génotypes x
conditions expérimentales est indispensable pour la suite de 1’étude d’analyse diallele
(Chapitre 5).

Les génotypes parentaux et leurs hybrides F1 ont montré plus ou moins de
susceptibilité en réponse au stress salin, cette réponse est un mélange complexe d'expression
génétique, phénologique et physiologique; les génotypes parentaux P; (Coco Nain) et P,
(Améliore Roza) ainsi que les hybrides P;xP, (Amina x Améliore Roza), P,xP, (MGT Xx
Améliore Roza) et P,xP; (Coco Nain x Amina) ont montré une tolérance relative a la salinité
d’une maniére générale, cette tolérance s’est exprimée par une réduction consequente du
temps de maturation des gousses, en effet plus le cycle de vie de la plante est court moins
cette derniére est confrontée au stress di au sel ce qui limite grandement les dommages
occasionneés par ce dernier ; de tels résultats ont été reportés par Boutraa et Sanders (2001).

Le croisement P;xP,, en plus des génotypes cités plus haut, enregistrent les meilleurs
valeurs pour les caractéres physiologiques ; la surface foliaire conditionne grandement 1’état
de la plante, la photosynthése étant indispensable pour toute activité métabolique de la
plante ; de plus, La surface foliaire est proportionnelle a celle de la biomasse produite, moins
celle-ci est importante plus la biomasse est réduite, de ce fait I’exclusion du Na* toxique au
niveau de la racine et du xyléme est un fort indicateur de tolérance, cette exclusion protége les
tissus photosynthétiques des feuilles induisant une plus importante production de la biomasse
racinaire, caulinaire et fructifére (Gupta et Huang, 2014).

Dans notre étude nous avons remarqué que la ou les deux parents P; (Coco Nain) et P,
(Améliore Roza) ont été impliqués dans un croisement, les hybrides résultants exhibent de
facto une tolérance relative, parfois méme supérieure a celle de leurs parents respectifs,
affichant une hétérosis hautement significative.

Ces résultats démontrent la présence d'une variabilité génétique importante entre les
différents genotypes parentaux et leurs hybrides. Cette variabilité peut faciliter I'amélioration

génétique et générer des hybrides tolérants a la salinité en utilisant un tel matériel génétique
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de haricot commun. Ces résultats sont en accord avec les résultats précédents pour le haricot
commun et d'autres cultures (Cabot et al., 2009 ; Talaat 2015 ; Agbahoungba et al., 2018).
5.1.2 Les traits phytochimiques :

L'exposition des plantes a la salinité entraine une production accrue d'espéces réactives
d'oxygene comme sous-produits, qui endommagent les composants cellulaires (Van
Breusegem and Dat, 2006). En réponse a la salinité les plantes ont développé des systémes de
désintoxication pour contrer les espéces réactives de I'oxygene, et protéger les cellules contre
les dommages oxydatifs.

Les composes phénoliques jouent des rbéles multiples dans les plantes, en tant que
composants structuraux des parois cellulaires, participant a la régulation des processus de
croissance et de développement, ainsi qu'aux mécanismes de défense contre le stress biotique
et abiotique (Cheynier et al., 2013). Les flavonoides représentent le sous-groupe principal et
le plus complexe des polyphénols avec un large éventail de fonctions biologiques, y compris
I'inhibition de la peroxydation lipidique (Di Ferdinando et al., 2012).

Nos résultats démontrent une corrélation trés significative entre la production des
métabolites secondaires et réponse au stress salin ; des hybrides tres prometteurs ont vu leurs
productions de polyphénols et de flavonoides totaux augmenter avec 1’augmentation des taux
de salinités, ces mémes hybrides ont affiché les meilleurs résultats pour les traits
phénologiques et physiologiques, ce qui est une évidence du rdle primordial des métabolites
secondaires sous stress salin biotique et abiotique.

De plus nos résultats confirment notre premiére observation phénotypique. En effet le
parent Amina a enregistré des valeurs nulles pour la production de métabolites secondaires
exhibant une couleur d’enveloppe blanche, ce qui c’est traduit par autant de mauvaises
valeurs pour les traits physiologiques et phénologiques en milieu salin. Par ailleurs le parent
MGT a exhibé des valeurs moyennes par rapport aux deux parents Coco nain et Améliore
roza, exhibant les meilleurs résultats pour tous les caracteres étudiés.

Plusieurs hybrides ont enregistré des valeurs plus élevées que leurs parents respectifs,
I’effet d’hétérosis est donc trés important dans ces croisements, de plus certains hybrides
associent plusieurs traits intéressants de deux parents contrastés comme est le cas pour les
croisements avec le parent P, (MGT) ou le taux des flavonoides augmente au lieu de baisser
sous stress salin, ce qui indique une trés grande heéritabilité du trait, et donc une investigation

d’analyse génétique nécessaire pour mieux comprendre ces mécanismes de défense.
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5.2 L’analyse dialléle, les effets d’hétérosis et I’héritabilité des traits sous stress
salin :
5.2.1 Les aptitudes a la combinaison :

La variance due a ’GCA contient un effet épistasique additif, tandis que la variance
due a I’SCA contient des effets non additifs (Griffing, 1956). L'analyse de la variance pour
I’GCA et ’'SCA ¢était hautement significative pour tous les caractéres dans toutes les
conditions. Ces résultats confirment que les genes additifs et non additifs ont été impliqués
dans le contrble de ces caracteres a travers tous les génotypes du haricot commun. D'autre
part, les effets de I’GCA constituent un critére approprié pour détecter la validité du génotype
en combinaison hybride, tandis que les effets d’SCA peuvent étre liés a 1'hétérosis (Harriman
and Nwammadu, 2016). Nos résultats ont révélé que les effets de I’GCA pour les caractéres
étudiés sont liés a plusieurs valeurs de I’SCA des croisements correspondants, i.e, 1a ou les
deux parents P1 et P4 étaient impliqués, les croisements produits, a savoir PsxPa, P2xPs ont
exprimé des effets d’SCA positifs et hautement significatifs, cela peut indiquer que les
systemes géneétiques additifs et non additifs présents dans les croisements agissent dans la
méme direction pour maximiser les traits en vue (Ghareeb and Helal, 2014), ces résultats ont
confirmé ceux trouvés par (Arunga et al., 2010 ; Trindade et al., 2011 ; Bi Y et al., 2015 ;
Senbetay and Varieties, 2015 ; da Silva et al., 2017), alors qu'ils contredisent partiellement
ceux rapportés par (Igbal et al., 2012 ; Ceyhan et al., 2014) ou ils ont trouvé des carrés
moyens significatifs de 1’aptitude générale et spécifique a la combinaison avec la
prépondérance de la composante SCA dans leurs études génétiques sur le haricot commun. Le
rapport GCA / SCA était supérieur a I'unité (1) sous tous les niveaux de salinité; on peut en
déduire que la contribution de l'action génique additive dans I'expression génétique des
caractéres étudiés est supérieure a l'action génique non additive (dominante). Ces résultats

sont en accord avec ceux d’Islam et al., 2006 et d’ Atnaf, 2013.
5.2.2 Les effets d’hétérosis :

L'hétérosis est un phénoméne complexe et intriguant, c'est le résultat de l'action de
I'ensemble de la diversité génétique, des modes d'interactions et des processus agissants a
différents niveaux systémiques et a différents stades de développement d'un organisme
(Khotyleva et al. 2017). Nos résultats indiquent une hétérosis tres significative du parent
moyen (MP) et du meilleur parent (BP) dans des conditions salines et non-salines. Une
hétérosis et une hétérobeltosis relativement plus elevées pour les caracteres etudiés ont été

observées chez des hybrides chez lesquels les genotypes parentaux P1 et P4 étaient impliques.
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De plus, une performance hétérotique élevée a été notée pour les croisements P3xPs4 et PoxPay,
alors que le croisement P1xP3z a montré des performances hétérotiques élevees pour les
conditions salines. Ces observations suggerent que les parents P1 et P4 et les croisements cités
ci-dessus pourraient étre exploités comme ressources génétiques pour Il'amélioration du
P.vulgaris en milieu salin. Plusieurs chercheurs ont signalé un pourcentage hétérotique
significatif par rapport aux MP et aux BP pour les cultures de haricot et d’autres cultures
(Goncalves-Vidigal et al., 2008 ; Mukankusi et al., 2011 ; Tiruneh et al., 2013; Ceyhan et al.,
2014; Bi Y et al., 2015).

5.2.3 L’héritabilité :

L'héritabilité au sens large était élevée pour les conditions non salines et les conditions
salines pour tous les caracteres étudiés, ce qui indique I'implication de variances additives et
non additives ayant une faible influence des effets environnementaux. L’héritabilité au sens
étroit est considérée comme un outil efficace pour I’amélioration de tout caractere (Falconer,
1981). Nos résultats ont enregistré des valeurs d'héritabilité modérées a élevées pour les
caractéres associés a la tolérance a la salinité, ce qui est tres intéressant, en effet ces caractéres
vont étre transmis & grande échelle chez les hybrides rendant la sélection de variétes tolérantes
plus efficace ; nos résultats sont partiellement différents des résultats d’autres cultures (da
Rosa et al., 2010 ; Emam et al., 2010 ; Rao et al., 2012 ; hannachi et al., 2013 ; Mohammadi
etal., 2014).

6. Conclusion :

Les résultats obtenus dans ce chapitre sont en accord avec ceux du chapitre 2, en effet
les génotypes parentaux Coco nain et Améliore roza enregistrent les meilleures performances
pour tous les traits phénologiques et physiologiques étudiés, ainsi que les hybrides ou ces
deux derniers génotypes ont été impliqués. Ainsi les parents et les hybrides ayant obtenu les
meilleurs résultats pour les traits phytochimiques ont montré les meilleures performances
pour les caractéres phénologiques et physiologiques; en effet la production élevée des
polyphénols totaux et des flavonoides joue un réle essentiel contre les dommages oxydatifs
causés par les espéces réactives d'oxygene notamment les radicaux libres, ce qui a pour cause
une meilleure stabilité structurelle de la plante qui se traduit par de meilleures performances
de rendement.

Plusieurs hybrides ont exhibé des valeurs élevées de productions des métabolites

secondaires en milieu salin, et méme si le rendement diminue occasionnant des pertes
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économiques ; ces pertes peuvent étre compensées par la production de graine de qualité, trés
riches en composés antioxydants pouvant étre commercialisées sur le marché. La supériorité
de certains hybrides par rapport a leurs parents suggere un effet d’hétérosis trés important, ces
hybrides peuvent étre développés comme de nouvelles variétés tolérantes a la saliniteé.

Ces résultats montrent qu'il existe une différence génétique considérable entre les
quatre génotypes pour la tolérance a la salinité; cette tolérance est génétiqguement exprimeée
par une action génique a la fois additive et non additive contrblant les différents traits
phytochimiques, physiologiques et phénologiques avec une prépondérance des effets additifs.
Les génotypes Améliore roza et Coco nain sont de bons combineurs généraux pour
relativement plus de traits sous différents traitements de salinité. Les croisements Amina X
Améliore roza, MGT x Améliore roza et Coco nain X Amina ont montré une bonne aptitude
spécifique a la combinaison et une hétérosis pour la plupart des caractéres sous différents

niveaux de salinité.

En conclusion, les présents résultats ont révélé que plusieurs des croisements obtenus
sont tres prometteurs pour étre utilisés dans des programmes de sélection de cultivars du
haricot commun, et qui possedent de forts potentiels génétiques pour la tolérance a la salinité

et I'amélioration de la qualité nutritionnelle du haricot.
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Chapitre 4

1. Introduction :

Les SSRs sont des séquences d’ADN répétées composées de 1 a 6 nucléotides qui se
trouvent dans les génomes procaryotes et eucaryotes (Téth et al., 2000). Ils se caractérisent
par leur transmission codominante (les hétérozygotes peuvent étre distingués des
homozygotes), une large distribution génomique, un polymorphisme élevé, hypervariable, et
de nature informative, fournissant un modéle considérable, avec une couverture génomique
uniforme, un taux de mutation plus élevé que la norme et une préparation facile des
échantillons (Abdul-Muneer, 2014; Senan et al., 2014).

Un nombre croissant de marqueurs SSRs sont disponibles pour le haricot, ce qui
permet de mettre en ceuvre des études comme la diversité génétique et la structure des
populations du germoplasme cultivé et sauvage, ainsi que des expériences de cartographie
génétique axées sur I’identification des QTLs pour les stresses biotiques et abiotiques (Mller
etal., 2014). Les SSRs ont également été utilisés pour évaluer la diversité intra-spécifique au
sein du genre Phaseolus (Gaitan-Solis et al., 2002).

Les SNPs conférent les mémes possibilités d’analyse que celles des SSRs mais
contrairement aux microsatellites, leur puissance ne provient pas du nombre d'alléles mais du
grand nombre de locus pouvant étre évalués (Foster et al., 2010).

L’objectif de notre travail est I’analyse moléculaire de la diversité génétique et la
structure des populations chez les différentes accessions des haricots issus du croisement
diallele, afin de déterminer les différences et les similitudes qui existent entre elles ; et de
trouver les marqueurs génétiques associés a des genes majeurs de la tolérance a la salinité
pour les caractéres étudiés, notamment les caracteres de production de métabolites
secondaires ; et également de faire le choix le plus adéquat des accessions génétiquement
¢loignées et complémentaires, dans les programmes d’amélioration variétale sous stress salin
pour la production des RILs essentielles a la recherche des QTLs et d’autres analyses de

sélection variétale.

2. Matériel et méthodes :
2.1 Le matériel végétal :
2.1.1 La préparation des populations et I’évaluation phénotypique :
Les hybrides F1 ont été plantés durant la seconde période de la saison estivale de 2016,
aucune intervention n’a été faite permettant ainsi une autofécondation de ces derniéres. Toutes
les graines issues du croisement demi-dialléle ont fait 1’objet d’une manipulation identique a

celles des précedentes plantations : préparation du terrain, ajout d’engrais naturel, germination
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en chambre de germination, désherbage et lutte biologique contre les insectes. Les hybrides F1
ont permis de donner des hybrides F..

Les quatre parents, les hybrides Fi et les hybrides F> ont été plantés durant le
printemps de 2017 a la Tennessee State University Greenhouse, USA ; et les évaluations
phytochimiques, physiologiques et phénologiques ont été procédées comme déja traité dans le
chapitre 3.

2.1.2 Lasélection des génotypes pour I’évaluation génotypique :

L’extraction d’ADN a été faite selon le schéma 7 ; pour chaque parent et pour chaque
hybride Fi, un seul génotype a fait 1’objet d’une extraction. En effet les parents sont
complétement homozygotes (chapitre 2) et les hybrides F1 complétement hétérozygotes, d’ou
I’utilisation d’un seul génotype (les différents génotypes ne different pas les uns des autres
génétiquement parlant). Par contre chez la génération Fi, aprés 1’autofécondation tous les
descendants ne sont pas génétiquement identiques, ceci implique 1’investigation de plusieurs
génotypes différents de la méme population, ainsi quatre extractions ont été faites pour tous
les hybrides F2 a I’exception de 1’hybride P1xP3 ou 18 extractions ont été operees. Le choix de
cet hybride repose essentiellement sur les performances de leurs parents et de la génération F1
déja évaluées (chapitre 3); ce sont les parents avec l’expression phénotypique la plus
contrastée pour la tolérance a la salinité et la production de polyphénols, condition essentielle
pour la création de population de cartographie (Kalaisekar et al., 2017). Et donc 56 génotypes

ont été retenus pour notre étude.

| Croisement ‘| . | Autofécondation _| .
Parents " Demidizléle | Hybrides F; | " Hybrides F;
’ "
" ¥ ( 4 génotypes de PxP:

18 génotypes de PP
4 génotypes de PxP:
4 génotypes de PP
4 génotypes de PaxP.
4 génotypes de PaxP.

1 génotype de
chague
génération
(6 génotypes)

1 génotype de
chaque parent
(4 génotypes)

Le total:
56 génotypes

Schéma 7 : Sélection des génotypes pour I’é¢tude génétique.
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2.2 Les extractions d’ADN :

L’ADN génomique est extrait pour chaque génotype (comme expliqué précédemment)
selon les methodes de Heffelfinger et al., (2014) et de Freeling and Walbot, (1996) ; a partir
de jeunes plantules et dés I’apparition des premiéres trifolioles, des échantillons de 10 a 159
ont été pris puis plongés dans de 1’azote liquide (-195,79 °C) durant le transport pour éviter
toute dégradation de I’ADN, puis ils ont été stockés dans un congélateur a -86°C, pour des
analyses ultérieures.

Dans des tubes Eppendorf, une solution tampon d’extraction contenant: 30 ml de
PVvP ; 8.30g d’UREA ; 2.3 ml d’EDTA ; 2.3 ml de Tris ; 2.3 ml N-LS sodium et 1.15 ml de
Na.SOs ; a été ajoutée aux échantillons ; les tubes ont été mis dans un bain-marie a 65° durant
5 min ; ensuite ils ont été broyés dans une machine spécialisée. Puis 500 ul de chloroforme :
phénol (1: 1) ont été ajoutés dans chaque tube et centrifugé a 5000 tpm pendant 5 min ; le
surnageant et récupéré et mis dans 600 ul d’isopropanol, les échantillons sont stockés durant
la nuit a -20°C. Apreés avoir enlevé ’isopropanol les échantillons ont été rincés a 1’aide de
I’éthanol a 80%, puis de I’ARNase a été ajoutée, les échantillons sont remis dans un bain-
marie pendant 2h. L’ADN a été quantifié¢ a I’aide du NanoDrop Spectrophotometer ND-1000.
Tous les tubes ont montré des valeurs proches du ratio 1.8 qui est généralement accepté
comme pur pour I’ADN.

2.3 L’amplification par PCR pour les SSRs :

57 SSRs ont été choisis pour notre étude ils étaient développés par (Blair et al., 2003,
2006a, 2006b, 2008, 2009a, 2009b, 2010, 2011, 2013 ; Gaitan-Solis et al., 2002 ; Cérdoba et
al., 2010; Galeano et al., 2011.), ils couvrent tout le génome de nos génotypes (2n = 22), 5
SSRs sont localisés sur chaque chromosome (linkage group ; LG), sauf le chromosome 1 et
11 ou 6 SSRs sont déployés, les deux chromosomes renferment plusieurs loci liés aux stresses
abiotiques i.e, déficit hydrique, (Darkwa et al., 2016; Villordo-Pineda et al., 2015). Le tableau

20 nous montre les différents SSRs et leurs répartitions.
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Tableau 20 : les différents SSRs et leurs répartitions sur le génome.

LG Marker Left (Forward) Primer Right (Reverse) Primer Motif Min size Max
(bp) | size (bp)

LGl | BMd10 GCTCACGTACGAGTTGAATCTCAG ATCTGAGAGCAGCGACATGGTAG GA 138 144
PV-ag003 | TCACGTACGAGTTGAATCTCAGGAT GGTGTCGGAGAGGTTAAGGTTG AG 157 168
BM200 TGGTGGTTGTTATGGGAGAAG ATTTGTCTCTGTCTATTCCTTCCAC AG 227 295
BM213 AACCCTAAGCTTCACGCATTTG GAGAGATTGACGACGGTTT CTT 154
ATA234 | TTTTTCTTA GAA AGT GGC GT AGT AAGGCAAAGTTTTTG GC (TAA)7 234
MEO1 ATA CGA GGT TAG CCT AAATC ATT CAC CGT CAA ACT CGC AA (AT)12 169

LG2 | BM236 GCTGAAAAGAGGAGGTCGAA GGACTTGCCAGAAGAACTGC (GA)2s 130
BM143 GGGAAATGAACAGAGGAAA ATGTTGGGAACTTTTAGTGTG GA 143
BM152 AAG AGG AGG TCG AAA CCT TAAATC G CCG GGA CTT GCC AGA AGA AC 80 138
GATs91 GAGTGCGGAAGCGAGTAGAG TCCGTGTTCCTCTGTCTGTG GA 210 275
ATAT76 GAT CTAATTTTITTGCTTCTT TGC TAT TAT ATT CCT TTT CA [ (TAA)12 (N)29 (TA)8 198

LG3 | BM172 CTG TAG CTC AAA CAG GGC ACT GCA ATA CCG CCATGA GAG AT 82 110
BMd36 CATAACATCGAAGCCTCACAGT ACGTGCGTACGAATACTCAGTC TA 168
BM181 ATG CTG CGA GTT AAT GAT CG TGA GGA GCA AAC AGATGA GG 145 200
BMd1 CAAATCGCAACACCTCACAA GTCGGAGCCATCATCTGTTT AT 165
AG1 CATGCAGAGGAAGCAGAGTG GAGCGTCGTCGTTTCGAT | (GA)8GGTA(GA)5GGGGACG(AG)4 | 132

LG4 | ATA20 GCATTG CAG GAA ATC AT TGT ATCAATTACTTT TTT AC (TAA)T2 293
BM199 AAGGAGAATCAGAGAAGCCAAAAG AAGGAGAATCAGAGAAGCCAAAAG GA 304
BMc284 CCCTATTTATCTGCAAATTCACGAG GGGAGTGTAGATCAAGAGATTAAG CA;TA 189
E:\T/.TOOl GAGGGTGTTTCACTATTGTCACTGC TTCATGGATGGTGGAGGAACAG CTT 152
BM140 TGCACAACACACATTTAGTGAC CCTACCAAGATTGATTTATGGG GA 190

LG5 | ATA289 | GGATGT ATT GCC CAA AATTA TTG GGG CACTTATAATTT GA \ (TAT)2(AAT)12 235 265
BM175 CAACAGTTAAAGGTCGTCAAATT CCACTCTTAGCATCAACT GGA 160 195
BMd20 GTTGCCACCGGTGATAATCT GTGAGGCAAGAAGCCTTCAA TA 123
BMc321 CTTTCACTTCACTTGTGGTTCC TGTTCCACTATCTCCCTGTTCA (CT)13 96
BM155 GTTCATGTTTGTTTGACAGTTCA CAGAAGTTAGTGTTGGTTTGATACA CA 114

LG6 | BMd37 GGCACGAGCAACAATCCTT CCATCATAGAGGGCAACCAC AC 134
BM278 CCAAGGTACATCTCAAGCAAA TCAATCACATACATCACATATAATTCA (AT)1s 253
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BM137 CCGTATCCGAGCACCGTAAC CGCTTACTCACTGTACGCACG CT 155
BM187 TTTCTCCAACTCACTCCTTTCC TGTGTTTGTGTTCCGAATTATGA CT 191
BM170 AGCCAGGTGCAAGACCTTAG AGATAGGGAGCTGGTGGTAGC CT 179
LG7 | BM160 CGTGCTTGGCGAATAGCTTTG CGCGGTTCTGATCGTGACTTC GA 211
BM185 AAGGAGGTTTCTACCTAATTCC AAAGCAGGGATGTAGTTGC CT 105
BMd40 AACCTTCTTGCGCTGATCTC TAGTGGCCATTCCTCGATCT 197
BM209 CAACCAATGAATGCTGACAATG CAATTTCTTGATTGAAAGGCAAT TA 129
BM183 CTCAAATCTATTCACTGGTCAGC TCTTACAGCCTTGCAGACATC TC 149
LG8 | BM211 ATACCCACATGCACAAGTTTGG CCACCATGTGCTCATGAAGAT CT 186
BM151 CACAACAAGAAAGACCTCCT TTATGTATTAGACCACATTACTTCC TC 153
BM153 CCGTTAGGGAGTTGTTGAGG TGACAAACCATGAATATGCTAAGA CA 226
BM165 TCAAATCCCACACATGATCG TTCTTTCATTCATATTATTCCGTTCA TA 177
BM189 CTCCCACTCTCACCCTCACT GCGCCAAGTGAAACTAAGTAGA CT 114
LG9 | BM141 TGAGGAGGAACAATGGTGGC CTCACAAACCACAACGCACC GA 218
BM114 AGCCTGGTGAAATGCTCATAG CATGCTTGTTGCCTAACTCTCT TA 234
PV-ATO007 | AGTTAAATTATACGAGGTTAGCCTAAATC CATTCCCTTCACACATTCACCG AT 192
BMc292 CCTTATTATACTTGTGGTCTCTCTCTC CGAGGATGAACAGAGCATGA TC 290
CAC1 ACA AAC AAT TAT AAAGAG TG GTT GAG TGA ACC AAT ATA AA (GA)31 (2) 112
LG10 | BM157 ACTTAACAAGGAATAGCCACACA GTTAATTGTTTCCAATATCAACCTG GA 113
BM212 AGGAAGGGATCCAAAGTCACTC TGAACTTTCAGGTATTGATGAATGAAG CA 214
ATAI150 AGA GAG AAA AAA TGA AGA GA CGT CCT CAT AAACAATAATA (TAT)u 180 210
BMd42 TCATAGAAGATTTGTGGAAGCA TGAGACACGTACGAGGCTGTAT 149
ATAT71 TTC AAT TGA CTT GAA GGT CAG G AAT AAC CCC AAACTG AGATAAA (ATT)10 193
LG11 | BMd41 CAGTAAATATTGGCGTGGATGA TGAAAGTGCAGAGTGGTGGA 250
BM205 CTAGACCAGGCAAAGCAAGC TGAGCTGGGATTTCATTTCTG GT 137
ATA180 ATTATTTTATCATGG ATG AA AAA TTT CAA AAG AAA AAT AC (TAA)11 212 250
PV-at001 | GGGAGGGTAGGGAAGCAGTG GCGAACCACGTTCATGAATGA TA 239
ATAG TGATTT GTCTAACACTTCAC GGA GAT GATTTG CAT GTAG (TAT)19 143
BM239 CTGCTACTACTCCCACTACTTCA ATGTAAGCCATTCCCTCTTC (TO)r2 113
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L’amplification de ’ADN génomique a été faite, selon la technique adoptée par
Heffelfinger et al., (2014) dans une réaction PCR de 15 pl contenant 50 ng d’échantillon
d’ADN ; 6.1 ul d’eau ultra distillée ; 2 pl de tampon PCR 1x; 2 pl de MgClz; 0.3 ul de
dNTPs; 0.3 pl primer Forward; 0.3 pl primer reverse; BSA 0.5 ul et 1 unité de taq
polymérase. Le programme d’amplification (Touchdown polymerase chain reaction)
comprend une période initiale de la dénaturation de I’ADN et I’activation de la Taq
polymérase a 94°C pendant 5 min, suivie d’un cycle de 3 phases : 92°C durant 30 s, 49°C
pendant 30 s et 72°C pendant 1 min suivie de 30 cycles avec 3 phases : 92 °C durant 30 s,
touchdown de 60°C a 51°C durant 30 s diminuant de 0.6°C par cycle, et 72°C durant 1 min.
L’extension finale est faite a 72°C durant 5 min puis a 10°C a I’infini. Les produits PCR sont
analysés en gel continu de polyacrylamide 6% dénaturant. Apres électrophorese, les bandes

d’ADN sont colorées avec le bromure d’éthidium (BET) et visualisées sous UV.
2.4 L>amplification par PCR pour les SNPs :

14 SNPs ont été choisis selon leurs positions sur les chromosomes 1 et 11 (Darkwa et
al., 2016; Villordo-Pineda et al., 2015), 7 SNPs répartis le long de chaque chromosome. Le

tableau 21 nous montre les différents SNPs utilisés dans notre étude.

Tableau 21 : les différents SNPs et leurs répartitions.

N° LGC_SNP ID/autre nom LG LGPos(cM) Source Séquences

1 In1003704_ 630844 1 100.831 Kidney SNPs ATA[A/T]AAT..
2 In674865_ 383201 1 96.928 Kidney SNPs .GTA[G/C]ICTT..
3 In2130026_591835 1 120.801 Durango SNPs  ..TCC[A/T]ACA..
4 In267883_246781 1 26.849 Durango SNPs  .AAC[T/AJATT..
5 1n2130026_1665755 1 111.763 Kidney SNPs JATAJAITIAAA..
6 BARC-PV-0001925 1 72.567 Durango .TTT[T/G]ACT..
7  BARC-PV-0002838 1 14.281 Durango JACA[A/TIAAA..
8 BARC-PV-0005586 11 58.709 Kidney SNPs .AGA[C/G]GAG..
9 In178849 71132 11 58.151 Durango SNPs  ..TGC[G/C]GTC..
10 BARC-PV-0000819 11 63.059 Durango .GCC[A/G]ATG..
11 BARC-PV-0000909 11 17.38 Kidney .GGC[C/G]TTG..
12 BARC-PV-0003108 11 78.908 Kidney .CCGJA/G]TAA..
13 BARC-PV-0002061 11 28.439 Durango .TGA[A/G]TCA..
14 BARC-PV-0005793 11 103.712 Durango .GTG[T/C]TGG..

L’amplification de I’ADN génomique a été faite, selon la Kompetitive Allele Specific

PCR (KASP) développée par LGC genomics (www.lgcgenomics.com), (Semagn et al., 2014).
Une réaction PCR de 10 pl contient 50 ng d’ADN ; 2 pl d’eau ultra distillée ; 5 pl de Master
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Mix (Primers et tampon PCR). Une activation par démarrage a chaud a 94°C durant 15 min
est nécessaire, suivie de 10 cycles en deux phases : 90°C durant 20 s, puis 61°-55°C pendant 1
min diminuant de 0.6°C par cycle, suivie de 26 cycles en deux phases : 94°C pendant 20 s
puis 55°C durant 1 min. la 96 template est ensuite mise a la lecture dans le kluster caller.

2.5 L’analyse des données :

Les performances de toutes les populations (Les parents et la F1 déja évalués dans les
chapitres précédents en plus de la F2) ont été analysées par une analyse factorielle (Analyses
de composantes principales; ACP), en utilisant XLSTAT v.2018.1; sous les différentes
conditions de I’expérimentation.

2.5.1 L’analyse des microsatellites :

L’analyse des gels polyacrylamide aprés électrophorése des différents produits de la
PCR a été effectuée. La présence des fragments a été déterminée visuellement et introduite
dans une matrice de données binaires (0/1) présence (1) ou absence de la bande (0). Un arbre
phylogénétique a été construit en utilisant Neighbor-Joining algorithm avec 3000 bootstrap, et
une analyse factorielle de la matrice génétique. Une analyse de coordonnées principales
(PCoA) a été effectuée pour mettre en évidence les dissimilarités de la matrice.

Pour chaque locus, la composition des alléles SSR est déterminée pour chaque
génotype. Les valeurs du contenu d’information sur le polymorphisme (PIC) ou «
Polymorphism Information Content » a été calculé, ainsi que la diversité genétique en
utilisant les F-statistics qui regroupent : le Shannon's diversity index ou Information index
(Rosenzweig, 1995) ; hétérozygosité attendu ou diversité génétique. Et la distance génétique
de la population par Nei, (1987).

Ces analyses ont été effectuées par I’intermédiaire du programme d’analyse genétique
Darwin version 6.

2.5.2 L’analyse a un seul marqueur :

Une analyse a un seul marqueur (SMA) ou « Single marker analysis » (David et al.,
2011), a été réalisée en utilisant les données génotypiques de la matrice ainsi que les données
phénotypiques de la population F2 et les effets de I’GCA (effet de 1’aptitude général a la
combinaison des parents (Chapitre 3) pour identifier la tolérance potentielle a la salinité
associee aux marqueurs SSR. La méthode de régression linéaire simple a été utilisée avec
I'équation suivante:

y=hb0+blx +e
Ou, y = valeur de caractere phénotypique; b0 = moyenne de la population; b1x = fonction du

marqueur moléculaire et e = erreur.
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La relation potentielle entre le marqueur et le caractere a été établie en considérant la
signification du coefficient de régression a une probabilité de 5%. La variance phénotypique
expliquée a été exprimée en termes de valeurs R? ajustées. L’analyse SMA a été effectuée en
utilisant XLSTAT v.2018.1.
2.5.3 L’analyse des SNPs :
Le produit PCR et mis directement dans un lecteur de microplaques le

FLUOstar® Omega, le lecteur utilise un programme spécifique le Klustercaller, et les résultats

sont directement affichés (Klustercaller snap) dans un ordinateur le reliant.

3. Résultats et discussion :

La performance moyenne des hybrides F> sous différents traitements salins est

présentée dans le tableau 22

Tableau 22 : Performance moyenne des hybrides F2 pour tous les traits étudiés

Traits JMV (jours) JMS (jours) S.F (cm?)

Tr. SO Sl S2 SO Sl S2 SO Sl S2
F2_P1xP2 57.67 59.67 5433 86.33 81.67 80.00 12195 4233 5.77
F2_P1xP3 54.67 54.00 54.00 86.33 80.00 81.00 13545 60.12 5.76
F2_P1xP4 78.00 69.00 69.33 8333 76.00 77.00 13227 50.65 69.50
F2_P2xP3 58.33 56.33 56.33 90.00 84.00 8433 12429 5196 58.18
F2_P2xP4 51.67 54.67 5400 89.67 7833 77.00 15773 6193 34.74
F2_P3xP4 55.00 54.00 54.00 83.00 8100 79.00 12192 68.43 15.26
Moyenne 59.22 5794 57.00 86.44 80.17 79.72 13227 5590 31.54

Traits P.T (9) P.R () P.G (g)

Tr. SO S1 S2 SO S1 S2 SO S1 S2
F2_P1xP2 87.93 2533 1043 3340 2170 9.07  38.50 6.43 1.40
F2_P1xP3 105.60 35.97 6.73 4733 2240 9.37 33.00 13.00 0.37
F2_P1xP4 7730 2423 1833 29.03 1347 1840 37.27 6.13 2.77
F2_P2xP3 79.10  26.53 6.63 3940 1357 520  35.77 7.93 0.36
F2_P2xP4 11950 3193 1180 50.33 2957 15.63 38.60 7.05 5.40
F2_P3xP4 88.27 2847 1353 36.17 20.00 1280 27.93 7.10 2.70
Moyenne 9295 2874 1124 3928 20.12 1174 35.18 7.94 2.17

Traits BT (9) PPH.T (mg/g) F.T (mg/g)

Tr. SO S1 S2 SO S1 S2 SO Sl S2
F2_P1xP2 159.83 53.47 2090  3.56 3.66 7.44 0.10 0.13 0.25
F2_P1xP3 18593 7137 16.47 3.48 2.27 2.28 0.10 0.01 0.04
F2_P1xP4 143.60 43.83 3950 2.38 341 4.60 0.07 0.14 0.17
F2_P2xP3 15427 48.03 1220 3.78 1.75 2.69 0.10 0.03 0.00
F2_P2xP4 208.43 6855 3283 459 4.76 4.24 0.12 0.13 0.09
F2_P3xP4 152.37 5557  29.03 3.91 3.84 4.55 0.10 0.14 0.13
Moyenne 16741 56.80 25.16 3.62 3.28 4.30 0.10 0.10 0.11

S0: control; S1: 50 mM NacCl; S2: 100 mM NacCl; Tr. : Traitements salins.
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Tous les hybrides F> ont été affectés par la salinité, I’hybride F2_ P1xP4 a enregistré les
meilleurs résultats pour les JMS, P.R, BT et la S.F, tandis que les hybrides F2_P3xPa4,
F2_P2xP4 et F2_PoxP3 ont montré de bons résultats pour le P.G, JMS et le P.T respectivement ;
Le croisement F,_PixP> a enregistré les plus hautes valeurs pour la production des
polyphénols et des flavonoides totaux sous stress salin. Les plus basses valeurs ont été
enregistrées par les croisements Fo_PoxPs ; Fo_P3xPs et F2_P1xP3z pour les JMS, la S.F, P.T,
BT ; JMS et le P.R respectivement. L’hybride F2_P>xP3 a montré les plus faibles résultats

pour la production de polyphénols et des flavonoides totaux sous conditions salines.

3.1 L’analyse factorielle des populations :

L’analyse de composante principale a été déja détaillée pour les parents et la
population F1 dans le chapitre 3. Une nouvelle ACP a été faite en intégrant les données de la
population F2, et en gardant les données des parents et de la F1, nous nous focaliserons
néanmoins sur les hybrides de la population F2 pour la discussion et I’interprétation.

3.1.1 L’analyse descriptive au niveau de la matrice de corrélation :

Les coefficients de corrélation entre les traits étudiés sont illustrés dans le tableau 23.

Tableau 23 : La matrice de corrélation entre les variables étudiés dans des conditions salines.

Variables JMV JMS SF P.T P.R P.G BT PPH.T F.T
JMV 1

JMS -0.142 1

S.F 0.424  0.489 1

P.T 0.177 0.614 0.488 1

P.R 0.023 0525 0226 0.874 1

P.G 0.111 0.662 0.567 0.908 0.793 1

BT 0.192 0.688 0.735 0913 0.768 0.918 1

PPH.T 0325 -0.312 0171 -0.018 -0.082 -0.002 0.068 1

F.T 0.395 -0.342 0.170 -0.032 -0.078 -0.020 0.056  0.911 1

Les valeurs en gras représentent une forte corrélation entre les traits.

L’introduction de la population F2 dans 1’analyse factorielle a en effet modifié la
correélation entre les variables étudiés par rapport a celle des parents et F1, ceci s’explique par
la complexité des genes exprimée surtout dans la population F, ainsi seuls le P.T, P.R, P.G et
BT ont eu une forte corrélation entre eux, alors que pour les traits phytochimiques on note
toujours une forte corrélation.

3.1.2 L’analyse descriptive au niveau du cercle de corrélation :
Les principales différences entre les caracteéres étudiés apres 1’introduction de la F,

sont perceptibles chez les traits physiologiques on remarque que la S.F est beaucoup plus
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corrélée aux JMV de méme pour le P.R, alors que ces derniéres sont beaucoup moins
corrélées au reste des traits physiologiques, il est toutefois noté que le P.G et le P.T sont
hautement corrélés a la premiére composante qui explique 49.91% de la variance totale. Alors
que les traits phytochimiques ont été fortement corrélés a la seconde composante principale

qui explique 26.37% de la variance totale.

Variables (axes F1 et F2 : 76,28 %)

PR 1

-1 -0,75 -0,5 -0,25 0 0,25 0,5 0,75 1
F1 (49,91 %)

e Variables actives

Figure 23 : Cercle de coefficient des corrélations des caractéres sous des conditions
salines pour toutes les populations.

3.1.3 L’analyse descriptive au niveau des diagrammes de distribution de
toutes les populations :

Sous des conditions normales, la matrice des données explique 68.09% de la variance
totale, les hybrides F»_ P2xPs et F2_P1xP; ont été hautement corrélés a la 1°® composante
principale (F1 =38.76% de la variance totale), alors que 1’hybride F2_P1xP3 a été hautement
corrélé a la 2™ composante principale (F2 = 29.34% de la variance totale), (figure 24A).

L’effet du traitement salin a induit une réponse différente en comparant avec le
traitement non-salin, en effet, sous 50mM NaCl, les hybrides Fo_PoxPa, F2_P1xPa, F2_P3xP4
ont été hautement corrélés au 1°" axe de la composante principale expliquant 45.79% de la
variance totale, alors que I’hybride F2_P1xP3 a été hautement corrélé au second axe de la
composante principale (F2 = 21.88% de la variance totale), I’hybride F2_P2xP4 a toutefois
enregistré les meilleurs résultats en conditions salines, notamment la production de PPH.T,
(figure 24B)
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Observations (axes F1 et F2 : 68,09 %) A Observations (axes Fl et F2 : 67,67 %) B

3 3

2 2
g1 F2_P1xP3 o g1 X
< 0 ® 2
™ .l [o0) 9 FZ2_ PLXP4
o F2_P1xP2 ® ) PBF®p2xP3 ®
N N
w -2 w -2

F 2 P1xP3

-3 3

-4 -4

3 2 1 0 1 2 3 4 6 -4
F1 (38,76 %) F1 (45,79 %)
® Observations actives ® Observations actives

Observations (axes F1 et F2 : 73,97 %) C

F2 (14,98 %)
o
w

® P1xP2

6 -4 2 0 2 4
F1 (58,99 %)

® Observations actives

Figure 24 : Digramme de distribution des génotypes de toutes les populations ; A : Non traité
au sel ; B : traités avec 50mM NacCl ; C : traités avec 100mM NaCl.

Sous 100mM NacCl, les données de la matrice expliquent 73.97% de la variance totale,
les hybrides F»_PixP3 et F2_P,xP3 ont été hautement corrélés a la 1 composante (F1 =
58.99% de la variance totale), alors que les hybrides Fz PixP2, F2 P3xPs et Fo PoxPa
expliquent peu de la variance totale (ils sont trés proches du centre d’inertie), d’une maniére
géneérale F»_P1xP4 est relativement tolérant, alors que F2_P1xPs et F2_P2xP3 sont sensibles, les
hybrides F2_P1xP2, F2_P3xPs et Fo_P.xP4 ont des réponses intermédiaires au stress salin,
(figure 24C).

Il faut noter que la Iégére différence entre le positionnement des points des parents et

des hybrides F; est due a I’interaction avec les données de la Fo.
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3.2 L’amplification des microsatellites :

Des 57 microsatellites (SSRs) utilisés initialement ; nous avons gradé que ceux qui
avaient des bandes claires et lisibles ; 51 SSRs ont amplifiés : 22 ont été completement mono-
morphiques (image 6 ; en haut) et 29 SSRs ont présenté des gels électrophorétiques de tres
bonne qualité (image 3 ; en bas) ce sont ces SSRs qui ont été retenus pour notre étude ; 4
SSRs ont affiché des amplifications non lisibles et deux SSRs n’ont pas amplifiés.

. .nvqnnnnnN—!Nﬂﬂﬂ“ﬂﬂ"‘""““"‘"“""‘""ﬂﬂﬂ“ﬂ""‘“‘“"“""“"““H”u““' o

e W .o Ll ok . W

u‘.;““WWMUD“U"IMW“UB&“»~E;-“'--’CHGS"'" B i

Image 6 : Exemple de profile du marqueur PV-CTTO001(en bas, hautement polymorphique) et
du marqueur BMd41 (en haut, mono-morphique) sur gel polyacrylamide : La fleche représente
la direction de la lecture du gel, en partant de droite a gauche, les génotypes sont mis comme suite :
P1 puis P2 puis F1_P1xP2 puis 4 génotypes de F,_P1xPx..., le méme schéma est répété pour les autres
croisements sauf le croisement P1xP3 ou 18 F,_P1xP3 ont été mis sur gel.

3.3 La diversité génétique :

Les alléles genérés avec les 29 microsatellites ont été évalués pour étudier la diversité
génétique. Le PIC (Polymorphism information content) donne une estimation sur le
polymorphisme au sein d’un locus en tenant compte du nombre d’all¢les et des fréquences de
ces alléles (Smith et al., 1997). La moyenne du PIC se situe a 0.41 ; la valeur la plus élevée a
été enregistree par les marqueurs: BM236; BMd20; AGl; BM175; BMd37 et
BMd42 (0.50); alors que la valeur la plus basse a été afichée par le marqueur : BM143 (0.28);
Par ailleurs la fréquence allélique majeure nous donne de bonne information sur les mutations
(ou les variations a moindre mesure) pour la population étudiée avec nos SSRs, La fréquence
allélique majeure la plus élevée a éte notée par le microsatellite BM143 (0.79), alors que la

valeur la plus faible a été enregistrée par ATA234 (0.51). L’index de la diversité génique se
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situe entre 0.34 et 0.5 (Tableau 24); alors que les populations P1 ; P2 et P6 présentent le plus

de polymorphismes (Tableau 25).

Tableau 24: Résumé des statistiques génétiques des 29 SSRs.

Marquer Fréquence alléligue majeur No Alléele Diversité génigque PIC
BM200 0.71 2.00 0.43 0.35
ATA234 0.51 2.00 0.50 0.37
BM143 0.79 2.00 0.34 0.28
BM236 0.56 2.00 0.49 0.50
BM152 0.56 2.00 0.49 0.49
BM140 0.54 2.00 0.50 0.47
GATs91 0.55 2.00 0.49 0.42
ATAT76 0.71 2.00 0.42 0.33
BM172 0.66 2.00 0.45 0.35
BM181 0.61 2.00 0.48 0.40
BMd20 0.65 2.00 0.45 0.50
BMd1 0.69 2.00 0.43 0.34
BM212 0.63 2.00 0.47 0.36
BM155 0.52 2.00 0.50 0.37
AG1 0.55 2.00 0.49 0.50
PV-CTT001 0.65 2.00 0.45 0.33
ATA289 0.63 2.00 0.46 0.36
BM175 0.62 2.00 0.47 0.50
BMd37 0.63 2.00 0.46 0.50
ATAG 0.53 2.00 0.50 0.47
BM137 0.66 2.00 0.45 0.35
BM160 0.61 2.00 0.48 0.46
BM211 0.55 2.00 0.49 0.49
BM165 0.66 2.00 0.45 0.35
BM189 0.54 2.00 0.50 0.43
CAC-1 0.64 2.00 0.46 0.35
ATAI150 0.72 2.00 0.40 0.32
BMd42 0.65 2.00 0.45 0.50
BM205 0.53 2.00 0.50 0.44
Moyenne 0.62 2.00 0.46 0.41

Hautement infromatif (highly informative) : (PIC > 0.50), modérément (moderately informative) : (0.25 < PIC
<0.50) et peu informatif (slightly informative) : (PIC < 0.25), non informatif : (PIC = 0).

Tableau 25 : Pourcentage des loci polymorphes pour chaque population

Population %P
P1 82.76%
P2 100.00%
P3 51.72%
P4 51.72%
P5 79.31%
P6 93.10%
Moyenne 76.44%
SE 8.37%
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3.3.1 Ladiversité phénotypique chez quelques hybrides F2:3:

La figure 25 démontre I’incroyable diversité phénotypique que recélent nos

populations de haricot.

Figure 25 : Diversité phénotypiques des différents hybrides F2:3: A :Améliore roza x
Amina ;B :Coco x Amina ; C :Coco x MGT ; D :Coco x Améliore roza; E : Améliore roza x Amina ; F :MGT x

Coco ; G :Améliore roza x MGT ; H :Améliore roza x Amina ; | : Améliore roza x MGT.
3.4 Les relations génétiques et la structure des populations :

La comparaison sur la base des valeurs de F-Statistics (Fst) pourrait étre interprétée
comme une distance de population standardisee entre deux populations ; dans notre étude
nous avons 6 populations issues du croisement dialléle. Selon le tableau 26, le nombre effectif
d'alleles (NEa) se situe entre 1.87 et 1.36 pour les populations P2 et P4 respectivement.

L'indice de diversitt de Shannon (I) est présenté dans le tableau 26;
fondamentalement, les populations P2, P6 et a moindre mesure P1 montre une grande
diversité par rapport aux autres populations, enregistrant les plus hautes valeurs a 0.662, 0.608
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et 0.531 respectivement ; les populations P4 et P3 affichent quant & eux les plus faibles
valeurs avec 0.302 et 0.311 respectivement.
Tableau 26 : Hétérozygotie, caractéristiques et polymorphisme par population pour les

données codominantes

Pop NEa I Ho Ha
P1 Moyenne 1.707 0.531 0.428 0.374
SE 0.071 0.048 0.063 0.035
P2 Moyenne 1.875 0.662 0.539 0.461
SE 0.035 0.014 0.045 0.011
P3 Moyenne 1.405 0.311 0.331 0.217
SE 0.085 0.060 0.076 0.043
P4 Moyenne 1.363 0.302 0.283 0.206
SE 0.074 0.057 0.065 0.040
P5 Moyenne 1.620 0.492 0.386 0.342
SE 0.068 0.049 0.063 0.035
P6 Moyenne 1.813 0.608 0.531 0.430
SE 0.051 0.033 0.064 0.024

Plusieurs mesures d'hétérozygotie (Ho : hétérozygotie observée ; Ha : hétérozygotie
attendue) existent. La valeur de ces mesures ira de zéro (pas d'hétérozygotie) a prés de 1 (pour
un systéeme avec un grand nombre d'alléles également fréquents), ainsi les populations
présentant une grande diversité en relation a leur indice d’hétérozygotie sont les populations
P2 et P6 ; et a moindre mesure la population P1.

La distance génétique entre les populations est présentée dans le tableau 27 ; La plus
haute distance génétique a été notée entre la population P3 et P4 (0.627), alors que la plus
faible distance génétique a été enregistrée entre les populations P1 et P2 (0.089) ; et P2 et P6
(0.098).

Tableau 27 : Matrice de population par paires de distance génétique selon Nei.

P1 P2 P3 P4 PS5 P6
0.000 P1
0.089 0.000 P2
0.189 0.187 0.000 P3
0.218 0.253 0.627 0.000 P4
0.113 0.147 0.265 0.215 0.000 P5
0.189 0.098 0.262 0.256 0.148 0.000 P6
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3.4.1 L’arbre phylogénétique :

Une analyse en grappes (Clusters analysis) a été effectuée en utilisant la méthode
Neighbor-joining (NJ) pour toutes les populations et un arbre phylogénétique a été construit
(Figure 26). Les 6 populations ont été groupées dans trois grappes majeures ; en concordance
avec la distance génétique, les grappes des populations P1 (en vert) et P2 (en bleu) sont trés
proches, d’une maniére générale les populations sensibles (en orange) et tolérantes (en vert)

sont assez distantes avec une distance genétique de 0.218 (Tableau 27).

;_2' _I_|
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7 8 | e
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Cluster 1

Tolerant

Cluster 3 Cluster 2

Sensible
Figure 26 : Arbre phylogénétique des populations de haricot étudiées construite sur la base

des données microsatellites. P1 : Vert ; P2 : Bleu ; P3 : Turquoise ; P4 : Orange ; P5 : Rouge ;
P6 : Violet.
3.4.2 L’analyse des coordonnées principales (PCoA) :

L’analyse des coordonnées principales est en effet trés prometteuse (figure 27) ; on
peut distinguer clairement deux populations diagonalement opposées a savoir la population
P3 et P4, indiguant de tres grandes dissimilarités génétiques, entre elles et entre le reste des
populations ; les populations P2, P1 et P5 se déploient sur le méme axe, alors que la
population P6 se dépoile sur 1’axe opposé; la population P2 est distincte des autres

populations a moindre mesure ; toutefois la dissimilarité génétique reste relative.
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Principal Coordinates (PCoA)
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Figure 27 : Analyse des coordonnées principales des populations de haricot sur la base
de données des microsatellites.
3.5 L’analyse a un seul marqueur « Single marker analysis (SMA) » :

Un seul marqueur était associé a de nombreux traits et a un seul trait associé a de
nombreux marqueurs, dans le tableau 19 (page 94), I’analyse a un seul marqueur pour les
effets de I’GCA des parents a été calculée pour chaque trait étudié, alors que 1’analyse a été
faite pour la tolérance et la susceptibilité a la salinité de maniere générale pour la genération
F2 (Tableau 28).

15 microsatellites ont montré une grande relation avec le trait JIMV expliquant pour la
majorité jusqu’a 99% (R?%) de la variabilité phénotypique du trait, qualitativement parlant
c’est le meilleur résultat obtenu. Pour le trait JMS 21 marqueurs enregistrent une relation avec
le trait expliquant entre 99% et 43% de la variabilité phénotypique.

Alors que pour la S.F, 17 microsatellites ont été associés a ce trait expliquant entre
13% et 92% de la variation phénotypique. Pour le reste des traits physiologiques 23 ; 23 ; 22
et 23 marqueurs ont été associés aux traits, P.T, P.R, P.G et BT respectivement, la variabilité
phénotypique expliquée varie entre 23% et 88%.

Les traits phytochimiques sont les traits qui ont enregistré les plus faibles valeurs ; en
effet seuls 5 SSRs ont été liés a la teneur des polyphénols totaux, expliquant de 2% a 100% de
la variablité phénotypique, les marqueurs BMd37 ; BM200 et ATA243 sont trés prometteurs
pour des études ultérieures. Alors que pour les flavonoides totaux 9 SSRs ont été associés a ce
trait expliquant entre 90 et 98% de la variabilité phénotypique, sauf pour le marqueur BM143
(35%).
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D’une manicre générale, les marqueurs BMdl et BMI155 n’ont montré aucune
association pour aucun trait étudié, par contre le marqueur BM143 a présenté une association
seulement pour les traits phytochimiques ; alors que le marqueur BMd37 a démontré une forte
association pour tous les traits étudiés (Tableau 28).

Tableau 28 : Analyse a un seul marqueur pour les effets de I’AGC pour tous les traits.

Markers JMV JMS S.F P.T P.R P.G B PPHT F.T
Valeurs R? ajustées
BM200-330 0.04 ns 0.14 ns ns ns ns 0.99 ns
ATA-243 ns ns 0.13 ns ns 0.52 ns 0.99 ns
BM143 ns ns ns ns ns ns ns 0.02 0.35
BM236-150 0.99 0.55 0.92 0.8 0.54 0.46 0.8 ns ns
BM152-143 0.99 0.55 0.92 0.8 0.54 0.46 0.8 ns ns
BM140 ns 0.43 ns 0.34 0.4 0.08 0.42 ns 0.9
GATSs91-400 0.99 0.55 0.92 0.8 0.54 0.46 0.8 ns ns
ATAT6 0.99 0.55 0.92 0.8 0.54 0.46 0.8 ns ns
BM172 ns ns ns 0.33 0.51 ns 0.23 ns ns
BM181 0.99 0.55 0.92 0.8 0.54 0.46 0.8 ns ns
BMd20 ns 0.43 ns 0.34 0.4 0.08 0.42 ns 0.9
BMd1 ns ns ns ns ns ns ns ns ns
BM212 ns 0.43 ns 0.34 0.4 0.08 0.42 ns 0.9
BM155 ns ns ns ns ns ns ns ns ns
AG1 0.99 0.55 0.92 0.8 0.54 0.46 0.8 ns ns
PV-CTTO001 ns 0.43 ns 0.34 0.4 0.08 0.42 ns 0.9
ATA289 ns ns ns 0.51 0.88 ns 0.49 ns 0.98
BM175 0.05 0.48 0.27 ns ns 0.78 ns ns ns
BMd37-127 0.99 0.52 0.89 0.81 0.47 0.04 0.88 1 0.92
ATAG 0.99 0.55 0.92 0.8 0.54 0.46 0.8 ns ns
BM137-180 0.99 0.55 0.92 0.8 0.54 0.46 0.8 ns ns
BM160 0.99 0.58 096 0.79 0.6 0.88 0.72 ns ns
BM211 0.99 0.55 0.92 0.8 0.54 0.46 0.8 ns ns
BM165 ns 0.43 ns 0.34 0.4 0.08 0.42 ns 0.9
BM189 0.99 0.55 0.92 0.8 0.54 0.46 0.8 ns ns
CAC1-90 0.99 0.55 0.92 0.8 0.54 0.46 0.8 ns ns
ATA150 ns 0.43 ns 0.34 0.4 0.08 0.42 ns 0.9
BMd42-165 ns ns ns 0.51 0.88 ns 0.49 0.35 0.98
BM205-165 0.99 0.99 0.92 0.8 0.54 0.46 0.8 ns ns

ns : non significatif.
Pour la population F2 plusieurs marqueurs ont été associés a la salinité, au total 17
SSRs ont montré des valeurs significatives expliquant entre 0.7 et 22% du total de la variation
phénotypique ; le marqueur CAC1-90 a enregistré la plus haute valeur avec 22%, alors que les
marqueurs ATAG6 ; BM172 ; BM189 et BM165 expliquent 19 ; 18 ; 16 et 12% de la variabilité
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phénotypique (Tableau 29) ; Cela indique que ces marqueurs sont associés a la tolérance et
sont considerés comme indicateurs de génes de résistance.

Tableau 29 : Analyse a un seul marqueur pour de la population F2 pour la tolérance a la

salinité.

Marqueurs R? ajustées Marqueurs R? ajustées
BM200-330 0.04 PV-CTTO001 ns
ATA-243 ns ATA289 ns
BM143 ns BM175 0.09
BM236-150 0.07 BMd37-127 0.02
BM152-143 0.04 ATAG 0.19
BM140 ns BM137-180 0.08
GATs91 ns BM160 ns
ATAT76 0.007 BM211 0.08
BM172 0.18 BM165 0.12
BM181 ns BM189 0.16
BMd20 0.05 CAC1-90 0.22
BMd1 ns ATA150 ns
BM212 ns BMd42-165 0.03
BM155 ns BM205-165 0.03

AG1 0.08

3.6 L’analyse des SNPs :
Tous les marqueurs SNPs ont été monomorphiques, le SNP 12 et le SNP 3 (Tableau
21) (page 105) ont toutefois enregistré un certain polymorphisme, ne pouvant étre expliqué
que biologiquement parlant, les points bleus représentent les alleles récessifs (completement
homozygotes pour les marqueurs) ; les points rouges représentent les alleles dominants
(homozygotes) et les points verts sont tous hétérozygotes (image 7).
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Image 7 : Klustercaller snap des SNPs 12 (& gauche) et 3 (a droite).
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4. Interprétation :
Cette étude montre que des microsatellites hautement efficaces et sélectifs peuvent
étre utilisés pour améliorer I'analyse basée sur le génome, a I’image de I’analyse a un seul

marqueur a I'échelle du génome.
4.1 La diversité génétique :

D’aprés les résultats obtenus sur le polymorphisme de chaque marqueur SSR utilisé
sur les différentes populations issues du croisement dialléle de P. vulgaris et a la lecture du
tableau 25 (page 112), on remarque que les populations P1; P2 et P6 présentent toujours le
plus de polymorphisme (bandes polymorphes). Le taux moyen du PIC se situe a 0.41 et donc
les marqueurs utilisés dans notre étude sont modérément informatifs.

Le nombre effectif d'alleles (NEa) est le nombre d'alléles avec des fréquences égales
qui seraient nécessaires pour nous donner la méme hétérozygotie que dans notre population
d'étude (dans laquelle les fréquences d'alléles ne sont pas égales). Dans ce cas, les alleles a
basse fréquence contribuent peu au nombre effectif d'alleles comme c’est le cas pour les
populations P4 et P3, alors que les populations P1; P2 et P6 enregistrent toujours les plus
hautes valeurs pour la fréquence allélique majeure.

L'indice de diversité de Shannon (1) est un indice couramment utilisé pour caractériser
la diversité des especes dans un écosystéeme donné, I'indice de Shannon prend en compte a la
fois de l'abondance et de la régularité de I'espéce présente ; si I’indice de Shannon évalue les
populations de I’extérieur, 1’hétérozygotie 1’évalue de I’intérieur, une hétérozygotie élevée
signifie une grande variabilité génétique. Une faible hétérozygotie signifie une faible
variabilité génétique. Souvent, nous comparons le niveau d'hétérozygotie observé a ce que
nous attendons sous I'équilibre de Hardy-Weinberg (HWE), (Chen, 2010), (Tableau 26). Si
I'nétérozygotie observée est inférieure a celle attendue, nous cherchons & attribuer cet écart a
des forces telles que la consanguinité. Si I'hétérozygotie est plus élevée que prévue, nous
pourrions suspecter un effet de rupture d'isolat (le mélange de deux populations
précedemment isolées) (Shannon and Weaver, 1963) ; cette derniere réflexion est en effet
I’essence méme de notre étude, et donc il est tres clair que les populations P2 ; P6 et P1

représentent les populations les plus diversifiées.

4.2 La structure des populations :

Concernant la distance génétique, les populations P1 ; P2 et P6 ont été relativement

proches alors que les populations P3 et P4 sont les plus distantes généetiquement parlant, ces
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résultats s’accordent bien, notamment avec les phénotypes parentaux de ces populations, en
effet les parents P1 et P4 sont proches phénotypiquement et beaucoup plus distants en

comparaison avec les parents P> et Pa.

L’arbre phylogénétique ainsi que 1’analyse des coordonnées principales confirment les
résultats obtenus ultérieurement et les dissimilarités entre les différentes populations sous
étude ; la différence entre les populations P3 et P4 est clairement établie, tandis-que les autres
populations partagent plus ou moins de similarité génétique.

Plusieurs recherches ont investigué la diversité géenétique et la structure de population
de haricot (Blair et al., 2010 ; Santalla et al., 2010 ; Perseguini et al., 2011) et d’autres
cultures (Stajner et al., 2014; Choudhury et al., 2014).

4.3 L’analyse a un seul marqueur :

La régression linéaire simple a été calculée en utilisant les caractéres phénotypiques et
le génotype de chaque marqueur. La relation potentielle entre le marqueur et le trait a été
établie en tenant compte de la signification du coefficient de régression pour I’analyse a un
seul marqueur (David et al., 2011). Les marqueurs représentant plus de 10% de la variation
phénotypique sont considérés comme des marqueurs majeurs (Collard et al., 2005) ; de ce fait
chez les génotypes parentaux, plusieurs microsatellites ont été associés a différents traits sous
stress salin, en effet le marqueur BMd37 (LG6) semble étre trés prometteur en plus des
marqueurs BM200 et ATA243 (LG1) qui ont montré une forte association a la production des
polyphénols et des flavonoides totaux. Chez les hybrides F2 plusieurs microsatellites : CAC1-
90 (LGY); ATAG6 (LG11); BM172 (LG3) ; BM189 et BM165 (LG8) ont montré une assez
bonne association pour la tolérance a la salinité expliquant jusqu’a 22% de la variabilité
phénotypique et donc de facto de la tolérance. Nous n’avons pas pu trouver dans la littérature
des recherches associant 1’analyse a un seul marqueur et la tolérance a la salinité pour le
haricot, d’ou la nouveauté de notre recherche, néanmoins quelques recherches ont été faites

dans d’autres cultures (Anandhan et al., 2010 ;Zongo et al., 2017).

4.4 1es SNPs :

Les résultats des marqueurs SNPs s’expliquent essenticllement par le nombre
insuffisant des génotypes formant la population ; dans de telles conditions il faut utiliser un
trés grand nombre de marqueurs pour avoir des résultats satisfaisants ou le déeveloppement

d’une trés grande population de RILs, or le colt des SNPs est extrémement cher ; et le
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développement de population plus large prend beaucoup de temps (il faut compter de 7 a 10
ans pour avoir des RILs de haricot commun); néanmoins le SNP 12 montre un certain
polymorphisme qui ne peut étre expliqué que biologiquement parlant, affichant la dominance
de chaque génotype étudié ; en plus du SNP 3, ces SNPs montrent que nos génotypes sont trés
prometteurs pour des études ultérieures apres avoir au préalable developpé une plus grande
population.

5. Conclusion :

L’étude de la diversité génétique a démontré que nos génotypes de haricot commun
communément cultivés en Algérie sont en effet d’une grande diversité génétique, cette
diversité est essentielle pour I’amélioration et la production de variétés tolérantes a la salinité.

Les marqueurs moléculaires liés aux QTLs / génes majeurs pour les caracteres d'intérét
sont régulierement développés dans plusieurs cultures en utilisant des matériaux dérivés de
croisements planifiés tels que F2, RIL, backcross et les populations doubles haploides.
Cependant, la non-disponibilité des populations cartographiques et le temps considérable
nécessaire pour développer ces populations constituent parfois des limites majeures dans
I'identification des marqueurs moléculaires pour des caractéres spécifiques. Une autre
limitation est I'absence de lien étroit entre le marqueur et les caractéres observés dans ces

études. En plus, il est difficile d’éliminer les faux positifs avec les méthodes disponibles.

Les marqueurs identifiés au cours de notre étude ont été associés a plusieurs traits
suggérant un grand nombre de QTLs associés a ces traits et ils sont donc tres prometteurs
pour d’autres études ultérieures pouvant s’appliquer & un grand nombre de programmes de

sélection de haricot, notamment la sélection assistée par marqueurs (MAS).
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Conclusion génerale et perspectives

L’étude de la salinité pour les génotypes de haricot commun cultivés en Algérie a
permis d’identifier les génotypes tolérants et sensibles, basée sur plusieurs traits
phénologiques, physiologiques et phytochimiques. Les génotypes parentaux Coco nain et
Améliore roza sont les génotypes les plus tolérants en milieu salin, en effet une forte activité
du métabolisme secondaire a été enregistrée chez ces deux génotypes se traduisant par une
importante production de meétabolites secondaires notamment les polyphénols et les
flavonoides en conditions de stress salin. Cette augmentation de la production de métabolites
secondaires a permis de contrer les dommages oxydatifs, conférant a ces génotypes leur
tolérance a la salinité.

De plus les hybrides résultant des croisements la ou I’un des deux parents Coco nain et
Améliore roza était impliqué ont montré des résultats aussi bons que ceux de leurs parents, et
parfois méme meilleurs que ces derniers indiquant un fort effet d’hétérosis trés recherché dans
la production agricole. Avec des pratiques de gestion appropriées, il est probable que les
pertes économiques associées aux réductions de rendement dues a la salinité peuvent étre
compensées par la production de cultures vivrieres de qualité pouvant étre commercialisées
pour répondre aux demandes changeantes du marché et de la santé des consommateurs.

Les résultats de I’analyse diall¢le ont démontré que les génotypes parentaux Coco nain
et Améliore roza sont de bons combineurs généraux, et méme si le génotype parental MGT a
enregistré de meilleurs résultats pour quelques traits, néanmoins il reste sensible a la salinite.
Les croisements Amina x Améliore roza, MGT x Améliore roza et Coco nain X Amina ont
enregistré les meilleurs résultats quant a I’aptitude spécifique a la combinaison et 1’hétérosis
pour les traits étudiés sous stress salin. Cette tolérance s’est génétiquement exprimée par une
action génique a la fois additive et non additive contrblant différents traits phytochimiques,
physiologiques et phénologiques.

Les résultats de I’héritabilité des traits sont trés prometteurs, en effet nous avons
enregistré une forte héritabilité pour les traits phytochimiques, ce qui indigque un maintien de
la forte production des métabolites secondaires chez les générations suivantes essentielles a la
tolérance en milieu salin.

Les résultats de I’analyse moléculaire ont permis de démontrer I’importante diversité
génétique des populations issues des croisements dialléles, cette diversité est essentielle pour

I’émergence de geénes résistants pas que pour la salinité mais pour toute autre forme de stress.
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Plusieurs marqueurs SSRs ont été hautement associés aux différents traits de notre
étude, ceci indique qu’un ou plusieurs QTLs sont localisés sur la partie ou Se trouve le SSR en
question, pour les traits phytochimiques ce sont les LG 1 et 6 qui regroupent les marqueurs
associés a ce trait.

Les présents résultats ont révélé que plusieurs des hybrides et populations obtenus sont
tres prometteurs pour étre utilisés dans des programmes de sélection de cultivars du haricot
commun, et qui possédent de forts potentiels génétiques pour la tolérance a la salinité et
I'amelioration de la qualité nutritionnelle du haricot. De plus les marqueurs SSRs identifies
sont trés prometteurs pour d’autres études ultérieures investiguant de manicre plus

approfondies I’emplacement et I’ampleur des QTLS associés a ces traits.
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Identifications des determinants génétiques pour des performances de
production des polyphénols chez le haricot (Phaseolus vulgaris L.) dans des

conditions salines.

Résumé

L’objectif principal de la présente étude est I’évaluation de plusieurs génotypes
d’haricots Phaseolus vulgaris L. cultivés en Algérie pour des traits phénologiques,
physiologiques et biochimiques en conditions de stress salin. Selon leurs réponses a la
salinité et leurs phénotypes quatre parents ont été sélectionnés. Pour mener cette étude
un croisement demi-dialléle entre les parents retenus a permis de produire six hybrides
F1; les six hybrides F1 ont été plantés pour permettre une autofécondation et la
production des hybrides F2. Tous les hybrides F1 et F> et leurs parents ont été plantés
dans un design aléatoire complet avec trois concentrations d’NaCl 0, 50 et 100 mM
pour I’évaluation des caractéres phénologiques, physiologiques et biochimiques, les
résultats obtenus ont fait ’objet d’une analyse diall¢le puis d’une analyse moléculaire a
I’aide d’SSRs et de SNPs ainsi qu’une analyse a un seul marqueur pour mettre en
évidence la corrélation entre les données phénotypiques et génétiques. L'analyse dialléle
a révélé des variations génotypiques trés significatives entre les quatre parents et leurs
six hybrides Fi. Les aptitudes génerales et spécifiques a la combinaison étaient tres
significatives pour tous les traits étudiés sous toutes les conditions, révélant le réle
important des effets génétiques tant additifs que dominants sur I'héredite des caractéres
sous études. Les génotypes parentaux Ameéliore Roza et Coco nain se sont avéres les
meilleurs combineurs pour la tolérance a la salinité; de plus les hybrides Amina x
Améliore Roza; MGT x Améliore Roza et Coco nain x Amina ont enregistré un
pourcentage d'hétérosis tres significatif. L’étude moléculaire montre que les populations
issues du croisement diallele ont une grande diversité génétique ces populations
peuvent étre utilisées ultérieurement pour la production des RILs ; de plus I’analyse a
un seul marqueur révéle que plusieurs marqueurs SSRs ont été associés aux différents
traits étudiés, les marqueurs BMd37 (LG6) BM200 et ATA243 (LG1) ont montré une
forte association a la production des polyphénols et des flavonoides totaux, ces
marqueurs peuvent étre liés a de grands génes impliquant une tolérance a la salinité.
Ces résultats indiquent une grande variabilité¢ génétique chez les populations d’haricots
et une possibilité d'amélioration génétique sous stress salin notamment pour la
biosynthese de métabolites secondaires.
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