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Résumé

Les ressources phytogénétiques constituent la base biologique de la sécurité alimentaire
mondiale. Les diverses especes locales et la diversité génétique qu‘elles renferment jouent un
role primordial dans le développement économique, social et culturel. Dans cette étude, quatre
variétés de blé dur ont été choisis (améliorées, ancienne et introduites a savoir : Ain lahma,
djenah khotifa, Triticum dicoccum et Waha. Dont ’objectif est d’évaluer les germoplasmes de
blé dur en utilisant des marqueurs moléculaires de type SSRs, afin de sélectionner des
accessions performantes pour le développement de ce secteur. Nos résultats montrent Un
niveau élevé de polymorphisme généré par les amorces utilisées et chez I’ensemble des variétés
étudiees. Un total de 51 bandes a été noté par toutes les amorces, le nombre élevé de 16 bandes
a été¢ donné par 'amorce WMC25. Ainsi que la variété locale Ain lahma et le blé emmer
Triticum dicoccum ont été marqué par la présence d’un grand nombre de polymorphismes 17
et 13 alleles observés chez la variété Ain lahma et Triticum dicoccum respectivement, par
rapport aux deux variétés waha et Djnah khotifa. Les amorces utilisées dans cette étude, sont
choisies suivant leur fiabilité et leur polymorphisme. Ce sont des loci tres informatifs de fait

qu‘ils montrent dans la méme espéce un nombre ¢levé dalleles.

Mots clés : Blé, Marqueurs moléculaires, diversité génétique, polymorphisme, SSR



Abstract

Plants’ genetic resources are the biological basis for the global food security. The various
local species and the genetic diversity contain and play an important role in economics, social
and cultural development. In this study, four varieties of durum wheat were selected
(improved, old and introduced): Ainlahma, djenah khotaifa, Triticum dicocum and Waha. The
present work consists in evaluating durum wheat germplasm using SSRs molecular markers,
with the objective of selecting efficient accessions for the development of this sector. Our
results show a high level of polymorphism generated by the primers used and in all the
varieties studied. A total of 51 bands were noted by all the primers, the high number of 16
bands was given by the primer WMC25. As well as the local variety Ain lahma and emmer’s
wheat Triticum dicoccum were marked by the presence of a large number of polymorphisms,
17 alleles by the variety Ain lahma and 13 alleles by the variety Triticum dicoccum, compared
to the two varieties waha and Djnah khotifa . The primers used are chosen according to their
reliability and polymorphism. These are very informative loci because they show in the same

species a high number of alleles.

Key words: wheat, molecular markers, genetic diversity, polymorphism, SSR.
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Introduction générale

Introduction

Les céréales occupent a 1’échelle mondiale une place primordiale dans le systeme agricole. Les
céréales sont considérées comme une principale source de la nutrition humaine et animale (Slamaet
al. 2005),

La presque totalité de la nutrition de la population mondiale est fournit par les aliments en grain
dont 95% sont produits par les cultures céréaliéres. Ces cultures céréaliéres sont la base des
programmes de recherches agricoles et d’amélioration génétique. Le blé dur constitue la premicre
ressource en alimentation humaine et la principale source de protéines, il fournisse également une
ressource privilégiée pour I’alimentation animale et de multiples applications industrielles. Le blé
dur prend mondialement, la cinquieme place aprés le blé tendre, le riz, le mais et I’orge avec une
production de plus de 30 millions de tonnes (Amokrane, 2001).

Le terme biodiversité est déefini par la variabilité des organismes vivants de toutes origines y
compris, entre autres, les écosystemes terrestres, marins et autres écosystémes aquatiques et les
complexes écologiques dont ils font partie (Fontaubert et al. 1996). En agriculture, la biodiversité
a été tres largement enrichie par I’homme a partir d’espéces sauvages qu’il a domestiquées depuis
la préhistoire. L’homme a ainsi crée des variétés pour les plantes. Il a sans cesse amélioré
I’expression du patrimoine génétique des plantes cultivées pour leurs différents usages. (GNIS,
2006). La biodiversité est la base de 1’agriculture, son maintien est indispensable a la production
de denrées alimentaires et d’autres produits agricoles ainsi que les avantages qu’ils procurent a

I’humanité, y compris la sécurité alimentaire, la nutrition et les moyens de subsistance(CDP,2008).

Le blé d'Emmer cultivé, Triticumturgidum L. var.dicoccum (AABB, 2n/4x/28) est I'ancétre du
blé panifiable et du blé dur qui poussent dans la marge de la région méditerranéenne (PFLU "GERet
al. 2001).I’emmer est considéré comme I'une des premicres anciennes céréales cultivées. L'emmer
cultivé a apporté un certain nombre de genes importants dans le pool génétique du blé, comme la
résistance a la tache foliaire Septrorianodorum, la résistance au puceron russe du blé et la résistance

a la punaise verte.

Les marqueurs utilisé dans ce travail sont les microsatellites, garce a leurs caractéristiques
(neutralité sélective, hypervariabilité,codominance, et leurs reproductibilités) se révelent étre des

outils de choix pour identifier et chercher un polymorphisme chez le blé.
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L’objectif de ce travail est d’évaluer les germoplasmes de blé dur en utilisant des marqueurs
moléculaires de type SSRs , afin de selectionner des accessions performantes pour le

développement de ce secteur.



Chapitre |

Synthese
Bibliographique



CHAPITRE | SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

I. Leblé
1-Origine et histoire

Le blé est une céréale autogame appartenant au groupe des angiospermes monocotylédones,

de la famille des Poaceae, tribu des Triticées et genre Triticum. Sont des herbacées annuelles
produisant un fruit sec indéhiscent, le caryopse. Le blé dur (Triticum durum) est parmi les espéces
les plus cultivées dans le monde et en Algérie.
Selon Mckee (1968), l'origine génétique du blé dur remonte au croisement entre deux especes
ancestrales Triticum monococcum et une graminée sauvage du nom Aegilops speltoides. Le blé
dur Triticum durum, appelé ainsi en raison de la dureté de son grain. Le nombre chromosomique
de base est de 2n = 4x = 28, hérité du genre Triticum monococcum est designé par A et celui dérivé
de I'Aegilops est dénommé B, de sorte que Triticum durum a une garniture chromosomique
désignée par AB (Figure.01). L’aire de distribution de cette espece est le sud-ouest de 1’ Asie et les
Balkans. Sa domestication, suite aux découvertes archéologiques, remonterait au VIle millenaire
avant JC. Il était cultivé comme mélange avec ’orge et I’engrain dans l'ancienne Egypte.
(Mekhlouf,2009).

Ancétre
Triticum et Aegilops
| | l |
Aegilops de la section « Sitopsis »
T. boeoticum T. urartu Ae. spelloides
(2n = 14, APAD) (2n = 14, A¥AY) (2n = 14, SS,  ou BB?)
L T. turgidum J
(2n = 28, AABB) Aegilops tauschii
T. turgidum ssp. dicoccoides (2n = 14, DD)
(2n = 28, AABB) —_—
Blé amidonnier sauvage
T. turgidum ssp_dicoccum
(2n = 28, AABB)
Bié amidonnier
k2 ‘
T. monococcum T. aestivun

T. turgidum ssp. durum

(2n = 14, A™A™) (2n = 28, AABB)

(2n = 42, AABBDD)

Blé engrain Blé dur Blé tendre
(2n = 14, A™A™) (2n = 28, AABB) (2n = 42, AABBDD)

Figure 1 Représentation schématique de I'histoire évolutionnaire des especes de Tritium et Aegilops.
D'apreés Feuillet et al. (2008).

4
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2- Production et importance

A Péchelle mondiale

Depuis longtemps, les céréales, notamment le blé est devenu un produit de premiere

nécessité a 1’échelle mondiale. Son importance dépasse le role traditionnel considéré comme
aliment, il a aujourd’hui, un réle social, économique et politique dans la plupart des pays dans le
monde.
La production mondiale de blé (blé tendre et blé dur) s’inscrit sur une pente croissante au cours de
la derniere décennie et progresse de 14 %. Qui plus est, les trois derniéres années ont enregistré
trois records de production consécutifs (Figure.02). Expliqué par les efforts déployés en matiere
de techniques culturales et de sélection génétique, ce qui conduit a une amélioration significative
des rendements (CIC ; 2016).
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700 4 — P
630 4 — 1 [ 4
v r" o oy l
ER0D 4 - 1 {
. U """1
4‘_! :] 4
420 4
E 23504
RDT 220 1
210 4
140 4
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0
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- - - - - - 7= - - = Année
> T - -2 S - o~ Lo - o
<o 1 = - — — - s — —
o = ~ - o o o - o -
o™~ N N NN N o™~ o~ N ™~ NN
OBE tendre Blé dur

Figure 2 Evolution de la production mondiale de blé (dur et tendre) (CIC ; 2016).

En termes d’échanges commerciaux des céréales (import/export), I’ Afrique s’accapare
le quart des échanges mondiaux, dont plus de la moitié (55%) est destinée aux pays du Nord
(Algeérie, Maroc, Tunisie et Egypte). Les fournisseurs de ce continent sont essentiellement :
I’Union Européenne, les Etats-Unis et le Canada. L’Algérie I'un des pays du Maghreb ou la
consommation des céréales notamment le blé demeure une base essentielle de 1’alimentation,

affiche une consommation élevée de blé avec une moyenne de consommation céréaliére de 8
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millions de tonnes par an dont plus de 5,5 millions tonnes de consommation de blé (Ammar ;
2014).

A P’échelle de nationale

La population algérienne est caractérisée par un mode alimentaire basé essentiellement
sur la consommation des céréales sous toutes ses formes (pain, pates alimentaires, couscous,
galettes de pain, etc.). Malgré I’amélioration des productions des céréales en général et du bl¢ en
particulier, le secteur agricole est souvent incapable de faire face a la croissance de la demande en
blé. Cette croissance de demande est liée essentiellement aux changements des habitudes
alimentaires et a 1’élévation des niveaux de vie. Avec plus de 203 kg/personne et par ans,
I’agriculture algérienne est structurellement inapte a satisfaire une demande de plus en plus
importante (Bousard et al ; 2011).

Les superficies emblavées et récoltées en blé dur ont connu une augmentation de 2,4% et 10,05%
respectivement en 2014/2015 comparativement a la campagne 2013/2014.

1600000
1400000
1200000
1000000
800000
600000
400000
200000
0

& 2013/2014
- 2014/2015
M Moyenne (2010-2013)

superficies superficies ‘
emblavées (ha) récoltées (ha)

Figure 3 les superficies emblavées et récoltées en blé dur (MADRP ; 2015)

Les rendements en blé dur ont diminué de 1,2% en 2014/2015 (soit 15,4 g/ha) par
rapport a la campagne précédente (soit 15,6q/ha). Depuis la production record qui a été enregistrée
lors de la campagne 2008-2009 ou il a été moissonné 61,2 millions de g. Cette derniére a chuté a

36 millions de q en 2015 (Figure.04). Les céréales restent en grande partie tributaire des conditions
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climatiques qui n’ont pas été trés favorables notamment en période critique qui s’étale entre le

mois d’Avril et le mois de Mai.

Par ailleurs, devant cette tendance a la baisse de la production céréaliere et I'impératif
de réduire les volumes d'importations, notamment du blé dur et tendre, les pouvoirs publics
ambitionnent d'augmenter progressivement la production céréaliere pour la porter a 70 millions
de quintaux en 2019. Cette progression devrait se réaliser a travers, notamment, I'extension des
surfaces irriguées, l'intégration de la fertilisation, des semences certifiées et du renforcement de

la mécanisation.

Rendement en blé dur (q/ha)

r ;
) M blé dur
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Figure 4 : Le Rendement blé dur (g/ha) en Algérie ces cing dernieres années

3- Evolution des importations et de la consommation céréaliére en Algérie

L’Algérie est I'un des plus importants pays importateur de céréales avec une moyenne
d’importation qui atteint 10 millions de tonnes, et le blé représente la moiti¢ des importations.
La consommation annuelle par habitant de céréales, bien qu’elle reste importante, a connu un recul
ces derniéres 40 années, (Figure.05) passant de 250 kg/an par habitant dans les années 70 a environ
de 230 kg/an par habitant. La consommation animale des céréales est assurée essentiellement par
’orge et le mais utilisés pour la fabrication des aliments de bétail et de ses dérives. Les besoins de
I’Algérie en céréales sont estimés a environ 8 millions de tonnes par an6. L’ Algérie est I'un des
premiers importateurs de blé au monde, notamment de blé tendre, la demande locale reste

importante.
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Dans les filieres stratégiques telles que les céréales, ’augmentation de la production et
des rendements est une priorité pour les pouvoirs publics afin de répondre & la demande croissante.
Dans cette optique le défi pour la production algérienne de céréales est de hisser le rendement a
I’hectare a au moins 30 quintaux/ha durant les cinq prochaines années contre 18 qx/ha en moyenne

actuellement et 6 gx/ha en 1962 (Ammar ; 2014).
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Figure 5 évolution des importations algériennes de blé (tendre et dur) Source : élaboration
propre a partir de données collectées a I’OAIC (Ammar ; 2014).

4-Domestication, sélection et premieres améliorations

Les modifications génétiques des espéces sauvages qui guident la gestion organisée de
leur sélection et de leur reproduction peuvent étre considérées comme une domestication des
especes. L'une des premieres espéeces domestiquées est I'épeautre. L'espéce s'est répandue en
tant que culture domestigue dans tout le Croissant fertile, puis dans les régions les plus proches
comme le sud de la mer Caspienne ou en direction de la vallée du Nil, puis dans le monde entier,
en particulier en Asie centrale et orientale et en Europe. A la méme époque, les cultures étaient
partagées entre les cultivateurs habitants et aussi avec les agriculteurs migrants transportant
leurs récoltes. Le blé emmer a évolué a partir de I'emmer sauvage et a été domestiqué dans le

Croissant fertile il y a environ 9 500 a 9 000 ans. Deux populations d'émeutiers sauvages se
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trouvent dans le nord et le sud du Croissant fertile. Sur la base de l'analyse génétique et des
variations microsatellites de I'ADN chloroplastique, on soupconne que la population
septentrionale de I'émeu sauvage (sud de la Turquie, Iran et Irak et certaines parties du Croissant
fertile) est une véritable progéniture de I'émeu cultivé et que le lieu de leur domestication
correspond au point focal ou I'agriculture a commencé, la région de Karaganda dans le sud-est
de la Turquie. La fragilité du rachis est le principal trait qui a été modifié par la domestication,
ainsi I'épeautre cultivé a un rachis fragile qui permet de garder les épillets intacts sur I'épi jusqu'a
la récolte manuelle. L'épeautre cultivé est plus facile a battre que I'épeautre sauvage, mais il ne
peut toujours pas étre battu librement, car il est également décortiqué. La culture de lI'emmer
s'est largement répandue a travers et au-dela du Proche-Orient. Elle s'est étendue vers I'est
jusqu'en Inde et vers l'ouest a travers I'Anatolie jusqu'en Europe et dans la région de la cote
méditerranéenne, et elle a été I'une des cultures les plus importantes dans ces régions pendant
environ six mille ans. Le blé dur (T. turgidum subsp. durum) pourrait étre dérivé du blé emmer
domestiqué dans la région mediterraneéenne orientale. Le blé persan pourrait étre le résultat de

la ségrégation d'un croisement hybride entre le blé emmer domestiqué et T. aestivum.
5- Le blé est une série polyploide

Des la fin du X1Xe siecle, les premieres études sur la biogéographie des plantes cultivées
ont permis d'identifier des régions spécifiques appelées centres d'origine. Pour le blé, l'orge, le
pois et la lentille, ce centre d'origine est situé dans le Croissant fertile, et plus particuliérement
dans les régions montagneuses qui entourent les plaines alluviales fertiles du Tigre et de
I'Euphrate. Les enseignements de la botanique, de l'archéologie et plus récemment de la
génétique moléculaire ont fourni des idées plus élaborées et plus précises sur la géographie et
la chronologie des différents événements, qui seront synthétisées dans le présent article. Le cas
du blé est cependant beaucoup plus complexe que celui de I'orge ou du mais puisque le genre
Triticum est composé de plusieurs espéces avec différents niveaux de ploidie, de 2 (14

chromosomes) a 6 (42 chromosomes).

L'ancétre commun de la famille des graminées (Poaceae), avec cing paires de
chromosomes, a produit un ancétre diploide de la sous-tribu des Triticeae avec sept
chromosomes. Le premier événement de polyploidisation s'est produit entre 500 000 et 150 000

ans avant notre ére.
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6- La contribution de I'archéologie

Les archeologues font des déductions a partir de la datation des restes fossilises des cultures,
principalement des céréales qui sont les plus facilement conservées. Les principaux sites
archéologiques sont situes dans la vallée du Jourdain et la haute vallée du Tigre et de I'Euphrate,
ainsi que dans les régions montagneuses du sud-est de la Turquie. Cependant, les sites
archéologiques qui ont été découverts ne représentent peut-étre qu'un petit échantillon biaisé
des villages néolithiques existants, ou la domestication aurait pu avoir lieu. En outre, la plupart
des sites anciens ont connu une longue période d'occupation, parfois en plusieurs vagues, au
cours de laquelle les types sauvages de grains de blé, d'orge, de lentille et de pois ont été
progressivement remplacés par des formes domestiquées. Les différences morphologiques
permettent de distinguer les rachis cassants (c'est-a-dire sauvages) des rachis non cassants
(c'est-a-dire domestiqués), et les grains decortiqués des grains a battage libre (Figure 06).

Il est généralement difficile de différencier les restes de blé dur et de blé panifiable a battage

libre.

Figure 6 Un trait majeur de domestication : rachis fragile de T. diccocoides (a) et rachis non
fragile de T. dicoccum.

7- Importance économique et sanitaire

L'intérét pour les blés anciens et les variétés de meilleure qualité (concernant la nutrition)
a augmenté dans certains pays, notamment en Allemagne. Le blé emmer peut étre récolté dans des
conditions environnementales modérées, telles que des sols pauvres et un mangue d'eau, il est donc
recommandé avec d'autres types de blés anciens pour la production biologique, ou aucun engrais

ou pesticide synthétique n'est utilisé pour soutenir la plante. Un autre avantage La motivation est
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la production d'une nourriture saine, principalement des produits alimentaires a base de céréales
complétes. Les chercheurs ont annoncé que I'un des moyens de réduire I'hypertension artérielle est
de consommer des aliments a base de blé complet. Les produits a base de céréales complétes font
généralement référence aux blés anciens, car ils jouent un role important dans la santé par rapport
aux aliments a base de farine blanche. Les sélectionneurs essaient continuellement d'exploiter la
diversité génétique pour trouver des génotypes riches en minéraux nécessaires a la nutrition des
humains, car la plupart des nouvelles variétés de blé (contrairement aux blés anciens) sont
nettement plus pauvres en minéraux, notamment en phosphore, magnésium, zinc, cuivre,
sélénium, manganese et fer. Le blé polonais, qui est planté dans de petites zones d'Europe, d'Asie
et d'Afrique, en est un bon exemple et doit faire I'objet d'une considération exceptionnelle de ce
point de vue. La valeur nutritive du blé polonais en concurrence avec le blé dur et le blé panifiable

a été examinee.
8- Rodle de la biotechnologie

Dans les années 1990, I'augmentation de l'intérét pour les produits naturels et biologiques a
conduit a une " redécouverte " du blé monde, qui présente des caractéristiques sanitaires associées
a une forte resistance a I'amidon. De plus, il a la capacité de pousser a basse température, dans des
sols a fertilité limitée, et utilise des techniques a faibles intrants. Elle est également une source de
genes pour la sélection du blé. L'intérét porté a Triticum dicoccum a été d'évaluer le germoplasme
disponible, de sélectionner des souches parmi les anciennes variétés locales et de développer de
nouveaux genotypes par des croisements interspécifiques. Pour ces raisons, il est devenu
intéressant de connaitre la quantité de diversité existant a la fois entre et au sein des populations
d'emmer. De nombreuses difficultés dans la récupération des plantes transgéniques et la livraison
des génes sont encore rencontrées dans la transformation du blé. En utilisant la méthode
boulistique, a obtenu le premier blé transgénique résistant aux herbicides, puis la fréquence des
essais s'est améliorée pour atteindre environ 16,7%. La qualité du grain de blé a été améliorée en
modifiant les profils d'amidon et de protéines par I'application de méthodes transgéniques, qui
compléteront la sélection végétale conventionnelle. Certaines particules, comme l'or, sont
recouvertes de genes cibles et injectées dans les cellules de blé par bombardement de particules ou
de micro-projectiles, une technique de transfert de génes largement utilisée pour le blé, a
mentionné que l'expression transitoire du gene de la B-glucuronidase aprés le bombardement de
suspensions cellulaires a été obtenue par la technique des particules biolistiques (comme vecteur
de génes). La transformation du blé médiée par Agrobacterium est une autre technique qui a connu

11
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moins de succés que la technique biolistique. Les scientifiques ont amélioré I'efficacité et la
répétabilité de la transformation du blé aprés avoir pris en compte les facteurs qui affectent la
transformation médiée par Agrobacterium, et étendu les génotypes de blé. Ont fait référence aux
tentatives réussies de transformation du blé par Agrobacterium tumefaciens en utilisant le blé
Triticum emmer. Dicoccum nommé (DDK1001, DDK1009).

I1. Blé Emmer (T. turgidum subsp. dicoccum) :

Triticum dicoccum, le blé décortiqué, est I'une des plus anciennes espéces au monde. Au début
du XXe siécle, des souches de blé a rendement plus élevé ont remplacé I'épeautre presque
partout. Sa culture a été réduite a quelques milliers de métres carrés dans les régions moun-
tainieres d'Europe et d'Asie. Cependant, on constate un regain d'interét pour le blé dicoccum,
principalement de la part des producteurs et des consommateurs, en raison de sa meilleure valeur
organoleptique et de ses avantages pour la santé par rapport aux autres especes (Fares et autres,
2008). 11 a eté signalé comme étant organoleptiquement, nutritionnellement et thérapeutiquement
supérieur par rapport au blé panifiable et au blé dur disponibles dans le commerce (Lachman et
autres 2012 ; Hammed et Simsek 2014). C’¢était le bl¢ le plus utilisé pour la fabrication du pain
dans I'Egypte ancienne (Shewry 2009 ; Peng et autres 2011). En raison des bienfaits suggérés
pour la santé et de son aptitude a l'agriculture biologique, le blé dicoccum fait un retour en force.
Le pain d'emmer est disponible en Suisse et en Italie, Il est riche en composes bioactifs, élevé en
FD, et son amidon aurait une digestibilité lente (Mohan et Malleshi 2006 ; Lachman et autres
2012). Cependant, le contenu et la composition des composes bioactifs varient en fonction de
I'emplacement géographique et des variétés.

Triticum dicoccum a été étudié en particulier comme une céréale altérable a faible rendement qui
convient aux zones marginales et a l'agriculture biologique en raison de sa grande résistance aux
maladies, de ses faibles besoins en azote et en eau, et de sa grande capacité concurrentielle contre
les mauvaises herbes par rapport a T. aestivum (Marino et autres 2009, Konvalina et autres
2012a, 2012b).

12
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Figure 7 Triticum dicoccum Schuebl (Photo par Y.J. Jabbour)

Caractérisation du Triticum dicoccum

Blé tétraploide, considéré comme I'une des premieres anciennes céréales cultivées. Avec
deux types d'habitude hiver et printemps, ont genéralement une feuille pubescente, tres dense et
épis aplatis. Les épillets comprennent généralement deux fleurs et sont normalement aplatis. Les
grains sont rouges ou blancs apres avoir été battus ensemble dans les glumes. Ils sont petits et
pointus aux deux extréemités (figure 07). En 1996, Triticum dicoccum a occupé seulement un pour
cent de la superficie mondiale totale cultivée. L'émmer est cultivé dans certains pays et régions
comme I'Ethiopie, I'lran, I'est de la Turquie, I'Europe centrale, I'ltalie, 'Espagne, la Transcaucasie,
I'ex-Yougoslavie, le bassin de la Volga. L'émmer était autrefois cultivé aux Etats-Unis pour
I'alimentation animale sur une superficie limitée, mais il a ensuite pratiguement disparu de la
culture. En Ethiopie, I'émmer est toujours une culture essentielle, alors qu'elle est peu importante
en Inde, en Italie et en Turquie. Le blé panifiable est né du croisement entre I'émmer cultivé
(Triticum dicoccum, AABB) et I'herbe a chevre (Aegilops. L'emmer cultivé a également apporté
un certain nombre de genes importants dans le pool génétique du blé, comme la résistance a la
tache foliaire Septrorianodorum, la résistance au puceron russe du blé et la résistance a la punaise
verte.

Le blé emmer domestiqué (T. turgidum ssp. dicoccum, 2n = 4x = 28, AABB) présente des
caractéristiques primitives, par exemple un rachis relativement fragile et un mode de battage non
libre. Sur la base des preuves biologiques et archéologiques, le blé emmer a été considéré comme
le premier blé tétraploide AABB domestiqué. Avec d'autres céréales domestiquées, comme le blé

einkorn et l'orge, le blé emmer a joué un réle majeur dans les débuts de I'agriculture et représente
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une avancée importante dans la transformation vers un mode de vie agraire dans I'histoire de

I'humanité.

1. La diversité biologique

La diversité biologique ou biodiversité désigne la variété des formes de vie comprenant les
plantes, les animaux et les micro-organismes, les génes qu’ils contiennent et les écosystémes qu’ils
forment. Elle englobe a la fois la diversité au sein des espéces (diversité génétique), entre les

especes (diversité d’especes) et entre les écosystemes (diversité d’écosystemes) (Parizeau, 1997).
1. La diversité géenétique

La diversité génétique est la variation qui existe au niveau des genes. C’est la variation de
la quantité d’information génétique des individus, des populations, des espéces, des assemblages
ou des communautés. Elle est définie par le niveau de similarité ou de différence dans cette
composition génétique et représente le fondement de la biodiversité¢ (Parizeau, 1997). C’est la
diversité intraspécifique (polymorphisme génétique) qui représente le potentiel et la capacité a
répondre aux changements environnementaux, a la fois sur le court terme (faculté d’adaptation) et
sur le long terme (potentiel d’évolution). La richesse des especes est la mesure d’évaluation de la

biodiversité la plus largement utilisée (Lewin, 1992).

2. Marqueurs moléculaires pour I'étude de la diversitée genétique avec
SSR :

La valeur phénotypique d’un individu dépend du génotype (facteurs génétiques) mais aussi
des conditions environnementales. La génétique quantitative a permis de modéliser la transmission
génétique de caractéres ayant une distribution quantitative. L’utilisation de marqueurs
moléculaires liés aux facteurs génétiques contrdlant I’expression de caractéres d’intérét
agronomique, et le développement de cartes génétiques a haute densité permettent d’accéder a des
informations précises : le nombre et ’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 I’individu (utilisation en génétique des populations) ou
sur le génotype des locus voisins (utilisation en sélection assistée par marqueurs). Il existe

plusieurs types de marqueurs, que 1’on peut classer en fonction du polymorphisme qu’ils détectent.
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Ces marqueurs présentent ’avantage d’étre indépendants a 1'environnement d’ou la possibilité de
les caractériser a différents stades de développement de la plante. Ces marqueurs ont été aussi
adoptés pour toutes les études de génétique des populations et d écologie permettant I'analyse de
la structure et du niveau de la diversité des populations; I"élaboration d hypotheéses sur le flux des
geénes et la sélection des espéces. Les marqueurs moléculaires sont actuellement trés utilisés pour
la caractérisation des germplasmes et I'identification génétique des espéces en particulier dans le
but de la tracabilité. (Haig, 1998)

3. Polymorphisme de I'ADN : les marqueurs biologiques

Pour répondre aux problémes de la diversité dans le génome, il n’est pas suffisant de
mesurer la diversité enzymatique. Les techniques issues de la biologie moléculaire permettent de
rechercher des variations dans les sequences nucléotidiques de 'ADN (codant et non codant). Ces
techniques sont de plus en plus utilisées pour étudier le fonctionnement génétique des populations.
Cette variabilité peut étre recherchée dans des régions codantes de I'ADN et non codantes qui
composent la grande majorité des génomes (ADN non codant = 95% de I’ADN total des
eucaryotes). Cette variabilité, qui n'est genéralement pas exprimée au niveau phénotypique, est
utilisée pour définir des marqueurs permettant soit de caractériser des individus (empreinte
génétique ou finger print), soit de caractériser des populations, soit de cartographier des genes.
D’apres Nevo, les estimations de la diversité moléculaire des microsatellites (short sequence
repeats or SSR), des single nucléotides polymorphisme (SNP) et les comparaisons de séquences
sont nettement plus fortes que la diversité enzymatique (Nevo, 2001).

Parmi I'ensemble des techniques disponibles, il faut distinguer celles qui permettent de
mettre en évidence une variabilité dispersée dans tout le génome. Les marqueurs révelés sont alors
multi locus et dominants. D'autres techniques permettent de révéler une variabilité a des endroits

plus limités du génome. Les marqueurs sont qualifiés de monolocus et souvent Co dominants.
(Hubert-Vincent, F. 2007).

IVV. Marqueurs moléculaires

1. Historique

Historiquement, les premiers marqueurs disponibles ont été les marqueurs morphologiques.
Chez les légumineuses, la couleur des fleurs chez la luzerne (Medicago sativa), le tréfle violet

(Trifolium pratense) et le lotier cornicule (Lotus corniculatus), le nanisme chez la luzerne, le sens
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d’enroulement des gousses chez M.truncatula, les taches foliaires chez le tréfle violet et chez
M.truncatula servent de marqueurs. Puis les marqueurs biochimiques (ou isoenzymes) basés sur
des différences de poids moléculaires de protéines ayant une activité enzymatique ont été mis au
point. Ils ont ’avantage d’étre codominants et I’inconvénient d’étre peu nombreux (Julier et al.,
2003). Durant les années 80, les marqueurs moléculaires (marqueurs génétiques) liés a I’ADN ont
r »emplacé progressivement les marqueurs visuels ou enzymatiques. Ils offrent en effet plusieurs
avantages : ils peuvent étre utilisés tout le long de I’expérimentation et sont observable a n’importe

quel stade de développement de la plante et sur n’importe quel organe (Vedele et Loudet, 2001).
2. Marqueurs moléculaires

Diverses techniques basées sur des empreintes ADN ont été utilisées, ces dernieres années,

pour mettre en évidence I’existence de différents alleles pour un locus donné.
3. Marqueurs morphologiques

Dans les programmes de sélection des plantes, les caractéres morphologiques sont les
premiers a étre observes. Ces caracteres intéressent diverses parties de la plante, par exemple
longueur des tiges, surface foliaire, initiation de la floraison (Cui et al., 2001 ; Gomez et al.,2004).
Ces caractéeres sont utilisés egalement pour estimer la variation intra et inter- populations. Ils sont
généralement limités en nombre de caracteres relevés et directement influencés par
I’environnement. Néanmoins, ils fournissent des informations utiles pour décrire et identifier le

matériel biologique (Andersson et al. 2006).
4. Les marqueurs biochimiques

Les marqueurs biochimigues ont été les premiers marqueurs avoir été mis en ceuvre pour

étudier la variabilité génétique (Harry, 2001).
5. Marqueurs génétiques

On appelle un marqueur génétique tout marqueur biochimique, chromosomique ou
moléculaire qui permet de révéler un polymorphisme. L’analyse biochimique des protéines ou
moléculaire du géne donne acces a des polymorphismes sans traduction perceptible a 1’échelle

morphologique ou physiologique et permet de percevoir, a cette échelle, un polymorphisme
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génétique non perceptible a 1’échelle de 1’organisme (Serre, 2006). L’identification de formes de
polymorphismes dans les espéces peut aider & comprendre leur distribution et leur évolution
historique et aussi bien leurs mécanismes d’interaction et leurs coévolutions avec les autres especes
(De Moraes et al. 2007).

6. Les caractéristiques d’un bon marqueur génétique

Un marqueur génétique « idéal » doit étre polymorphe ( la matiére premiere du généticien
est la variabilit¢), multialléliques, codominants (I’hétérozygote présente simultanément les
caracteres des deux parents homozygotes), non épistatique (son génotype peut étre lu a partir de
son phénotype quel que soit le génotype des autres locus), neutre (les substitutions alléliques au
locus marqueur n’ont pas d’autres effets phénotypiques), insensible au milieu (le génotype peut

étre inféré a partir du phénotype quel que soit le milieu) (De vienne, 1998).
7. Le principe du marquage moléculaire

Dans tous les cas, une meéthode de marquage doit satisfaire deux objectifs :
premiérement, cibler une ou plusieurs positions sur le génome, a laquelle on souhaite détecter du
polymorphisme, c'est ce que I'on peut appeler la spécificité de locus, et deuxiemement, pouvoir
ensuite distinguer les différentes séquences qui caracterisent les alleles a ce locus chez différents
individus. (Gallais. A, 2013)

8. Marqueurs génétiques moléculaires

Les marqueurs moléculaires correspondent a des différences nucléotidiques existant au
niveau de la molécule d’ADN (d’ou le terme moléculaire), des techniques de biologie moléculaire
permettent de révéler ce polymorphisme de séquences. Ces différences entre alléles peuvent
correspondre a des mutations ponctuelles (substitutions, insertion, délétion), des réarrangements
chromosomiques, ou des mutations silencieuses (sans effet sur I’expression du locus), comme elles
peuvent se trouver dans des régions codantes ou non codantes. Les possibles variations tissulaires
temporelles ou environnementales de I’expression des séquences sont sans effet sur leur
détectabilité. Elles sont en majorité sans effet phénotypique (Samouelian et al., 2009). Les
caractéres moléculaires sont de bons marqueurs génétiques : ils révelent directement la nature

génétique de I'information. Ceci les différencie des caractéres morphologiques, physiologiques et
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plus généralement de tous les caractéres phénotypiques, dus a une addition d’effets génétiques et
non genétiques.
Cet aspect génétique leur confére un avantage du point de vue de la reconstruction de la

phylogénie, par rapport aux caracteres classiques utilisés en systématique.
9. Les différents types de marqueurs moléculaires

Il existe plusieurs types de marqueurs que 1’on peut classer en fonction du
polymorphisme qu’ils détectent. Certaines techniques ont 1’avantage de révéler de nombreux
fragments simultanément, ce sont des techniques de révélation en « en masse » de polymorphisme.
Il existe aussi des stratégies permettant de détecter du polymorphisme de facon individuelle. Elles
nécessitent une certaine connaissance de la séquence d’ADN, comme pour la fabrication des
sondes RFLP.

Les marqueurs moléculaires se divisent en deux catégories, indépendamment de la technique

utilisée, les marqueurs dominants et les marqueurs codominants (Falque et Santoni, 2004).
» Marqueurs dominants révelés en masse (marqueurs anonymes)

Les marqueurs révéles en masse sont tres utilisés puisque ils permettent de découvrir de
nombreux locus sans nécessiter au prealable de connaissance concernant la séquence du génome.
De plus, ils sont faciles et rapides a mettre en ceuvre. Outre les marqueurs AFLP (Amplifed
Fragment Length Polymorphism), basés sur le polymorphisme de position de sites de restriction
d’enzymes (Colwyn et al., 1995), les plus utilisées sont les marqueurs RAPD (Randomly
Amplified Polymorphic DNA), sont basés sur I’amplification PCR a partir d’une amorce arbitraire,
révélant ainsi un polymorphisme de séquence (Williams , et al., 1990 ; Vroh Bi et al., 1997).

Les marqueurs RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) peuvent détecter un
polymorphisme de séquence li¢ a ’emplacement de sites de restriction et ils nécessitent des

techniques d’hybridation de sondes (Bodstein et al., 1980).
» Marqueurs codominants révélés individuellement

Les marqueurs RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) peuvent détecter un
polymorphisme de séquence li¢ a ’emplacement de sites de restriction et ils nécessitent des
techniques d’hybridations de sondes (Bodstein et al., 1980). Alors que les marqueurs SSR (Short

Sequence Repeat) renferment les deux catégories de marqueurs, selon latechnique utilisée pour
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leur révélation. Un autre type de marqueur appelé SNP (single Nucleotide Polymorphisme) vient

d’étre mis en point et permet de rechercher un polymorphisme d’un seul nucléotide.
» Marqueurs réveles par la technique PCR

Le développement de la technique « réaction chaine polymérase » ou PCR offre
I’avantage d’analyser les marqueurs moléculaires en un temps court tout en utilisant des
concentrations faibles d’ADN. Les marqueurs basés sur la technique PCR tendent a remplacer les
systemes classiques (les marqueurs morphologiques, isoenzymes et RFLP). Parmi les marqueurs
moléculaires qui peuvent étre révelés par la technique PCR, on note les SSR ou bien les

microsatellites qui font I’objet de ce travail.

V. Les principales sources de marqueurs moléculaires

1. Critéres de classification

Sur le plan moléculaire, on peut classer le polymorphisme en trois catégories : Le
polymorphisme de séquence, d’insertion-délétion, et de nombre d’unités de répétitions dans les

régions répétés (De vienne, 1998)(Tableau 01).
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Tableau 1 : Classification des techniques de marquage moléculaire

Critere moléculaire

Séquence
(et insertion-délétion )

Nombre de répétitions
dans les ADN repétes

Critere Différence - : Taille de Vunité
ol o lechnique PR

génetigue recherchée de répétition

Codominants Site d'enzyme - RFLP 1 a 4 nuci¢ondes

el révéies
individueliement

de restriction (ER)

Conformation

Stabilité

- PCR ciblée
puis CAPS

PCR ciblée
puis SSCP

PCR ciblée
puis DITGGE

(microsatelhites)

Technique

PCR ciblée puis
électrophorese
en acrylamide
OUu agArose

Dominants Site d'hybridation MAAP: | & 4 nucléonides  ISSR
¢t réveles dune amorce - RAPD {microsatelliies) (amorce
« €11 THASSE » arbitranre - AP-PCR microsatellite +
(« emipreintes - DAF quelques bases
génétiques ») arbitsaties)
Sites ER ¢t amorce AFLP Sa>100 Southern avec
arbitraire - tec MAAP nucléotides sonde minisatelit
l ] {minisatellites)

En dehors du cas particulier des ADN répétés (colonne de droite), il n’y a pas de
technique spécifique pour révéler le polymorphisme d’insertion-délétion : celui-ci est mis en
¢évidence par les techniques de révélation des différences de séquences. Lorsqu’un polymorphisme
est observé, on ne peut donc savoir quelle est son origine sans expériences complémentaires. Sur
le plan génétique, cette ambiguité n’a aucune importance, I’essentiel étant d’avoir acces a des locus

polymorphes, quelle que soit I’origine de ce polymorphisme.
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Tableau 2 : Tableau récapitulatif des marqueurs moléculaires les plus utilisés pour [’étude de la

Caractéristigues
Qualité d’ADN
PCR
Codominance
Type de

polymorphisme

Polymorphisme
mis en évidence
Facilité

Automatisation

Reproductibilité

Cout par analyse

RFLP

haute
Non

Ow
Insertion-
deletion-

substitution

Eleve

Ditticile
Faible

Grande

Eleve

2. Marqueurs RFLP

SSR
moyenne

Ow
Ow

Insertion

Eleve

Facile

Grande

Eleve

Faible

diversité (Lamara ,2010)

RAPD
haute

Ow

Non

Plutot
substitution-
quelque
insertion

Tres eleve
Facile
Grande

Faible
Faible

AFLP

moyenne
Owm

Non
Plutot

substitution

Tres eleve
Facile
Movyenne

Eleve

Movyen

SNP

haute

Om

Ow

Insertions,
deletions,
duplications,
rearrangements

Tres eéleve
Facile
Grande

Eleve

Faible

La technique RFLP consiste en la mise en évidence de la variabilité de la séquence

nucléotidique de I'ADN génomique aprés digestion par des enzymes de restriction. Les

fragments générés par digestion enzymatique de I'ADN de deux individus sont séparés selon

leur taille sur gel d'agarose, dénaturés et transférés par capillarité sur une membrane de nylon.

La position relative des fragments d'’ADN est conservée durant le transfert. La derniéere étape

consiste en I'hybridation moléculaire avec une sonde d'ADN marquée préalablement. La sonde

employée permet de détecter une région du génome ou la digestion donne des fragments de

restriction identiques pour les deux individus. Les deux profils révélés apreés électrophorése ne

permettent donc pas de les distinguer. Avec le couple enzyme/sonde, aucun polymorphisme

n'est mis en évidence entre ces deux individus. En revanche, pour l'enzyme, un individu

présente une mutation au niveau d'un site de restriction, entrainant la perte de ce site. Ainsi,
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dans un second cas de figure, la digestion avec cette enzyme et I'emploi de la méme sonde met
en évidence un fragment plus petit chez un individu que chez l'autre. Dans ce cas, le couple
enzyme/sonde permet ainsi de mettre a jour le polymorphisme existant au niveau des sites de

restriction dans cette région du génome.
3. Marqueurs RAPD

Cette technique développée par Williams et al. (1990) repose sur I'amplification par PCR
de fragments de I'ADN génomique en utilisant des amorces arbitraires de taille courte (10 pb).
Une amorce RAPD permet généralement l'amplification d'une dizaine de fragments. Les
fragments produits par cette amplification sont séparés par électrophorese sur un gel d'agarose.
Pour deux individus, si deux sites d'hybridation sont proches et sur deux brins complémentaires
d’ADN, il y aura amplification. En revanche, si ces deux sites sont trop éloignés, il ne peut y
avoir amplification. Le polymorphisme décelé est di a des mutations soit dans les régions
amplifiées soit au niveau des sites de fixation des amorces. Le polymorphisme révélé est un

polymorphisme de sites d'hybridation d'amorce traduit par la présence ou I'absence de la bande.
4. Marqueurs AFLP

Développée par Vos et al. (1995), cette technique fait appel a la fois aux enzymes de
restriction et a I'amplification par PCR. Aprés la digestion de 'ADN génomique par deux
enzymes de restriction, des adaptateurs de séquence connue et spécifiques des deux sites de
restriction sont ajoutés aux extrémités des fragments de restriction. Une fois que les fragments
de restriction sont ainsi bordés de séquences connues, il devient possible de les amplifier par
PCR. Grace a lI'emploi d'amorces sélectives qui ne peuvent amplifier qu'une petite portion des
milliers de fragments de restriction obtenus, seule une centaine de fragments est amplifiée. Ces
fragments sont séparés par électrophorése sur gel de polyacrylamide dénaturant. Le
polymorphisme révélé (de type présence ou absence de bandes) est provoqué par des

changements dans les sites de restriction ou les régions bordantes.
5- Marqueurs minisatellites

Les minisatellites hypervariables (Jeffreys et al, 1985) sont des marqueurs moléculaires

polymorphes découverts au niveau du génome. Ces marqueurs sont constitués des répétitions
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en chaine d’un motif formé de 15 a 70 nucléotides. Les minisatellites appartiennent a la classe
des VNTR (Variable Number Tandem Repeat), et présentent un polymorphisme de taille di a

la variation d’unités de répétition qui les constituent.
6- Marqueurs SNP (Polymorphisme de simple nucléotide)

Les SNP sont des marqueurs moléculaires constituant la forme la plus abondante de
variations génétiques dans les génomes. C’est un type de polymorphisme de I’ADN dans lequel
deux chromosomes différent sur un segment donné par une seule paire de bases. L’inconvénient
des SNP est leur faible degré de polymorphisme par rapport aux microsatellites, ce qui implique
de tester plus de SNP que de microsatellites pour avoir la méme information.

7- Les marqueurs Microsatellites ou SSR

Dans I’étude du polymorphisme de I’ADN, I’outil le plus récent est celui qui fait appel
aux microsatellites ou bien STR (Short Tandem Repeats), SSR (Short Sequence Repeat). Ce
sont des motifs simples, constitués de quelques paires de bases répétées en tandem, montrant
une variation de leur longueur. Ces marqueurs sont dispersés de facon assez dense sur

I’ensemble du génome des Procaryotes et Eucaryotes (Weber et al., 1990 ; Field et Wills, 1996).

Ils permettent de détecter un polymorphisme de répétition, au sein du génome, de
répétitions en tandem dont le motif de base est trés court de 1 a 6 nucléotides. Ils sont trés
présents dans le génome des plantes et des animaux, ils peuvent étre localisés dans les régions
codantes et non codantes du génome (Toth et al, 2000). Les motifs de répétition des
microsatellites sont créés par I’accumulation des mutations successive lors de la réplication, la
recombinaison ou bien la réparation de I’ADN (Ingvarssan et al, 2008). Les microsatellites de
2 nucléotides sont répartis tous les 30 a 100 kb dans le génome des végétaux supérieurs (Peakell,
et al, 1998), alors que les microsatellites de 4 nucléotides sont plutdt localisés au niveau des

centroméres et des télomeéres.

La technique SSR se base sur I’amplification par PCR de I’ADN génomique moyennant
des amorces spécifiques flanquant les seéquences répétées. Les SSR se sont révelé des marqueurs
moléculaires trés utiles dans la sélection assistée par marqueurs, ’analyse de la diversité
génétique et ’analyse de la structure génétique des populations chez plusieurs especes (Gupta,

2000 ; Budak et al, 2003).
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Les marqueurs RFLP, nécessite une certaine technicité et un codt élevé, et limitent le
nombre d’individus analysés, alors que les microsatellites permettent d’analyser des
populations dix fois plus grandes que celles couramment utilisées avec les RFLP (Ribaut et al.,
1997).

Ces marqueurs ont été trés utiles pour des recherches concernant la diversité génétique
chez I’orge (Struss et Plieske, 1998), la construction de cartes génétiques chez le pois chiche
(Huttel et al., 1999), le blé (Roder et al., 1998), le pommier ( Maliepaard et al., 1997), la canne
a sucre (Rae et al., 2000), le riz (Temnykh et al., 2000), le kiwi (Testolin et al., 2001) et le
tournesol (Tang et al., 2002, 2003b ; Mokrani et al., 2002 ; Yu et al., 2002, 2003; Micic et al.,
2005 ; Poormohammad et al., 2007).

On les a également utilis¢ dans 1’identification de marqueurs liés a des genes de
résistance, comme le géne Yr15, conférant la résistance a la rouille chez le blé (Chargué et al.,
1999)(Tableau 03).

Avantage des marqueurs SSRs :

e La méthode est relativement simple et peut étre automatisée.

e La plupart des marqueurs sont monolocus et montrent une hérédité Mendélienne.
e Les marqueurs SSR sont hautement informatifs.

e Un grand nombre des paires d’amorces SSR sont disponible.

e Rentable par génotype et amorce (similaire a ceux des RAPD).(Viktor Korzun, 2002)
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Marqueur

SSR

Tableau 3 : Avantages et inconvénients des marqueurs SSR

Avantages

- les microsatellites sont des marqueurs Co-

dominants.
- lls sont tres largement utilisés.

- Il'y a une grande fréquence de SSR dans le

génome.

- Les microsatellites sont bien répartis a travers tout

le génome.
- lls sont reproductibles.
- Les microsatellites sont faciles a manipuler.

- On observe un polymorphisme éelevé de SSR dans

la population humaine.

25

Inconvénients

la répartition des microsatellites est
assez lourde car il faut cribler une
banque génomique enrichie avec
une sonde microsatellite, séquencer
les clones positifs, synthétiser les
amorces oligonucléotidiques et
tester les paires d’amorces dans un

échantillon d’individus.
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Technique PCR-SSR

Grace a la technique PCR et I’automatisation de cette derniére, 1'utilisation de ces

marqueurs SSR a considérablement augmenté, ainsi que leur détection (Schlotterer, 2004)

(Figure 08).
Quantité infime d' ADN
_ Séquence cible (2 amplifier) '
) i o S S
|/ dénaturation de I'ADN 494 °C \L \l/

2/ hybridation (50-70 °C) des deux
amorces compkémentaires aux \L " O \l/
rr Cycle |

extrémités de la séquence cible

L 11
-

3/ extension des brins i partir des
amorces (72 °C)

+ dNTP e polymérase
v |

& T T T
rITrrrrr @ \/
Repnise de la polyménsation

(exces d’amorces) l + dNTP et polymérase l

" " e Cyclen
rrr,1—1% rrrr1—&

La répétition de cycles de synthése / dénaturation augmente
exponentiellement la quantité initiale de la séquence cible

Figure 8 Schéma représentant les diverses étapes de la réaction en chaine de polymérisation de I’ADN
(PCR) (Moullet et al. 2008)
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La plupart du temps, des polymorphismes de séquence sont révélés au sein d’un fragment
d’ADN amplifié par PCR a partir de I’ADN génomique total de I’individu a analyser, a ’aide
d’une paire d’amorces spécifiques des extrémités de la région a étudier.La PCR, est basée sur

I’utilisation d’une enzyme I’ADN polymérase thermorésistante.

Un trés grand nombre de copies d’un fragment d’ADN est synthétisé si I’enzyme dispose de
petits morceaux d’ADN simple brin (amorces) complémentaires des deux extrémités de la
séquence que l’on veut copier. La réaction est rendue cyclique grace a des variations de
température, et chaque brin néoformé peut servir de matrice pour synthése au cycle suivant.

L’amplification de cette séquence est donc exponentielle.

Ces éléments sont uniformément répartis sur 1’ensemble du génome d’une espéce et
présentent un taux de polymorphisme éleve. Ce polymorphisme repose sur la variation du
nombre d’unités de répétitions constituant le microsatellite. Les séquences bordent ces ¢léments
répetées permettent de définir les amorces pour I’amplification par PCR. La taille des produits

amplifiés est estimée par ¢électrophorese sur gel d’agarose ou d’acrylamide (Figure 09).

’
’

ADN de la plant e y
_ S =————
ses l\I\I\f\l\l\l\f\]\l\l\r\l\’[
Amorces | ! ,+*" Amorces 2

sooe?

"'—.\IA\I‘\I.\T\l.\l,\l:\l.\| o e—

‘\DN dc ]d ........................ "
.'\I q
1 Amplification par PCR
plante | '
D"'F““ nce de 8 ¢ Electrophorése
paires de bases i

Figure 9 Exemple d’'un marqueur de type microsatellite SSR (Moullet et al. 2008)
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8- Les applications des marqueurs Microsatellites (SSR) chez les plantes

La figure (10) représente les différentes applications des marqueurs microsatellites (SSR) chez
les plantes.

Caractérisation ct Séquences intégrales Séquengages des ESTs
annotation des génes des clones Cdna 1 1

Singletons Les tentatives
des consensi

| 1

Unigenes

4

Banque de données publiques
NCBI et EMBL

l

Information disponible sur les séquences des génes ct les ESTs

'

Exploitation de base de données identification des séquences SSR
(ESTs ct genes )

.

Amplification des Loci (génes)

'

Applications

Analyses des Cartographie ct Analyses de la
fonctions synthémic diversite et
genomiquces entre génomes comparaison des
Etdes QTLs cartes
(taging geénes ) genctiques

Figure 10 Développement et application des microsatellites SSR (Varshneyet al. 2005)
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Matériel et méthodes

Quatre variétés de blé dur ont fait l'objet de ce travail, locales se caractérisant par une
meilleure adaptation au milieu ; introduites améliorées mais moins tolérantes au climat de culture.

Leurs origines sont présentées dans le tableau suivant (Tableau.4).

Tableau 4 : Code et origines des variétés étudiées de blé dur

Code Variétés Origine
1 Ain lahma Algerie
2 Triticcum dicoccum Algerie
3 Djnah khotifa Algérie
4 WAHA ICARDA/ syrie

I. Mise en place de I’essai

L’essai a été réalisé au niveau du laboratoire de Génétique Biochimie et Biotechnologies
Végétales (GBBV), équipe 2 de Biotechnologie et Amelioration des Plantes & Chaabet El Rasses,
Université Constantine 1.

L’expérimentation a été conduite dans la chambre de culture. Elle consiste a étudier le
polymorphisme génétique a I’aide des marqueurs moléculaires SSR chez les quatre génotypes de
blé dur aprés germination. L’expérimentation a été réalisée a une température de 25°C et une
photopériode de 16h de lumiére et 8 h a ’obscurité.

Dans cet essai le génotype a été effectue sur quatre variétés de blé dur Fournies par la ferme
expérimentale de I’ITGC (Institut Technique des Grandes Cultures) Constantine.

L'extraction de I'ADN a été réalisée sur 150mg de feuilles fraiches selon la méthode de Saghai-
Maroof (1984) avec l'utilisation de 4 Amorces SSR, I’amplification a été réalisée avec un

thermocycleur GenAmp, PCR system 9700, Applied Biosystems.

L’essai s’est déroulé comme suit :

1. La steérilisation :

Les graines choisies doivent étre saines pour chaque variété, les graines sont :
- Désinfectées a I’eau de javel a 5% pendant 20 min.

- Rincées plusieurs fois avec de I’eau distillée.
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2. La Pré germination

Les graines sont mises a germer dans des boites, ces dernieres sont tapissees par trois couches de
papier filtre comme substrat. Dans notre cas, nous avons imbibé les boites contenant des graines
avec de I’eau deux fois par jour.

Les boites sont mises a 1’obscurité dans une chambre de culture a une température de 25°C. La
germination est repérée par la sortie de la radicule (du 3eme au

Seme jour) hors des téguments de la graine dont la longueur est d’au moins de 2 mm.(figure 11)

Figure 11 Pré-germination des graines des quatre variétés étudiées
3. Le repiquage

Apres I’obtention de la radicule les boites sont mises a la lumiére avec une photo période de

16h de lumiere et 6h d’obscurité.
Apreés que les graines des variétés des blés dur ont été mises a germer dans déboites et que les

radicules sont bien développées, elles sont ensuite transférées dans un sol (Figure 12)
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Figure 12 Pré-germination des graines des quatre variétés étudiées

En conditions naturels avec un arrosage par jour. Sans oublier d’identifier les génotypes a

germer (figure 12).

1. Caractérisation moléculaire

1. L’extraction de ’ADN genomique

L’extraction a été effectuée selon la méthode CTAB (Saghai et al, 1984) comme suit :
(figurel3)
Prechauffer le tampon CTAB 2X additionné de Beta-mercaptoéthanol dans un bain marie a 65°C.
Ensuite, Broyer le matériel végétal (environ150mg) dans un mortier avec 1’azote liquide
(manipuler avec les gants) puis transférer le broyat dans un tube Eppendorf de 2ml avec une spatule
(mettez les tubes bien fermés dans I’azote liquide).
Ajouter 900 pl de tampon CTAB 2X additionné de Beta-mercaptoéthanol préchauffé a 65°C et
Homogénéiser au vortex puis Incuber 60mn dans un bain marie a65°C avec agitation.
Centrifuger 15mn a 10000 rpm a 4°C et récupérer environ 800 pl de surnageant dans un nouveau
tube Eppendorf de 2ml. Ensuite Ajouter 800 pl (1vol) de chloroforme/Alcool Iso amylique (24 :1)
et agiter pendant 45mn a vitesse lente (100 & 150 rpm) sur une table d’agitation (Faire attention

aux fuites).
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Centrifuger 15mn a 10000rpm a 4°C et récupérer la phase aqueuse supérieure I’aide de
micropipette P1000 et la mettre dans un nouveau tube Eppendorf de 2ml puis ajouter 800 pl (1vol)
de chloroforme/Alcool Iso amylique (24 :1).

Agiter pendant 45mn a vitesse lente ( 100 & 150 rpm ) sur une table d’agitation( Faire attention
aux fuites ) et centrifuger 15mn a 10000rpm a 4°C puis récupérer la phase aqueuse supérieure a
I’aide de micropipette P1000 et la mettre dans un nouveau tubeEppendorf de 1.5ml ( éviter de
prendre la couche blanche au milieu).

Ajouter 3 a 5 pul RNase (10mg/ml), agiter par inversion et incuber 30mn a 37°C.

Ensuite ajouter 540 ul (2/3vol) d’isopropanol froid (-20°C) et Inverser les tubes doucement jusqu’a
I’apparition d’une pelote blanche puis laisser précipiter a -20°C pendant 5 a 10 mn.

Centrifuger 10mn a 10000rpm a 4°C et éliminer le surnageant tres délicatement avec une
micropipette puis Ajouter 500 ul de solution de lavage 1 et incuber pendant 15mna température
ambiante. Centrifuger 5mn a 10000 rpm a 4°C ensuite éliminer le surnageant et Ajouter 500 pl de

solution de lavage 2.

1) Azote liquide. 2) Pré-chauffement du CTAB dans un bain marie, 3)
Incubation 60mn a 65°C avec agitation, 4) Centrifuger 15mn a 10000 rpm
a 4°C, 5) récupération du surnageant. 6) table d'agitation pour 45mn 7)
Ajout du chloroforme/Alcool Iso Amylique. 8) Table d'agitation pour
45mn, 9) Incubation 60mn a 65°C avec agitation, 10) Ajout de solution de
lavage 1, 11) Centrifuger 5mn a 10000 rpm a 4°C. 12)) Ajout de solution
de lavage 2. 13) Séchage a l'air libre.

Figure 13 Etapes de I’Extraction de I’ADNg des quatre génotypes étudiés au u
CTAB
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Ne pas incuber plus de 5mn et Centrifuger apres 5mn a 10000 rpm a 4°C. Puis éliminer le
surnageant et sécher I’ADN a I’air libre pendant 10 a 20 mn. Enfin suspendre le culot d’ADN dans
100 pul de I’eau distillée ultra pure et stocker I’ADN pendant une nuit & 4°C avant dosage.

2- Les amorces SSR utilisées

Un jeu de 4 marqueurs SSR a été utilisé dans cette étude. Les noms de ces marqueurs,
leurs séquences et leurs températures sont présentés dans le Tableau (05).

Tableau 5 : Noms de marqueurs SSR, leurs séquences et leurs températures.

Amorce Séquence Température
d’hybridation
WMC 44 (F) 5-GGTCTTCTGGGCTTTGATCCTG-3' 61°C
WMC 44 (R) 5-TGTTGCTAGGGACCCGTAGTGG-3'
WMC 161 (F) 5-ACCTTCTTTGGGATGGAAGTAA-3' 61°C
WMC 161 (R) 5-GTACTGAACCACTTGTAACGCA-3'
WMC 25 (F) 5-TCTGGCCAGGATCAATATTACT-3 51°C
WMC 25 (R) 5-TAAGATACATAGATCCAACACC-3'
WMC 168 (F) 5-AACACAAAAGATCCAACGACAC-3 51°C
WMC 168 (R) 5-CAGTATAGAAGGATTTTGAGAG-3

Ces marqueurs moléculaires ont été utilisés pour examiner la diversité génétique des
variétés locales et introduites.

3- Les réactions d’amplification

Les quatre amorces SSR ont été utilisées pour la réaction PCR en utilisant un thermocycleur
Applied Bio systemes 9700, programmé pour 40 cycles comme suit:
Dénaturation initiale a 94°C pendant 5mn , deuxiéme dénaturation a 94°C pendant 1mn ,

Hybridation a 37°C pendant 1mn , Extension a 72°C pendant 1 mn et une Extension finale a
72°C pendant 7mn.
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4- Préparation des amorces

-5ul Amorce F + 5ul Amorces R + 90ul H20 up le total 100pl :
On a 4 tubes pour chaque tube on a une amorce : WMC 161, WMC 44, WMC 161, WMC 25.
On ajoute dans chaque tube 90 pul H20 up avec une micropipette p200, ensuite on ajoute les 5

ul Amorce F + 5 pl Amorces R.

Tableau 6 : Préparation de Mélange réactionnel (Mix)

Le mix Pour 1 seule réaction Pour 5 réactions
- Ampli Tag ADN polymerase 0.5ul 1.25ul

- Tampon 2.5l 12.5ul

-DNTP 0.5 pl 2.5ul

- MGcl 1.5 ul 7.5ul

- Amorces SSR 1.25 pl 6.25ul

-H2H up 14 pl 70ul

Pour chaque amorce on met ce mix par cet ordre : on commence par I’'H20 up, le tampon, Mgcl
2, Amorce SSR, DNTP, Ampli Tag ADN polymerase.

Aprés on a deux plaques, une plaque pour chaque deux amorces qui ont les mémes températures,
donc au milieu de la premiére plaque on met les deux premiéres amorces (Amorce 1 WMC25 et
Amorces 2 WMC 168) et au milieu de la deuxiéeme plaque on met les deux deuxiémes amorces
(Amorce 1 WMC44 et Amorce 2 WMC 161).De chaqu’un on prend juste 20ul du mix et on le
met dans chague amorces.

Aprées on prend 5 pul ADN on I’ajout avec le mix pour qu’on aura le total 25 pl (figure 14 et 15).
5- Les dilutions d’ADN

Tableau 7 : Les tubes d’ADN dilués

Variété C1 V1
1 146.7ng 34.08
2 712.6ng 7.01
3 332.3ng 15.04
4 242.4ng 21
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Cl.V1=C2.\V2
Cl=146.7ng , V1=?, C2=50ng, V2 =100
V1 = (50.100) / 146.7 = 34.08

Tableau 8 : ADN délié + H20 up

Variété 1 34.084 ADN + 66 H20
Variété 2 7.01 ADN + 93 H20
Variété 3 15.04 ADN + 85 H20
Variété 4 21 ADN + 79 H20

Il.  Quantification de ’ADN et controle de qualité

1. Quantification a I’aide du Nano drope :

De chaque échantillon étudié 0.8 ul est déposé pour lecture. Sans oublier les blancs avant et
aprés chaque dépét. La quantité finale d’ADN extrait variait de 200 a 800 ng/pl.

- Il a été nécessaire de faire des dilutions pour les réactions de PCR

Figure 14 Dépét d’un échantillon sur Nano drop

2. Controle de qualité par électrophorése sur gel d’Agarose :
Aprés coloration au Bromure d’éthidium a 0.8% de gel . Les dépdts sont effectués dans la cuve a
raison de 12 pl (10 ul ADNg + 2 pl Tampon de charge 4X) par puits, avec 3 a 5 ul de marqueur
de taille 1Kb.
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3. Vérification des produits PCR et Visualisation des Résultats

Les produits de PCR ont été analysés par électrophorése sur deux gel d’agarose a 0.8% apres
coloration au Bromure d’éthidium dans un tampon TBE 1 X (figurel6).Les dépdts sont faits
selon un schéma (figure 17). La durée ainsi que I’ Ampérage sont notés a la fin de la migration

(figure 18).

Figure 15: préparation pour déposer les échantillons sur deux gels
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Figure 17 Dépdt des échantillons sur gel
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Figure 18 Migration des échantillons par électrophorese sur gel d’agarose 0.8%,40 mn a
100V.

Les bandes SSR sont ensuite visualisées sous lumiere UV et photographiées en utilisant le

systeme E-BOX VX2 (Annexe 2).

Amorce 25 Amorce 168

Figure 19 Electrophorese sur gel d’agarose a 2%,40mn a 100 V pour
vérification de la qualité de I’ADNg extrait des quatre variétés étudiées
avec le marqueur de taille 1K
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4. Analyse des données

Afin de visualiser les relations génétiques entre les génotypes étudiés, des matrices type

Présence/Absence (1/0) de bandes ont été réalisées.
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CHAPITRE 111 RESULTATS ET DISCUSSIONS

I. Analyse de la diversité et polymorphisme génétique

Pour I’étude de la diversité génétique de quatre variétés de blé, quatre amorces SSR ont été

utilisées.

Amorce 25 Amorce 168

Figure 20 Profil électro phorétique généré par les Amorces wmc25 wmc168(les variétés :
Ain lahma,T.dicoccum,Djnah khotifa,Waha,)

Figure 21 Profil électro phorétique généré par les Amorces wmc44 wmcl61 (les variétés : -
Ain lahma,T.dicoccum,Djnah khotifa,Waha)

42



CHAPITRE 11 RESULTATS ET DISCUSSIONS

Les résultats des Figures (20 et 21), montrent un polymorphisme important révélé par les
amorces SSR utilisées dans cette étude, Le nombre de bandes polymorphes, sont présentes
sur le Tableau (09 et 10).

Le profil allélique généré par les marqueurs SSR des quatre variétés étudiées dans ce travail,
montre que la taille des bandes varie d’une variété a une autre.

Au total 51 alleles ont été obtenus aprés génotypage par les SSR, 25 bandes entre les
amorces (WMC 25, WMC 168), (Tableau 09) et 26 bandes entre les amorces (WMC 44,
WMC 161), (Tableau 10) avec des tailles différentes. Nos résultats montrent que, ’amorce
WMC 25 a donné le plus grands nombres d’alleles (16All¢les), Suivie par I’amorce WMC
161 (14 Alléles), les plus faibles ont été obtenus par les amorces WMC 44 et WMC 168 (12
Alléles).

Cependant, pour 1’amorce WMC 25, Ila variété locale Djnah Khotifa a montré un
polymorphisme plus élevé par rapport aux autres genotypes avec la présence de cing bandes
de taille différentes varient entre 0.137kb a 1.566kb, suivie par la variété Ain lahma ,
quatre alléles de taille (1.437kb, 0.593kb, 0.202kb, 0.053kb), aussi chez la variété WAHA
on constate quatre alleles de taille (1.437kb, 0.648kb, 0.144kb, 0.137kb). (Tableau 09) et le
plus faible est noté chez le Tritcum dicoccum avec trois alléles de taille (1.394kb, 0.609Kkb,
0.049kb).

On note aussi pour cette amorce la présence de bandes communes comme c’est le cas des
deux variétés locales : Djnah Khetifa et Ain lahma,

Et I’allele de taille 1.437kb, present chez Waha, le Tritcum dicoccum et la variété Ain
lahma

Et absent chez la variété djenah khetifa. Pour ce meme marqueur, nos resultats montrent que
le Triticum dicoccum et la variété Ain lahma se caractérisent par la présence de bandes
communes de faibles poids moléculaire de I’ordre de : 0.049kb et 0.053kb

Concernant ’lamorce WMC 161, la variété Ain lahma a montré un polymorphisme plus élevé
par rapport aux autres genotypes, on note la présence de cing bandes de taille (1.698Kkb,
0.567kb, 0.112kb, 0.109kb, 0.104kb), suivi par la variété locale Djnah khetifa on constate
quatre alléles de taille (3.235kb, 1.594kb, 0.634kb, 0.105kb) et trois bandes chez la variété
(WAHA) (3.824kb, 1.419Kkb, 0.608kb). (Tableau 10), par contre chez le Triticum dicoccum,
on enregistre un taux faible de bandes de I’ordre de (1.53kb, 0.643kb).
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Pour ce marqueurs on note aussi la présence de bande comme chez les variétés Waha et
Djnah khetifa (3.824kb), on remarque la présence de I’alléle de taille: 0.643kb chez les

quatre variétes étudiées

Pour I’amorce WMC 44, le plus grand nombre d’all¢les a été noté chez la variété locale
Ain lahma qui est de quatre alléles de taille (4.529kb, 0.7kb, 0.241kb, 0.117kb). suivie par
le Triticum dicoccum avec trois alleles de taille (2.099kb, 0.71kb, 0.21kb), la variété WAHA
la ou on constate trois alléles de taille (1.961kb, 0.671kb, 0.244kb).(Tableaul0)

Ainsi que le plus faible nombre d’alleles est noté chez la variété Djnah Khotifa avec la
présence deux alléles de taille (0.74kb, 0.232kb) pour cette amorce on constate la presence
de deux bandes communes présentent chez ’ensemble des variétés étudiées il s’agit de
I’allele de taille 0.244kb et 0.74kb, une bande specifique a été noté chez la variété locale Ain
lahma (4.529kb).

14 analyse de la variabilité génétique de 1’amorce WMC 168, montre que le Triticum
dicoccum présente le taux d’alléles le plus elevé avec la présence de cing bandes de taille
différentes qui varie entre 0.035kb a 1.714kb , suivie par Ain lahma , on constate la
présence quatre alleles de taille (1.714kb, 0.327kb, 0.093kb, 0.051kb). Et chez la variété
(WAHA) on constate deux alleles de taille (0.084kb, 0.016kb). (Tableau 09) le plus faible

nombre est noté chez Djnah Khetifa avec un seul allele de taille (0.037kb).

Pour I’amorce WMC 25 une bande commune de taille (1.437kb), a été enregistré chez Ain
lahma et WAHA, un autre allele de faible taille (0.137kb) a été détecté chez Djnah Khotifa
et WAHA.

Concernant I’amorce WMC 168, T’allele de taille (1.714kb) a été répété chez la variété Ain

lahma et Triticum dicoccum.
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Tableau 9 : Présence (1) /Absence (0) des bandes qu’ont été réalisées pour I’amorce WMC
25 et WMC 168.

Amorce WMC 25 Amorce WMC 161

bandes pm (kb) Ain T.dicoccum Djnah Ain T.dicoccum Djnah waha
lahma khotifa waha lahma khotifa
1 1,714 0 0 0 0 1 1 0 0
2 1,566 0 0 1 0 0 0 0 0
3 1,437 1 0 0 1 0 0 0 0
4 1,394 0 1 0 0 0 0 0 0
5 0,648 0 0 0 1 0 0 0 0
6 0,618 0 0 1 0 0 0 0 0
7 0,609 0 1 0 0 0 0 0 0
8 0,593 1 0 0 0 0 0 0 0
9 0,571 0 0 0 0 0 1 0 0
10 0,327 0 0 0 0 1 0 0 0
11 0,203 1 0 0 0 0 0 0 0
12 0,2 0 0 1 0 0 0 0 0
13 0,144 0 0 0 1 0 0 0 0
14 0,137 0 0 1 1 0 0 0 0
15 0,093 0 0 0 0 1 0 0 0
16 0,084 0 0 0 0 0 0 0 1
17 0,074 0 0 0 0 0 1 0 0
18 0,06 0 0 0 0 0 0 0 0
19 0,053 1 0 0 0 0 0 0 0
20 0,051 0 0 1 0 1 0 0 0
21 0,049 0 1 0 0 0 0 0 0
22 0,044 0 0 0 0 0 1 0 0
23 0,035 0 0 0 0 0 1 0 0
24 0,037 0 0 0 0 0 0 1 0
25 0,016 0 0 0 0 0 0 0 1
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Tableau 10 : Présence (1) /Absence (0) des bandes qu’ont été réalisées pour [’amorce WMC
44 et WMC 161.

amorce 44 amorce 161
bandes pm (kb)  Ain T.Dicoccum Djnah Waha Ain T.Dicoccum Djnah Waha
lahma khotifa lahma khotifa
1 4,529 1 0 0 0 0 0 0 0
2 3,824 0 0 0 0 0 0 0 1
3 3,235 0 0 0 0 0 0 1 0
4 2,099 0 1 0 0 0 0 0 0
5 1,961 0 0 0 1 0 0 0 0
6 1,698 0 0 0 0 1 0 0 0
7 1,594 0 0 0 0 0 0 1 0
8 1,53 0 0 0 0 0 1 0 0
9 1,419 0 0 0 0 0 0 0 1
10 0,74 0 0 1 0 0 0 0 0
11 0,71 0 1 0 0 0 0 0 0
12 0,7 1 0 0 0 0 0 0 0
13 0,671 0 0 0 1 0 0 0 0
14 0,643 0 0 0 0 0 1 0 0
15 0,634 0 0 0 0 0 0 1 0
16 0,608 0 0 0 0 0 0 0 1
17 0,567 0 0 0 0 1 0 0 0
18 0,244 0 0 0 1 0 0 0 0
19 0,241 1 0 0 0 0 0 0 0
20 0,232 0 0 1 0 0 0 0 0
21 0,21 0 1 0 0 0 0 0 0
22 0,117 1 0 0 0 0 0 0 0
23 0,112 0 0 0 0 1 0 0 0
24 0,109 0 0 0 0 1 0 0 0
25 0,105 0 0 0 0 0 0 1 0
26 0,104 0 0 0 0 1 0 0 0
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L¢analyse de la variation génétique révele un total de 54 alléles. Les marqueurs SSR
sont jugés d‘étre tres polymorphes avec 12 a 16 alleles sur les quatre cultivars examinés
(Tableau 09 et 10). Ceci confirme la grande diversité observée au sein de cette espéce
révélée par cette technique.

Dans cette étude ’amorce WMC25 a donné un niveau élevé de polymorphisme par
rapport aux autres amorces avec un taux de : 16 alléles donc c’est I’amorce la plus
polymorphe, cette amorce a été sélectionner par le Wheat Microsatellite Consortium parmi
les marqueurs les plus polymorphes et les mieux repartis sur le génome de blé.

Suivi par WMC161 avec 14 alleles et le plus faible taux a et noté chez ’amorce WMC44
et WMC168 la ou on note I’apparition de 12 alléles/amorce.

Les microsatellites sont des marqueurs génétiques trés populaires en raison de leur hérédité
co-dominante, de leur grande abondance, de I'énorme étendue de la diversite allélique et de
la facilité d'évaluer la variation de taille des SSR par PCR avec des paires d'amorces
flanquates. La reproductibilité des microsatellites est telle qu'ils peuvent étre utilises
efficacement par différents laboratoires de recherche pour produire des données cohérentes
(Saghai-Maroof et al, 1984). Dans la présente étude, les marqueurs Wmc168, Wmc25,
Wmc44, Wmcl61, ont été assignés aux chromosomes 7A, (2A, 2B, 2D), 1B, (4A, 5D),
respectivement, selon plusieurs chercheurs (Roder et al, 1998 ; Somers et al, 2004 ;
Golabadi et al, 2011). Les groupes homéologiques des chromosomes 2, 5 et 7 du blé
contiennent un certain nombre de génes qui sont importants pour la tolérance au stress
abiotique (Dubcovsky et al, 1995 ; Somers et al, 2004 ; Golabadi et al). (Tableau 11).

Des recherches anterieurs (Ehtemam, M. H.,al. 2010), ont montré que les chromosomes du
génome A portent des genes importants tels que des génes de résistance chez les plantes
adultes, des genes de rendement , genes de résistance a la germination, géenes de synthése de
la chlorophylle, génes du nombre total d’épillet par épi, genes de tolérance au froid, et genes
de taille des stomates, Les chromosomes 2AS, qui porte également les genes de résistance a
la rouille Yrl7, Lr37 et Sr38, et 2BS chromosome conférent une résistance a certaines ou a
toutes les races chinoises de PST (CYR31, CYR32, SY11-4, et SY11-14). (Yang, Z. J. et al
(2008).
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Tableau 11 : chromosomes des marqueurs

Marqueurs SSR Chromosome
WMC25 2A, 2B, 2D
WMC168 TA
WMC44 1B
WMC161 4A, 5D

Pour atteindre les principaux objectifs que nous nous sommes fixés dans le cadre de ce
travail, nous avons procéde a un genotypage par des marqueurs SSR de quatre variétés de
blé dur cultive en Algérie.

Pour les différentes variétés les résultats obtenus révélent un polymorphisme important,
cependant la variété Ain lahma présente le nombre d’all¢le le plus élevé (17 alleles) suivis
par les autres genotypes qui montrent presque les mémes valeurs qui varient entre 12 a13
alleles.

Des résultats antérieurs, portant sur une caractérisation phénotypique montrent
I’importance des variétés utilisées pour la réalisation de ce travail ; Ces résultats montrent
que la variété Waha, introduite de 'CARDA une variété qui a été étudiée en raison de son
utilisation dans les régions Sahariennes. Qui est une sélection récente de 'ITGC. C'est une
variété a haut potentiel de production, précoce, résistante aux maladies, et présentant de
bonnes caractéristiques technologiques. Sa faculté germinative est de 97 %,(DAOUD, Y.,
& BELDJOUDI, Z. (1994).Waha est une variéte améliorée, a chaume et cycle courts,
réalise tot ses phases de croissance en utilisant I'eau disponible et échappe au stress
hydrique tardif. (Chennafi, H., Makhlouf, M., & Ayadi, et A. L. (2010).

Les résultats de cette étude montrent aussi une variabilité génétique observée au niveau du
blé dur ancien (Triticum dicoccum). Cette variété ancienne de blé intéresse les chercheurs.
Récemment, les populations se sont de plus en plus intéressées aux aliments naturels et

biologiques.

A cet égard, les anciennes variétés de blé Triticum dicoccum, ont été étudiées pour leur
utilisation dans la technologie alimentaire. La principale valeur de ces variétés est leur

capacité de produire de bons rendements sur des sols pauvres et de résister aux maladies
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fongiques. Les variétés anciennes de blé sont tolérantes a la sécheresse et au stress thermique
(Zaharieva et al. 2010 ; Konvalina et al, 2011). Rajoutant a cela La valeur nutritionnelle du
grain de Triticum dicoccum qui est principalement due a la teneur élevée en protéines (18 -
23%), la proportion totale d'acides aminés essentiels dans les protéines (Stehno, 2007) et le
haut degré de digestibilité des composés protéiques (Hanchinal et al. 2005). Une
concentration importante d'antioxydants a été a été trouvée dans le grain de Triticum
dicoccum (Piergiovanni et al. 1996). L'amidon du grain, et Le faible indice glycémique fait
que le grain de Triticum dicoccum est particulierement précieux pour la nutrition des
diabétiques (Buvaneshwari et al. 2003). Cependant, on a constaté que le grain de Triticum

dicoccum a une concentration plus élevée d'acide phytique.
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Conclusion et perspectives

D’aprés nos résultats, les variétés autochtones constituent un patrimoine génétique riche
polymorphe, et une piste d’investigation pour la recherche de nouveaux genes qui

interviennent dans I’amélioration pour I’adaptation au stress biotqiue et abiotiques.

De plus, les variétés améliorées ayant un taux elevé en alleles peuvent étre un important

support pour I’identification de génes et d’alleles responsables du méme caractere.

Dans ce sens et afin d’améliorer la productivité et la qualité, nous proposons que les
améliorateurs choisissent des parents comme Waha, Ain lahma, et Djenah khotifa. Et D’autre
part, le Triticum dicoccum pour ces valeurs et qualité nutritionnelles Et donc en perspective,
la poursuite des travaux nécessite une étude sur plusieurs variétés locales de blé dur afin de
rechercher d’autre utilisation de blé dur. Afin d’apprécier la diversité génétique d’une part et

la corréler avec les caracteres d’intéréts d’autre part.
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