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Résumé

Les marqueurs moléculaires directement issus du polymorphisme existant au niveau
de ’ADN, sont désormais utilisés fréquemment pour 1’analyse des ressources génétiques et
dans les programmes d’amélioration des plantes. Parmi les marqueurs moléculaires, les
microsatellites ou SSRs sont réputés étre les plus performants pour des analyses de diversité
dans de vastes collections de blé.

L’objectif de Cette étude est basé sur la recherche de variabilité génétique au sein de
10 lignées recombinantes issues de croisement interspécifique Triticum durum Desf. (Var.
Oued Zenati 368) xAegilops geniculata Roth., en utilisant des marqueurs moléculaires de
type SSR (Simple Sequence Repeat) ou microsatellites, I’ensemble est ainsi comparé avec
deux variétés de blé tendre (Chinese spring et Courtot) tres utilisées en cartographie du
génome de blé. Ce travail a été realisé au laboratoire de Genétique, Biochimie et
Biotechnologie Végétale, université des Fréres Mentouri Constantine. Au cours de cette
étude on a consacré la premiére partie a la recherche des amorces les plus polymorphes et les
bien réparties sur les chromosomes 1A, 1B, 3A, 3B, 6A et 6B du génome de blé et ceci a
partir de la base de données Graingene disponible sur Internet. A la deuxiéme partie de cette
étude on a testé les 15 marqueurs SSR sélectionnés sur 14 individus. En effet, les hybrides
ont hérité plus de caractéres ou d’alleles du parent cultivé (variété Oued Zenati 368) que
I’espéce sauvage Aegilops géniculata Roth. Il est a signaler que les SSR ciblés sur les
chromosomes 1A, 1B, 3A, 3B, 6A et 6B sont polymorphes car sur un nombre total de 51
amplifiats, 35 sont polymorphes. Ce large spectre de polymorphisme peut étre exploité pour
la recherche des QTLs et leur utilisation dans la sélection assistée par marqueurs des blés

cultivés.

Mots clés : Blé, Aegilops geniculata, locus, microsatellites et polymorphisme.




Summary

The markers molecular directly from polymorphism existing at the DNA, are now used
frequently for analysis of genetic resources and in plans breeding programs .among the markers
molecular the microsatellites or SSRs are considered to be the best performers for analyzes of
diversity in vast collections of wheat.

The objective of this study is based on the search for polymorphism in 10 recombinant lines
from crosses interspecific TriticumdurumDesf. (Var. Oued Zenati 368) xAegilops geniculataRoth
And their parents using markers molecular of type SSR (Simple SequenceRepeat)or microsatellites
this work was carried out in the laboratory of genetics, biochemistry and plant biotechnology,
university Constantine 1. The first part of this study consisted of research of the most polymorphic
primers and well distributed over the genome 1A 1B 3A 3B 6A 6B of wheat et and from the data
bank of GrainGenes. available on the web site. The second part of this study consisted of testing
these markers on the 14 samples. Indeed, hybrids inherited more traits or alleles from the cultivated
parent (Oued Zenati variety 368) than the wild species Aegilops geniculata Roth. It should be
pointed out that the SSRs targeted on chromosomes 1A, 1B, 3A, 3B, 6A and 6B are polymorphic
because over a total of 51 amphiphils are polymorphic.

a list of polymorphic markers with a clear and easily interpretable profile , this broad spectrum of
polymorphism can be exploited for research of QTL and their use in marker assisted selection of

cultivated wheat.

Key words :wheat , Aegilops geniculata, locus, microsatellite et polymorphisme.
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Les céréales occupent a I'échelle mondiale une place primordiale dans les systemes agricoles,
ils sont considérées comme une principale source de nutrition humaine et animale (Slama et al.,
2005).

Le blé toutes variantes de céréales qui appartiennent au genre Triticum . On en distingue
plus de 20 000 variétés, dont les plus connues et répandues sont Le blé tendre (Tritium
aestivum) (AABBDD, 2n = 42), et le blé dur (Triticum durum Desf.) (AABB, 2n = 28). Bien
gue nOS connaissances sur cette espece soient moins avancées que sur les plantes modeles
(arabette et riz), principalement a cause de la taille de son génome, de nombreuses populations
ont été cartographiées. Ainsi, le séquencage de génome de blé ou le décryptage de
I’information génétique contenu dans les séquences génomiques de cette céréale implique

I’établissement de la carte de référence ; qui comporte plus de 1500 marqueurs.

En 2012 Le plus grand chromosome du blé est le chromosome 3B, et établi par les
chercheurs de I'INRA de Clermont-Ferrand, Toulouse et Versailles, la carte physique de ce
chromosome qui se compose de 1036 groupes de séquence d'ADN, appelés contigs. Cette carte
génétique va permettre : de localiser rapidement les génes d'intérét agronomiques, Codant pour
le rendement, la qualité ou la résistance aux maladies, afin de mettre au point de nouveaux

marqueurs génétiques (Anonyme 2012)

L’essor des techniques de marquage moléculaire par : PCR (SSR, STS, RAPD et AFLP)
ou par digestion enzymatique (RFLP) a induit des changements considérables dans plusieurs
branches de la biologie notamment la biologie moléculaire: la génétique évolutive
(cartographie comparative), détection et identification des locus contrélant les caracteres

quantitatifs (QTL) I’amélioration des espéces (sélection assistée par marqueurs)

Le développement des marqueurs moléculaires liés aux genes cibles offre la possibilité
d’établir: de nouvelles approches pour améliorer les stratégies de sélection. Les marqueurs
moléculaires un outil essentiel dans les programmes de sélection du blé pour les résistances aux
maladies et aux insectes ces marqueurs contribuera a ’amélioration du rendement de cette

culture céréaliére a grande importance économique
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L'utilisation de marqueurs génétiques tres polymorphes, comme les microsatellites SSR
est particulierement intéressante pour examiner la diversité génétique au sein des especes. Ce
polymorphisme repose sur variation du nombre d’unités de répétitions constituants les

microsatellites. Les séquences floquant ces éléments répétés permettent de définir les amorces

qui seront utilisée pour I’amplification PCR

Le principal objectif de cette étude est la recherche de la variabilité génétique au sein
d’une descendance interspécifique en utilisant les marqueurs microsatellites cartographies sur
les chromosomes 3A 3B 1A 1B 6A et 6B (source : GrainGenes ,Anonyme2017).

La présente étude se compose de trois chapitres:

La Synthese Bibliographique dont la quelle nous présentons la littérature relative a notre theme.
Le chapitre Mateériel et Méthodes sous le quel sont rassemblées la description du matériel
vegeétal ainsi que les techniques utilisées pour la réalisation de notre objectif.

Vous trouverez enfin dans le dernier chapitre Résultats et Discussions, I'ensemble des résultats

obtenus et leur interprétation




Chapitr 01
Revue biographique




Chapitre01 2017

Evolution du génome du blé

Le blé possede I'un des génomes les plus complexe parmi les céréales et au dela dans
I’ensemble du monde vivant. De plus le blé comporte non pas un simple génome nucléaire
composite une association de trois génomes de trois especes différentes regroupes dans la

méme cellule et formant une nouvelle espece.

Au cours du temps les blés ont connu de nombreuses mutation et croisement qui ont

conduit a des diversités au niveau chromosomique et génique. Schéma :

\

Triticum urartu (AA) Triticum turgidum (AABB)
. E I Triticum aestivum (AABBDD)
Aegilops speltoides (BB) Aegilops tauschii (DD)

Figure 01: Schéma des deux événements de polyploidisation qui ont conduite a la
formation du blé hexaploide. D’aprés (B. S. Gill et al., 2004)

1.1. Origine du blé

Le blé est I'une des premicres espéces cultivées par ’homme, depuis plus de 7000 a
10000 ans avant Jésus-Christ. En ce qui concerne la localisation de la domestication de blé, on
considérait jusqu’a aujourd’hui qu’elle avait eu lieu dans la région du croissant fertile borné
par les plaines alluviales du Nil a I’ouest, tige et 1’Euphrate et la Jourdain au centre. Au nord
par les monts Taurus de Turquie, au sud par la mer Rouge et le désert d’Arabie (Clerget,

2013).
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Les trois groupes d'espéces du genre Triticum aurait trois centres d'origine distincts.
Selon Vavilov (cite par Auriau, (1967) et Moule, 1980) ces groupes sont repartis comme suit :

= Groupes _des._Diploides : dont le centre dorigine est le foyer SYRIEN et le nord

QOngine de
Tritictam turgicum

Oiffusion oe
TroCum turgsoury

' ) . Légende

Figure 02: Carte du centre d'origine et la diffusion de la culture de Triticum
turgidum (Bonjean, 2001)

Les differentes espéces de blé ont subi des transformations au fil du temps, les faisant
passer de I’état de graminées sauvages a des espéces cultivées. L’observation des
chromosomes pendant la méiose et les résultats d’hybridation a montré que les génomes des
graminées peuvent souvent étre regroupés en deux types distincts. Chaque type a recu un nom
A, BouD.

En effet, la détermination de I’origine des génomes du blé est difficile du fait de
I’évolution des especes. 1l revient se origine a un croisement naturels entre T.monoccocum ; T.
urartu et des espéces apparentees appartenant a Aégilopes.sp. D’un point de vue génétique le
premier événement impliquant Triticum monococcum et Aegilops speltoides a conduit a

apparition du blé dur Triticum turgidum. Le deuxiéme événement de polyploidisation a eu
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lieu entre le blé dur tétraploide et Aegilops tauschii donnant naissance au blé tendre
Triticum aestivum de structure chromosomique hexaploide (Chantret et al., 2005).

1.1.1. Origine du génome A

Par I’analyse cytogénétique des séquences nucléotidiques répétées du génome A chez
les espéces : T. turgidum, T. timopheevii, T. aestivum, il a été confirmé que ces séquences ont
peu de divergence par rapport a celles du génome A de T. urartu. Alors que chez T.
zhukovskyi un des génomes provient de T. urartu et 1’autre de T. monococum. (Hamdi, 2003)

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

1.1.2. Origine du génome B

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

hexaploide par_des méthodes cytologiques mais sans succes.

Johnson (1975) observa les protéines des graines est propose T.urartu comme ancétre

du génome B.

Tableau 01: Origines possible du génome B

Auteur Année Origine possible du
génome B

Pathak 1940 Aegilops speltoides
Sarkar et Stebbins 1956 Aegilops speltoides
Johnson 1975 Triticum urartu
Konarev et al 1976 Aegilops longissima
Feldman 1978 Aegilops searsii
Kushnir et Halloran 1981, 1983 Aegilops sharonensis
Lange et Balkema 1988 Aegilops, Viz de la
boomstra séléction Sitopsis
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D’apres ce tableau, I’origine du génome B demeure incertaine (source non identifiée). Il
est présent chez la plupart des blés tétraploides, il est similaire a Aegilops speltoides. Ainsi six
espéces ont été données en tant que donneuses potentielles et Aegilops searsii semble étre le
donneur le plus probable (Kerby et Kuspira, 1987).

En effet, les premiéres constations morphologiques faites par Sarkar et Stebbing (1956)
Riley et al., (1958) attribuérent ’origine du génome B a Ae.speltoides. Alors que I’utilisation
du Kimber, (1974) in Hamdi, (2003) montre que les chromosomes d’Ae. speltoides ne

présentent pas d’homologie avec ceux du génome B.

Le chromosome 3B est le plus grand des 21 chromosomes du blé tendre, avec une
taille estimée en cytologie a 995 Mb. En 2004, ce chromosome fut le premier chromosome
pour lequel une banque BAC a été construite (Safar et al., Plant J 2004), et en 2008, pour
lequel une carte physique a été établie (Paux et al., 2008). Puis finalement optimisee
(Rustenholz, 2011). Cette carte couvre 97% (961 Mb) du chromosome et est composée de
1669 contigs de BAC, une puce a ADN Nimblegen a été mise au point a partir de 40 349
séquences unigenes de blé tendre présentes dans les bases de données, avec pour but d’étudier
I’organisation de I’espace génique du chromosome 3B par I’hybridation des BAC composant
le MTP (Rustenholz, 2010 et 2011). Par cette approche, 2924 loci exprimés ont pu étre
cartographiés sur le chromosome 3B, confirmant I’existence d’un gradient de densité des
genes croissant le long de I’axe centromeére-télomere. Cette analyse a également suggére que
70% des genes sont organisés en flots (plusieurs genes présents sur le méme BAC), et que les

geénes du méme ilot tendent a partager un profil d’expression et/ou une fonction similaire.
1.1.3. Origine du génome D

Royburn et Gill (1987) in Monneveux et al., (2000) rapportent que Ae.tauchii =

Ae.squarrosa est bien le donneur du génome D.

Yan et al., (2002) montrent que les profiles électro phorétiques obtenus par Acid-
PAGEI! du génome D chez les accessions d’Ae. tauschii. sp strangulata sont tres proches des
profiles électrophoretiques de T.aestivum, et supposent donc la sous espéce strangulata

comme progénitrice du blé cultivé. Récemment Boyko et al., (2002) ont réussi a établir
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la carte génétique des 7 chromosomes de Ae.tauchii (coss) et ils ont confirmés qu’il est bien le

donneur du génome D.
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Figure 03: Arbre phylogénique des variétés de blé diploides, tétraploides, pour lesquelles le
chromosome 3B a été trié et sequencé
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Tableau 02: Différentes espéces de blé (genres Aegilops, Amblyopyrum et Triticum).

D'anrés (Feldman et Levv 2012)

Niveau de Espece Génome
ploidie
Diploids Amblyopyrum muticum (= TTSS
(2n=2x= Ae.mutica) SbSb SISI SISI SsSs DD
14) Aegilops speltoides Ae. bicormis CC UU MM NN
Ae. longissima Ae. sharonensis AmAmM AA
Ae. searssi
Ae. tauschii
(= Ae. squarrosa) Ae.caudata
Ae. umbellulata Ae. comosa
Ae.uniaristata Triticum
monococcum
T. urartu
Tétraploids Ae. biuncialis Ae. geniculata (= UUMM
(2n=4x= Ae. ovata) MMUU
28) Ae. neglecta (=Ae.triaristata 4x)
Ae. columnaris Ae. triuncialis UUMM
Ae. kotschyi Ae. peregrina UUMM UUCC ; CCUU
(= Ae.variabilis) Ae. cylindrica SSUU SSUU
Ae. crassa 4x Ae. ventricosa DDCC DDMM DDNN
T. turgidum T. timopheevii BBAA GGAA
Hexaploids Ae. recta (= Ae. triaristata 6x) UUMMNN
(2n=6x= Ae. vavilovii Ae. crassa 6x Ae. DDMMSS DDDDMM
42) juvenalis DDMMUU

T. aestivum T. zhukovskyi

BBAADD GGAAAMAmM
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1.2. Utilisation des Aegilops dans I’amélioration du blé
1.2.1 Evolution du génome des Aegilops

Carl Linnaeus fut I’'un des premiers a décrire le genre Aegilops en (1737), plus tard
plusieurs auteurs ont classés le genre en groupes et sous groupe en se basant sur les études des
caracteres morphologiques et la distribution géographique des espéces du genre Aegilops. (in
Raskina et al., 2004).

Le genre Aegilops consiste en 11 espéces diploides, 10 tétraploides et 2 héxaploides
(Van Slageren, 1994), avec des formules génomiques extrémement différentes, y compris les
génomes D, S, U, C, N et M. (Tableau 03).

Aegilops geniculata Roth (syn. Ae. ovata L.) est une espece annuelle, autogame
(Hammer, 1980), allotétraploide (2n = 4x = 28), issue du croisement naturel entre deux
especes diploides : Aegilops umbellulata Zhuk. (2n = 2x = 14, UU) et Aegilops comosa Sm
(2n = 2x = 14, MM). Ce qui donne la formule génomique UUMM (Kihara (1937), (1946),
(1954); Kimber & AbuBakar, 1981) In Zadri, (2009).

Elle pousse dans la région mediterranéenne, le Moyen Orient et les parties sud de la

Russie et de I’Ukraine

Tableau 03 : Formules génomiques et niveaux de ploidies des espéces du genre Aegilops

Section Espéces Génome Espéces Génomes Espéces Génomes
Aegilops diploides tétraploides héxaploides
Aegilops I. | Ae.umbellulata U Ae. biuncialis | UM
Ae.columnari | UM
S MU
Ae.geniculata | SU
Ae. kotschyi UM Ae.neglecta | UMN
Ae.neglecta Ssp.recta
ssp SU
Ae. peregrina | UC
Ae.triuncialis
Comopyru | Ae.comosa M | Ae.cyindrica DC
m(Jaub et | Ae. uniaristata
spach) N
Zhuk
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Les especes du genre Aegilops constituent une bonne partie du génome du blé. En effet,
les blés cultivés sont issus d’hybridation interspécifique entre ses espéces apparentées. De ce
fait, une partie de la variabilité présente chez les Aegilops ne se trouve pas chez les blés
cultivés. La diversité des blés cultives permette la possibilité d’introduction des génes
d’Aegilops dans les programme d’amélioration génétique du blé. Ces espéces représentent une
grande diversité génétique et sont donc une source potentielle pour de nombreux traits

agronomique y compris le rendement et la tolérance aux stress ... (Zaharieva et Monneveux
(2006)

Tableau 04 : Les espéces Aegilops considérées comme des sources potentielles de
tolérance au stress abiotique (Monneveux et al ., 2000)

Stress Espéece Génome Référence
abiotique
Salt Ae. tauschii D Farooq et al.,
(salin) Ae. comosa M (1989),
Ae. U Gorham
umbellulata CD (1990), Xu et
Ae. cylindrica ]\ al., (1993),
' Farooq,
Ae. neglecta ucC (1994).
Ae. triuncialis SuU
Ae. kotschyi DDM
Ae.crassa DMU
Ae.juvenalis DMS
Ae.vavilovii
Cold Ae.tauschii D Barashkova
(du froid) Ae.umbellulata U (1981), Limin
Ae.cylindrica CD and Fowler
Ae. neglecta UM (1981),
I Barashkova
Ae. triuncialis ucC and Vavilov
(1991).
Drought Ae. tauschii D Damania et
(sécheresse) Ae. S' al., (1992),
sharonensis S Waines et al.,
Ae. longissima SuU g?i??’)('lggzlbk)a
Ae. kotschyi MU K '
Ae. geniculata ucC
Ae. triuncialis

10
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Les especes du genre Aegilops peuvent également contribuer a des modifications de la
physiologie du blé tel que Ae.tauschi (génome D) au augmentant la taille de la feuille
étendard et donc la production de la biomasse (Monneveux et al., 2001) de sorte que d’autre
Aegilops tel que Ae.kotschyi et Ae.tauschi posséde une grande teneur en zinc et en fer dans la

graine ce qui peut avoir un impact sur ’amélioration de la qualité¢ du blé.

Tableau 05: Sources de résistance a ’'Ug99

Geéne Chromosome Origine

Sr2 3BS Tetraploid wheat

Srl2 3BS Tetraploid wheat

Sr28 2BL Hexaploid wheat

Sr32 2DS Aegilops
speltoides

Sr33 1DS Aegilops tauschii

Sr35 3AL Triticum
monococcum

Sr39 2BS Aegilops
speltoides

Sr40 2BS Triticum
timopheevii

Sr45 1DS Aegilops tauschii

Sr46 2DS Aegilops tauschii

Sra7 2BL Aegilops
speltoides

Sr50 1DS Rye

Sr51 3DS Aegilops searsii

Lrd6 1BL Hexaploid wheat

Temporary Designations

SrWeb/Gabo56 2BL Hexaploid wheat

Sr1662 1DS Aegilops tauschii

SrTm4 2A Triticum
monococcum
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2.

Importance du blé

2.1. Importance dans le monde

Le mais est la céréale la plus produite au monde et représente 40% de la production
mondiale, suivi du blé (29%) et du riz blanchi (19%) (Figure 04) (USDA, 2014/2015).

La production mondiale de blé est de 742 millions de tonnes lors de la campagne 2016-
2017, et sa consommation estimée a 730,5 millions de tonnes. En 2016 sa production est
estimée a 1,2% supérieure a celle de 2015 (FAO 2015-2016), (Tableau 06).

Les cing premiers pays producteurs de blé mondiaux durant I’année 2014 sont : La
Chine vient au premier rang dans la production mondiale, ensuite I'Inde, la Russie, les Etats-
Unis et la France. Et I’ Algérie qui occupe le rang 35 dans le classement des pays producteurs
du blé avec un rendement de 2436197 de tonnes. (FAO 2014).

29%

) 19%

:V 7.’ [ m

(avoine, segle...)

Production totale = 2 500 Mt

Figure 04: La production céréaliere dans le monde (source: USDA, compagne
2014/2015)
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Tableau 06: Représente le marché mondial du blé durant 2012/2017 (FAO 2016/2017)

2012/ 2013/ 2014/2015 2015/2016 2016/2017

2013 2014 estimation Prévision
Millions de Précédente Derniére
tonnes (02/02/2017) (02/03/2017)
Production | 654.9 711.5 730.5 735.2 758.1 758.0
Utilisation 684.4 693.8 706.6 714.1 736.5 738.9
Commerce 143.5 157.8 156. | 166.8 171.0 172.0

8
2.2. Importance pour I’Algérie

En cinq décennies d’indépendance, I’ Algérie a creusé un écart géant entre les besoins et

la production de blé. Selon une analyse de FAOSTAT, les besoins de 1’Algérie en blé ont

observé une progression spectaculaire alors que la production locale a enregistre une quasi-

stagnation depuis 1961 jusqu’a 2015. D’aprés cette courbe, I’année possédant la production la
plus élevée du blé est en 2012 avec 3432231 tonnes, (FAO 2016).

La cause principale de la faiblesse de la production du blé dur en Algérie est du a des

contrainte abiotique tel que : la pluviométrie, biotique tel que : I’adventices et aussi humaines

(CHellali, 2007)
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Figure 05 : Courbe représente la variation de la production du blé en Algérie

durant1961/2014 (FAO 2016)
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3.

>
>

Amélioration génétique du genre Triticum

Depuis le debut de I'agriculture, 'homme a cherché a améliorer les plantes par rapport a
des criteres de qualités ou de rendement correspondants a ses besoins. (Rossignol et al.,
2000).

L'amélioration variétale est un mécanisme trés long qui tient compte de divers facteurs:
génétiques, physiologiques et pédoclimatiques. Cette amélioration peut utiliser les techniques
de la génétique, du génie génétique, de la biochimie, de la physiologie et de la biotechnologie.
L'objectif final est d'obtenir un matériel végétal performant qui répands aux besoins de
I’agriculteur et qui posseéde des parametres de tolérance et d’adaptation aux contraintes

environnementales. (D-Desclaux, 2006)
3.1. Diversité intraspécifique

C’est la variété qui existe au niveau des génes. Ceux-Ci constituent le matériau de
construction, elle peut se définir sur le plan des alleles (les variantes d'un méme géne), par
exemple la hauteur des plantes. Au niveau variétal on peut distinguer pour 1’espéce de blé dur

(Triticum durum Desf.) trois groupes:

Les blés d’hiver : Caractérisent les régions Meéditerranéennes et tempérées.

Les blés de printemps : lls n'ont pas de périodes inactives et ne peuvent survivre a de tres
basses températures.

Les bles alternatifs : Qui sont intermédiaires, au plan tolérance au froid, entre les blés d'hiver

et ceux du printemps (Hanson et al., 1982) in Souilah (2005).

3.2. L’hybridation interspécifique

L’hybridation interspécifique ouvre des perspectives nouvelles complémentaires des
méthodes d’hybridation intraspécifique. L’introduction de résistance aux maladies depuis les
especes apparentées est I’exemple le plus illustrant. Elle permet aussi de créer des especes
entiérement nouvelles. L’obtention du triticale est ’exemple le plus célebre de création d’une
espéce végétale entierement nouvelle par I’homme. Il est issu de croisement entre le blé et le

seigle (Secale cereale L.) (Lukaszewski & Gustafson, 1987).

14
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Les croisements interspécifiques sont une méthode importante dans la manipulation des

génomes par I'introduction d’une seule variation aux cultures (Sharma, 1999).
3.3. Les méthodes d’amélioration
3.3.1 Sélection conventionnelle

Utilisé pour l'amélioration la technique des croisements simple au complexe,
interspecifique au inter genétique entre les variétés présentant les caracteres requis, les
combinaisons souhaitée sont ensuit sélectionnées dans la descendance puis stabilisées et
multipliées comprend les technique qui ont été développées et pratiquées par les générations
passés pendent de nombreux siécles ces technique utilisent les processus naturelle des
organismes vivants, ne suscitent généralement pas d’inquiétude dans la population. Quelle

que methodes de sélection :

- La sélection massale : c'est la plus ancienne, c'est une méthode simple et peu codteuse : on
choisit les plantes qui semblent les plus intéressantes dans une population puis on utilise leurs
graines comme semence pour la culture suivante. Ceci est fait de génération en génération ce

qui permet d'augmenter la valeur moyenne de la population.

- La sélection récurrente : est donc une sorte de sélection massale ou les croisements sont

cette fois contrdlés, ce qui conduit a la selection de lignées ou d'hybrides. (Kacem, 2005).
3.3.2. Méthode de sélection moderne

La biotechnologie végétale récente utilise des techniques de modification génétique
scientifique et d’analyse moléculaire, on parle de marqueur génétique qui permet une
accélération du processus de sélection, d’identification en quelques jours et avec une bonne

précession les plantes réellement intéressant. Nous avons :

Culture in vitro.
Fusion de protoplaste.
Utilisation de mutagenese.

3.3.3. Sélection assistée par marqueur
La sélection assistée par marqueurs est basée sur la possibilité d’inférer la présence d’un

gene par la recherche du marqueur qui lui est étroitement li€. Cette sélection est

particulierement avantageuse lorsque le gene cible est récessif et/ou lorsque son expression

15


https://fr.wikipedia.org/wiki/Semence_(agriculture)

Chapitre01 | 2017

est tardive ou influencée par les conditions de I’environnement. (Dekkers, 2002 et Hospital,
2002).

Outre, les marqueurs moléculaires suscitent un grand intérét dans le domaine de la
sélection (Eagles et al., 2001). Le développement considérable des marqueurs moléculaires au
cours des dernieres décennies a permis une meilleure compréhension du génome de blé et la
cartographie de plusieurs dizaines de locus liés aux résistances aux maladies et insectes.
L’utilisation d’un marqueur moléculaire dans un programme de sélection doit passer d’abord
par sa validation, en examinant le polymorphisme détecté dans différents fonds génétiques et

par I’évaluation du rapport efficacité espérée (Moreau et al., 2001).
Marqueurs génétique utilisées dans la sélection des Triticum

Un marqueur génétique est tout un marqueur chromosomique biochimique ou
moléculaire qui permet de révéler un polymorphisme (serre, 2006). La connaissance et
I’identification de formes de polymorphismes permette de comprendre le mécanisme

d’interaction avec autre especes (De Moraes et al., 2007).

Dans le programme de sélection des plantes les caractéres morphologique sont les
premiers a étre observés. Exemple : la hauteur, la précocité, les composantes et le rendement.
(Cui et al., 2001; Gomez et al., 2004).

Ces marqueurs sont utilises également pour estimer la variation intra et inter
populations. En plus ils fournissent des informations utiles pour identifier le matériel

biologique (Andersson et al., 2006).

Les marqueurs biochimiques tel que les allozymes et les protéines (protéine soluble:
albumines et les globulines, protéine de réserve: tel que les gliadine et les Gluténine
(Hernandez et al., 2004) ont été les premiers marqueurs a voir été mis en ceuvre pour étudier

la variabilité génétique (Harry, 2001) .

Un marqueur génétique de bonne qualité est Polymorphe, Co-dominant, Non-

épistatique, Neutre.

16



Chapitre01 | 2017

4.1. Marqueurs moléculaires
Un marqueur moléculaire est une séquence (un fragment) d’ADN présentant des
variations d’un individu a lautre. Lorsque 1’on parle de [I’utilisation de marqueurs

moléculaires, il s’agit de 'utilisation d’une technique permettant de visualiser ces différences
(Gallais. A, 2013).

Alors, un marqueur moléculaire est un fragment spécifique d’ADN pouvant éEtre

identifié au sein du génome complet. (Prat. D et al., 2006).

Ces marqueurs présentent également différents avantages comparés aux marqueurs
morphologiques et protéiques, trés nombreux, neutres vis a vis de la sélection, couvrent le
génome entier, indépendants de la partie de la plante prélevée et de son stade de
développement et autonomes des influences environnementales. (Belkadi, 2003).

En outre les marqueurs moléculaires deviennent un outil essentiel dans les programmes
de sélection du blé dur (Triticum durum Desf.) pour les résistances aux maladies et insectes en
offrant des solutions alternatives aux problémes inséparables a I'utilisation des marqueurs

phénotypiques traditionnels (Hospital, 2001).

Il existe plusieurs types de marqueurs moléculaires, mais cette étude sera consacrée aux
microsatellites ou SSR. On outre, de nombreuses techniques de marquage moléculaire sont
aujourd’hui disponibles, et de nouvelles sont régulierement publiées (Gupta et al., 2001;
Langridge et al., 2001; Rafalski, 2002 a,b). Ces méthodes peuvent étre regroupées en deux

grandes catégories:
Les marqueurs de type RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism).

Les marqueurs bases sur la méthode de PCR (Polymerase Chain Reaction).

Le choix du systeme de marquage dépend de I’objectif précis fixé, des moyens et des
compétences disponibles au laboratoire (Gupta et al., 1999; Santoni et al., 2000; Langridge et
al., 2001).

17
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4.1.1.

41.2.

Polymorphisme de Longueur des Fragments de Restriction (RFLP)

La découverte denzymes de restriction bactériennes (endonuclease) a permis le
développement de nouvelles techniques d'exploration de I'ADN, basées sur la coupure
specifique de séquences nucléiques par ces endonucleases (Bostein et al., 1980).

Ces enzymes, dont plusieurs centaines ont été découvertes, coupent I'ADN au niveau de
sites présentant une sequence spécifique. En revanche, Cette méthode est basée sur la
digestion de I'ADN, une séparation par taille des fragments d'ADN sur gels d’agarose et
transférée par capillarité sous forme dénaturée une visualisation de séquences spécifiques
d'’ADN en utilisant des sondes marquées par radioactivité ou par des molécules fluorescentes.
Cette méthode, n'a été utilisee que trés rarement dans le cadre des espéces domestiques
(Lagziel et al., 2000) (Gallais. A, 2011).

Les marqueurs detectables par PCR

Le développement de la technigue PCR offre I’avantage d’analyser les marqueurs

moléculaires en un temps court tout en utilisant des concentrations faibles d’ADN (Prat. D et

al., 2006).

Les plus largement utilisés chez le BIé sont les microsatellites ou SSR (Simple Sequence
Repeat), ’AFLP ( Amplified Fragment Lenght Polymorphism ) et les RAPD ( Randomly Amplified
Polymorphic DNA ) (Gallais, 2013).

4.1.2.1. Amplification Fragment lenght Polymorphism (AFLP)

Cette technique est basée sur la mise en évidence de polymorphisme de sites de
restriction et d’hybridation d’amorces arbitraires, utilise a la fois les enzymes de restriction et
Pamplification PCR. L’ADN génomique est clivé par deux enzymes de restriction. Des
adaptateurs connues et spécifiques des enzymes de restriction utilisées sont ajoutés aux

extrémités des fragments de restriction générant ainsi une matrice pour I’amplification

(Gallais, 2011).

Seuls sont amplifiés les fragments possédant les bases complémentaires de ces bases
arbitraires. Ces amorces sélectives permettent de réduire le nombre de fragments amplifiés a
une centaine (Prat. D et al., 2006).
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Toutefois, la dominance, le codt élevé et les difficultés techniques liées au marquage par
AFLP limitent son utilisation a grande échelle pour des applications comme la sélection
assistée par marqueurs. (Prat. D et al., 2006)

4.1.2.2. Amplification Aléatoire d’ADN Polymorphe (RAPD)

Les RAPDs (pour Random Amplified Polymorphic DNA) ont définit comme un autre
type de marqueurs moléculaires récemment développé reposant sur la mise en évidence du
polymorphisme. Cette méthode est utilisée couramment en cartographie génétique des plantes

et pour évaluer les variations génétiques a la fois entre especes et au sein d’une méme espece

(Pitel et Riquet, 2000).

Cette technique consiste en I’amplification par PCR de fragments de ’ADN génomique
en utilisant des amorces arbitraires de taille courte (10pb). Une amorce RAPD permet
généralement 1’amplification d’une dizaine de fragments correspondant a des locus

dominants. (Prat. D et al., 2006)

Les produits d’amplification sont généralement visualisés par électrophorése sur gel
d’agarose. Le polymorphisme décelé est du a des mutations soit dans les regions amplifiées

soit au niveau des sites de fixation des amorces. (Gallais. A, 2013)

4.1.2.3.La technique des SSR

4.1.3.

Les SSR constituent une large panoplie de marqueurs, qui peuvent étre utilises pour
évaluer les variations génétiques a la fois entre especes et au sein d’une méme espece. Cette
technique consiste a amplifier des fragments d’ADN dont la séquence a ¢été connue. Pour deux
variétés, mémes voisines, des différences de taille existant entre des fragments d’ADN

amplifiés sont visualisées par une électrophorese.
Le principe des SSR

Ils sont constitués de séquences de di, tri ou tétranucléotides répétés en tandem. Ces

¢léments sont uniformément répartis en plusieurs exemplaires sur I’ensemble du génome

d’une espece, (Gallais. A, 2013)
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Ils peuvent étre localisés dans les régions codantes et non codantes du genome (Toth et
al., 2000). Les motifs de répétition des microsatellites sont crée par I’accumulation des
mutations successive lors de la répartition, la recombinaison ou bien la réparation de ’ADN
(Ingvarssan et al., 2008). Les Marqueurs microsatellites SSR (Simple Sequence Repeat) sont
spécifique d’un locus et liés la présence de répétition en tandem. Ils sont trés nombreux
(1SSR en moyenne pour 21 Kpb chez les dicotylédones, 1 pour 65 Kpb chez les
monocotylédones) et en forment polymorphes en raison d’une variation du nombre de

répétitions (Samouelian et al., 2009).

Les microsatellites di-nucléotides les plus fréquents chez les plantes sont (AT)n avec n
comparaient entre 5 et 30. Bien que distribuées en de trés nombreux loci, les microsatellites
peuvent étre délectes a des loci specifiques, des sites STS, en utilisant comme amorces pour la
réaction de PCR des oligonucléotides spécifiques des séquences génomiques des especes
analysees. Le repérage de microsatellites peut étre effectué par simple interrogation des bases
de données a I’aide des programmes d’une analyse de séquences disponible ; I’interrogation
est suivie d’une vérification de la réalit¢ du polymorphisme par des réaction de PCR sur
differentes plantes, les tailles des fragments amplifies étant relativement petites et les
differences de taille étant faibles, la détection du polymorphisme lié aux microsatellites est
réalisée en électrophoreése en gel de polyacrylamide. L’utilisation d’amorces radio marquées

ou fluorescentes augmente la sensibilité de la détection (Samouelian et al., 2009).

La technique SSR se base sur I’amplification par PCR de ’ADN génomique moyennent
des amorces spécifiques flanquant les séquences répétées. les SSR se sont révelé des
marqueurs moléculaires tres utiles dans la sélection assistée par marqueurs, 1’analyse de la
diversité génétique et l’analyse de la structure génétique des populations chez plusieurs

especes (Gupta, 2000; Budak et al., 2003).

4.1.3.1.Le polymorphisme SSR

Les microsatellites sont utilisée comme marqueurs génétiques ils se caractérisent par
leur variabilité individuelle leur stabilité et leur transmission. lls correspondent a un
emplacement strictement défini sur le génome a un locus génétique et aussi a un systeme

allélique.
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Ces marqueurs sont codominants, neutres et trés polymorphes du fait d’un taux de

mutation élevé en moyenne est d’environ 10* mutations par locus par gaméte et par

génération (Rognon et Verrier, 2007). Les microsatellites sont donc des marqueurs multi-

alléliques et hautement polymorphes (Ollivier et al., 2004).

4.1.3.2.Les deux types de marqueurs microsatellite gSSR et eSSR

Les microsatellites génomiques sont issus de séquences provenant du génome entier, et

sont surtout situés dans les regions non-codantes. Leur développement se fait a partir de

banques enrichies en motifs microsatellites qui sont fastidieuses a développer, mais sont

indispensables lorsque pour I’espéce étudiée il n’y a pas ou peu de données de séquences

disponibles. Ce type de microsatellite est trés polymorphe (plus de 50% en général selon les

especes), mais moins transférable que les microsatellites issus d’EST (Varshney et al., 2005).

Les eSSR sont issus du séquencage d’ADNc et sont situés dans les régions géniques

(introns, exons et UTR). La cartographie de ce type de motif permet donc de cartographier les

genes correspondants, dont la fonction peut étre identifiee via des homologies de sequences

(Gupta et al., 2003). Il est possible de developper des marqueurs issus de ce type de motif dés

que des ressources génomiques sont développées pour ’espeéce étudice.

4.1.3.3.Les qualités des marqueurs SSR

Tableau 07 : Les qualités d'un Marqueur SSR

SSR

Polymorphisme Tres élevé
Spécifique au locus Oui
Codominance Oui
Non épistatique Oui
Neutralité Oui
Insensibilité au milieu Oui

Nombre Tres élevé
Universalité Non
Technicité Oui

Fiabilité Trés élevé
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4.1.3.4.Les principales utilisations des marqueurs SSR

De nombreuses applications découlent des SSR, les premiers marqueurs
microsatellites développés chez les plantes étaient génomiques. Avec I’essor de projets de
séquencage d’ADNc et d’outils d’analyses in silico, les microsatellites génomiques ont laissé
peu a peu place aux microsatellites d’EST (Sharma et al., 2007). De plus, chez certaines
especes génétiquement proches de celles totalement séquencées, il est possible d’estimer la
position in silico d’un microsatellite. Pour cela, des relations chromosomiques doivent étre
établies entre les espéces par le détour de marqueurs orthologues déja cartographiés. Ainsi, a
partir d’une espece séquencée, on peut directement connaitre la localisation de ces

microsatellites.

Les microsatellites ont été en premier lieu utilisés dans I’étude des population humaines
puis dans les races domestique pour évaluer la variabilité génétique intra et inter-races
(Ollivier et al., 2000). Ces marqueurs microsatellites ont des qualités qui les rendent ideaux
pour la localisation des genes determinant un caractere quantitatif ou QTL et ils peuvent étre
utilisés pour suivre la ségrégation de ces regions importantes au cours du programme
d’amélioration (Hartl et Jones, 2003).

Dans le cadre d’une cartographie le pedigree, permettant ainsi d’aligner les groupes de
liaisons parentaux. Ils sont aussi d’excellents marqueurs pour la cartographie fine de QTL

(Shultz et al., 2007) et pour la marche chromosomique.

En effet, lorsqu’ils sont repérés dans des extrémités de BAC, ils sont couramment
utilisés comme point d’ancrage entre la carte physique et la carte génétique. Ils sont
également tres utilisés pour la cartographie genétique comparée entre especes génétiquement
proches. En faisant de la cartographie comparée a ’aide de microsatellites génomiques, des

segments conserveés entre ces deux especes ont été identifies (Suwabe et al., 2006).

Tableau 08: Utilisation des Marqueurs Microsatellites

Génotypage
Etude de génétique des populations
Principales g \q pop
utilisations d’un Marquage de géne
Marqueur SSR

Cartographie génétique
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Figure 06: Exemple de réalisation Carte génétique réalisé par les SSR
(génome A de Triticum aestivum ) source : GrainGenes

Par exemple sur le chromosome 3B 751 SSR sont répertorié, ils sont issus des bases de
données publiques et privées, de la banque BAC du chromosome 3B. (Paux et al., 2008).

Parmi ceux-ci, 90 répartis de fagon homogene sur 1’ensemble du chromosome 3B
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Tableau 09: Différents types de microsatellites connus chez le blé

source : GrainGenes= http://wheat.pw.usda.gov/;keller(université de Zuriche,Suisse) ;
RAGT : Rouergue Auvergne Gévaudan Tarnais. In (Cyrille Saintenac 2009)

Désignation des Nom des SSR Sources
SSR
AC Répétition AC GrainGenes
Barc USDA-ARS Beltsville GrainGenes
Agricultural Research Center
Cfa Clermont-Ferrand A Génome Clermont-
Ferrand
Cfb Clermont-Ferrand B Génome Clermont-
Ferrand
Cfd Clermont-Ferrand D Génome Clermont-
Ferrand
Cfe Clermont-Ferrand EST Clermont-
Ferrand
Cfr Clermont-Ferrand Riz Clermont-
Ferrand
CS-SSr Chinese Spring-SSr (Shen et al.,
2005)
Dw NC Syngenta
Gpw Genoplante Wheat Clermont-
Ferrand
Gdm Gatersleben D-Génome GrainGenes
Microsatellite
gwm ou wms Gatersleben D-Génome GrainGenes
Microsatellite
Nw NC Syngenta
Swm Swiss Weat Microsatellite B.Keller
Wmc Wheat Microsatéllite GrainGenes
Consortium
Wmj Weat Monsanto JIC RAGT
Wmm Wheat Monsanto RAGT

Microsatellites

NC= non connu
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4.1.3.5.Exemple d’identification et recherche des SSR

De plus, il existe plusieurs moyens pour la détection et la recherche des SSR a partir
des données de séquence des contigs, d’autre marqueurs SSR peuvent étre identifi¢ a ’aide du
logiciel SSRdesign qui combine le logiciel SSRsearch pour la recherche des microsatellites et
le logiciel primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/) pour la réalisation des amorces.

D’autre recherche peuvent étre effectué sur les séquences masquées, ¢’est-a-dire ou les

éléments transposables sont éliminés

25


http://frodo.wi.mit.edu/

Chapitre 02
Matériel et méthodes




Chapitre02 | 2017

1. Matériel végétal

Pour réaliser notre essai qui consiste a étudier le polymorphisme génétique chez les 14 génotypes
de céréales a I’aide des marqueurs moléculaires SSR, nous avons choisie 10 lignées recombinantes
obtenues par la méthode Bulk aprés une hybridation interspécifique entre la variété Oued Zenati 368
du blé dur x Aegilops geniculata Roth. Ces lignées ont été obtenues au laboratoire de Génétique,
Biochimie et Biotechnologies Végétales, par I’équipe de Biotechnologie et Amélioration des Plantes,
Université des Freres Mentouri Constantine. Elles ont été comparées avec leurs parents Oued Zenati
368 et Aegilops geniculata Roth. Ainsi que deux variétés de référence de blé tendre : Chinese spring et
Courtot couramment utilisées pour la génomique du blé. Le tableau suivant présente les origines des

differents génotypes (Tableau 10).

Tableau 10: Origines des varietés étudiées de blé dur

Variétes Codes Origines
Aegilops geniculata Roth Ae. gen | Campus université FMC1
Chinese spring CS INRA Clermont-Ferrand France
Courtot Ct INRA Clermont-Ferrand France
Oued Zenati 0.z ITGC El Khroub, Constantine
Hybrides (H)
10 18 1818
1013 1814 1822
1022 1816
1032 1817

2. Mise en place de D’essai

L’expérimentation a été conduite dans la chambre de culture du laboratoire de Geénétique,
Biochimie et Biotechnologies Végétales (GBBV), équipe de Biotechnologie et Amélioration des

Plantes a Chaabet El Rasses, Université des Fréres Mentouri Constantine 1.
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L'extraction de I'ADNg a été réalisée sur 150 mg de feuilles fraiches des 14 génotypes avec

l'utilisation des Amorces SSR.
L’essai s’est déroulé comme suit :
» La Pré germination

Les graines sont mises a germer dans des boites de Pétri, ces derniéres sont tapissées par une
couches de papier filtre stérile humectés d’eau comme substrat. Dans notre cas, nous avons imbibé les
boites contenant des graines avec de 1’eau. L’arrosage de ces derniers a été effectué périodiquement

selon la demande de la plante (Figure 07).

Figure 07 : Boites de pétri contenant les gnaines pré-germés des 14 variétés de blé dur

Aprés une bonne germination des graines, on a procedé a un transfert en pots sur un support

terreau sable, I’arrosage est effectué chaque 03 jours jusqu'au stade 3 a 4 feuilles (Figure 08).

Figure 08 : Culture des graines de blé dur dans le sol
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Au stade préconisé, les feuilles de chaque génotype est coupée avec un ciseau stérile et placée
dans un tube Ependorf stérile de 2ml. On a procédé a I’extraction d’ADN génomique total selon la
méthode CTAB.

3. Caractérisation moléculaire des génotypes

1) L’extraction de ’ADN génomique

L’extraction a été effectuée selon la méthode CTAB (Saghai et al., 1984), avec quelques
modifications (Annexe 01).

a. Broyage des échantillons

Préchauffer le tampon CTAB 2X additionné de Beta-mercaptoéthanol dans un bain Marie a
65°C. Ensuite, Broyer le matériel végétal (environ 150 mg) dans un mortier avec 1’azote liquide
(manipuler avec les gants) puis transférer le broyat dans un tube Eppendorf de 2 ml avec une spatule

(mettez les tubes bien fermés dans 1’azote liquide).
b. Déproteinisation des échantillons

Ajouter 900 pl de tampon CTAB 2X additionné de Beta-mercaptoéthanol préchauffé a 65°C et
homogénéiser au vortex puis incuber 60 mn dans un bain marie a 65°C avec agitation. Centrifuger 15
mn a 10000 rpm a 4°C

Récupérer environ 800ul de surnageant dans un nouveau tube Eppendorf de 2ml. Ensuite, ajouter
800ul (1vol) de chloroforme/Alcool Iso amylique (24 :1) et agiter pendant 45 mn a vitesse lente (100 a

150rpm) sur une table d’agitation (Faire attention aux fuites).

Centrifuger 15 mn & 10000rpm & 4°C et récupérer la phase aqueuse supérieure a 1’aide de

micropipette P1000 et la mettre dans un nouveau tube Eppendorf de 2 ml.

Puis ajouter 800ul (1vol) de chloroforme/Alcool I1so amylique (24 :1). Agiter pendant 45 mn a
vitesse lente (100 a 150rpm) sur une table d’agitation (Faire attention aux fuites) et centrifuger 15 mn a
10000rpm & 4°C puis recupérer la phase aqueuse supérieure a I’aide de micropipette P1000 et la mettre
dans un nouveau tube Eppendorf de 1.5ml (éviter de prendre la couche blanche au milieu). Ajouter 3 a

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

28



Chapitre02 | 2017

c. Précipitations d’ADN

Ensuite ajouter 540ul (2/3vol) d’isopropanol froid (-20°C) et inverser les tubes doucement
jusqu'a ’apparition d’une pelote blanche laisser précipiter a -20°C pendant 5 a 10 mn. Centrifuger 10
mn a 10000rpm a 4°C.

d. Ringage du culot d’ADN

Eliminer le surnageant trés délicatement avec une micropipette puis ajouter 500 pl de solution de
lavage 1 et incuber pendant 15 mn a température ambiante. Centrifuger 5 mn a 10000rpm a 4°C,

ensuite éliminer le surnageant et ajouter 50ul de solution de lavage 2.

Ne pas incuber plus de 5 mn et centrifuger apres 5 mn a 10000rpm a 4°C. Puis éliminer le
surnageant et sécher ’ADN a I’air libre pendant 10 a 20 mn. Enfin suspendre le culot d’ADN dans
100ul de I’eau distillée ultra pure et stocker I’ADN pendant une nuit a 4°C avant dosage.

2) La Quantification de I’ADN et le controle de qualité
a. Quantification a I’aide du Nano drope

Le spectrophotométre NanoDrop ND-2000 permet de réaliser des spectres d’absorbance en
utilisant des petits volumes d'échantillons de I'ordre de pl. Il permet des mesures sur une grande
gamme de longueurs d'onde pour I’analyse des spectres dans le visible et 1’'U.V. Cet appareil est
spéecialement congu pour évaluer la pureté et la quantité des acides nucléiques selon la longueur d’onde
280/260.

1ul de chaque échantillon étudié est déposé pour lecture. Sans oublier les blancs avant et apres

chaque dépot (Figure 09).

Figure 09 : Dépot d’un échantillon sur Nano drope
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b. Controle de qualité par électrophorése sur gel d’Agarose

Aprés coloration au Bromure d’éthidium dans un tampon TBE 10X, le gel d’agarose a été
préparée, le support contenant se dernier est placé dans I’appareil de I’électrophorése rempli par le

tampon (Annexe 03).

Les dépbts sont effectués dans la cuve a raison de 12ul (10ul ADNg + 2ul Tampon de charge)

par puits, avec 5ul de marqueur de taille (Annexe 06).
3) Les amorces SSR utilisées

15 marqueurs SSR a été utilisé dans cette étude. Les noms de ces marqueurs, leurs séquences et
leur taille sont presentés dans le (Tableau 11).

Tableau 11 : Amorces Arbitraires utilisées dans les réactions PCR-SSR

Marqueur| Localisation Amorces Conditions
sur d’amplification
chromosome
Wmc24 1A Forward gTgJAgCAATTTTgATTATACTg at 4 51C°

length 22 bases, Tm 54
Reverse TAcccTgATgcTgTAATATQgTg at 134
length 22 bases, Tm 57

Gwm497 1A 5' GTAGTGAAGACAAGGGCATT 3 55 C°
3A 5' CCGAAAGTTGGGTGATATAC 3'
Wms413 1A S' TGCTTGTCTAGATTGCTTGGG 3 60 C°

1B 5'GATCGTCTCGTCCTTGGCA 3

Cfa2147 1A 5' TCATCCCCTACATAACCCGA 3 60 C°
1B S'ATCGTGCACCAAGCAATACA 3

Wmc50 3A Forward cTgccgTcAggccAggcTCcACA at 349 61C °
length 22 bases, Tm 76
Reverse cAAccAgcTAgcTgecgeccgAA at 472
length 22 bases, Tm 74

Wmc169 3A Forward TAcccQAATCTggAAAATCAAT at 2 61C°
length 22 bases, Tm 61
Reverse TggAAQcTTgcTAACTTTggAg at 147
length 22 bases, Tm 62

Wmc322 3A Forward cgcccCACTATgcTTTg at 12 length 17 | 61C°
3B bases, Tm 61
Reverse cccAgTccAgcTAgecTcec at 88 length 19
bases, Tm 64

Gwma30 3A S'ATCTTAGCATAGAAGGGAGTGGG 3 60 C°
5' TTCTGCACCCTGGGTGAT 3
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Wms124 1B 5' GCCATGGCTATCACCCAG 3' 60 C°
5'ACTGTTCGGTGCAATTTGAG 3'

Barc81 1B 5 GCGCTAGTGACCAAGTTGTTATATGA 3 |52C°
5GCGGTTCGGAAAGTGCTATTCTACAGTA
A3

Barc8 1B 5'GCGGGAATCATGCATAGGAAAACAGA3' |50 C°
5'GCGGGGGCGAAACATACACATAAAACST

Gwm493 3B 5 TTCCCATAACTAAAACCGCG 3 60 C°
5'GGAACATCATTTCTGGACTTTG 3

Wmc307 3B Forward gTTTgAAgAccAAgcTccTecT at 81 61C°

length 22 bases, Tm 63
Reverse AcCATAAccTcTcAAgAAcccA at 204
length 22 bases, Tm 62

Wmc419 1B Forward gTTTcggATAAAAccggAgTgc at 36 61C°
6B length 22 bases, Tm 65
Reverse ACTACTTgTgggTTATcAccAgcc at 153
length 24 bases, Tm 65

Wmc105 6B Forward AATgTCATgcgTgTAQTAgCCA at 6 61C°
length 22 bases, Tm 62
Reverse AAgcgcAcTTAACAgAAgAQQg at 176
length 22 bases, Tm 64

Ces marqueurs moléculaires ont été utilisés pour examiner la diversité génétique des 14 variétés.

Les réactions de PCR ont été realisees dans un thermocycleur Applied Biosystems.
4) Les réactions d’amplification

Les réactions SSR ont eté réalisées dans un volume final de 20ul pour chaque génotype. On a
procédé a réaliser I’amplification de I’ADN dans des plaques de 96 puits. La composition du mélange

réactionnel est présentée dans le tableau suivant:

Tableau 12 : Les réactifs du mélange réactionnel du PCR

Réactifs Quantité (ul)
Ampli Tag ADN polymérase 10
ADNg 2
Amorce SSR 1
H20 7
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Les dilutions des amorces ainsi que de ’ADNg ont été faites apres extraction et stockées a — 20
°C (Annexe 05).

Les 15 amorces SSR ont été utilisées pour la réaction PCR en utilisant un thermocycleur Applied
Biosystems, programmé pour 40 cycles comme pour 4 PCR dans la température d’hybridation et
différente (61°C ; 60°C ; 53°C ; 6°C) (Tableau 13).

Tableau 13 : Programme des PCR effectué sur les différents génotypes

94°C 94°C 72°C 72°C N°= cycle
P1 3min 30s Imin 10min 40
P2 3min 30s 1min 10min 40
P3 3min 30s 1min 10min 40
P4 3min 30s Imin 10min 40

5) La vérification des produits PCR et visualisation des résultats

Les produits de PCR ont été analysés par électrophorése sur gel d’agarose a 1.5 et 2% (Annexe
03).

Le gel est amené doucement a ébullition dans un four a microonde, ainsi il est refroidi, avant de
verser le gel dans le support de la cuve, on ajoute 2ul de BET pour le gel a 1.5% et 6ul pour le gel de

2%. Lorsque le gel d’agarose est solidifié, le support contenant le gel est placé dans I’appareil de

I’électrophorése rempli par le tampon.

On a déposé 10ul de produits de PCR dans chacun des puits du gel submergé de tampon
d’¢électrophorese. Dans I’'un des puits de chaque gel on a déposé Sul de marqueur de taille pour le
gel de 1.5% et 4ul pour le gel de 2%. La migration des échantillons est effectuée sous 100V
pendant 45sec pour le gel 1.5% et pour le gel de 2%, (Voltage = 135V Ampérage = 153mA (a
12h15) Ampérage = 177mA (a 14h38) sont noteés a la fin de la migration (Annexe 04).
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6) Traitement des résultats

Lorsque la migration est terminée on a passé a la lecture des résultats. Les fragments d’ADN
amplifiés sont visualisés sous lumiere Ultra Violette et photographiées en utilisant le systéme E-BOX
VX2. Ainsi le poids moléculaire de ces derniers est déterminé par rapport au marqueur de taille

(Annexe 06). Pour faciliter ’analyse et ’archivage des gels, des prises de vue ont été effectué.

Le logicielle MINI TAB 06 pour Windows, nous a permet la réalisation de dendrogramme pour

I’établissement de la distance des hybrides et leur parents.
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Ce travail s’inscrit dans la recherche de polymorphisme des lignées recombinantes grace aux

marqueurs moléculaires les microsatellites SSR qui ont été sélectionné sur les chromosomes 1A, 1B,

3A, 3B, 6A et 6B ces chromosomes portes les caracteres de la qualité du blé.

1. Vérification de la qualité et de la quantité d’ADN extrait

Les résultats sont prie comme suit :

1.1. Quantification de ’ADN

Apres I’extraction de PPADN, on a procédé a une quantification de nos extraits par

spectrophotométrie en utilisant le Nanodrop pour connaitre les concentrations de nos échantillons et

leur pureté afin de réaliser I’amplification par PCR.

Tableau 14 : Quantités des ADN extraits et dilutions effectuées des génotypes etudiés.

varies | Concntaion S 5 2o | Qi HAONA| 2O
gﬁﬁ?&'}‘igﬁa 1232,9 1,89 | 2,24 2,03 47,97
Oued Zenati 2408,5 1,93 | 2,23 1,04 48,96
ig'rrl‘rfae 551,1 1,85 | 1,98 4,54 45,46
Courtot 1763,2 1,9 2,23 1,42 48,58
H 10 21165 1,92 | 212 1,18 48,82
H 1013 407,4 1,9 1,08 6,14 43,86
H 1022 1059,1 191 | 2,24 2,36 47,64
H 1032 2312,7 1,91 | 2,21 1,08 48,92
H 18 1078,5 1,93 2,2 2,32 47,68
H 1814 1622,9 191 | 2,18 1,54 48,46
H 1816 91,4 1,86 | 2,02 27,35 22,65
H 1817 1800,9 1,92 | 217 1,39 48,61
H 1818 907,2 1,86 | 2,25 2,76 47,24
H 1822 350,2 1,93 | 2,09 7,14 42,86
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On note que les concentrations obtenues sont largement suffisantes pour un bon déroulement
d’une amplification d’ADN, les concentrations de nos échantillons varient entre 2408.5ng/ul et
91.4ng/ul, pour le parent Oued Zenati368 et I’hybride 1816 respectivement (Tableau 14).

Les mesures 280nm permet de contrdler la pureté de 1’extraction et la longueur d’onde 260nm
indique la zone d’absorbance maximale des acides nucléiques. En effet le rapport 260/280nm doit étre
compris entre 1.8 et 2, s’il est inferieur a 1.8 ou supérieur a 2, alors on a une contamination par des
protéines et phénols.

La pureté des extraits d’ADN est évaluée par le rapport d’absorbance 260/280. Ce dernier est en
moyenne de 1.85ng/ul (valeurs varient entre 1.80 et 1,95). Ce qui nous permet de dire que nos extraits
d’ADN sont purs.

D’apres le rapport d’absorbance 260/230nm on peut également dire que les extraits d’ADN sont
contamines par les composes phénoliques utilises au cours d’extraction, avec une moyenne de 2.8ng/ul

(valeurs varient entre 1.44 et 2.25).

L’analyse des rapports R1 (260/280) et R2 (260/230) montrent que la pureté des ADN de nos
échantillons est assurée, pour cette évaluation nous avons utilisé les normes suivantes (Nolan et al.,
2006)

= 1,8 <R <2 ADN est pur
= R < 1,8 Contamination par les protéines

= R >2 Présence d’ARN

1.2. Qualité d’extraction

A partir des résultats d’électrophoreése effectuée sur les extraits d’ADN des différents génotypes
étudiés, on note que la qualité des extraits d’ADN est bonne et ceci ce rapporte a ’obtention d’une
seule bande de taille commune et d’intensité variable pour 1’ensemble des individus avec 1’existence
d’une partie d’ADN dégradé, visible sous forme de trainés sur le gel d’électrophorése, et ceci pour la

majorité des génotypes a I’exception d’Aegilops geniculata et ’hybride 1816 (Figure 10).
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Figure 10 : Analyse de la qualité d’extraction d’ADN génomique des
¢chantillons étudiés par électrophorése sur gel d’agarose a 1%
Par conséquent, la quantification des ADN par le nanodrope est cohérente avec la qualité des
ADN extraits, ou on remarque que la quantité d’ADN des génotypes Aegilops geniculata, Chinese

spring et ’hybride 1022 refléte la bonne qualité de ces derniers.
2. Polymorphisme des marqueurs etudiés

2.1.Locus Xwmc24 (1A)

A partir de ce gel (Figurell), on a obtenu une variabilité génétique pour 1’ensemble des
génotypes étudiés. Le profil éléctrophorétique des lignées est commun pour une seule bande alors
qu’il est variable pour le reste. La variété témoin CS de blé tendre a marquée la présence d’une bande

ainsi que la variété CT a huit bandes (Figure 11).

CS Ag 10 1013 1022 103218 1814 1816 1817 1818 1822 OZ T ™

Figure 11: Vérification de I’amplification du locus Xwmc24 sur gel
d’agarose a 2% chez les 14 génotypes etudiés
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L’ensemble des hybrides partagent avec leur parent OZ une bande commune de taille 130 pb.
Quelques génotypes H1013, H1022, H1032 et H1817 ont montré d’autres bandes de tailles variables,
celles-ci sont absentes chez les deux parents OZ et Ae.geniculata ainsi que le témoin CS. La variété
Courtot a un profil électrophoritique chargé composé de huit bandes. On suppose que ces

amplifications ne sont pas spécifiques a ce locus.

Cependant le parent sauvage Aegilops geniculat a enregistré une bande de taille 150 pb pareille

avec celle amplifiée chez le témoin CS.

Kumar et al. (2010) ont rapporté que ce locus Xwmc24 est porté par le bras court du
chromosome 1A.

Ce résultat nous indique que les descendants sont homozygotes pour ce marqueur et I’origine de
cet allele est le parent cultivée OZ.

2.2.Locus Xgwm497 (1A / 3A)

Le profil électrophorétique de ce marqueur a montré I’existence d’un polymorphisme
remarquable pour I’ensemble des génotypes a I’exception des hybrides H1817, HI1818 et H1822

aucune amplification n’a été enregistrée (Figure 12).

cs Ag 10 #0#3 @022 1032 18 1814 1816 1817 181818220Z CT M

- . & = v
B 18 3 :
- -

- —

Figure 12: Vérification de I’amplification du locus Xgwm497 sur gel d’agarose
a 2% chez les 14 génotypes étudiés
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Les résultats de ’amplification de ce marqueur montrent différents états alléliques, ou on note un
nombre de bandes variable de 3 et 10 chez I’ensemble des génotypes. Les lignées H1032 et H1814
présentent le nombre des bandes le plus élevé (8 bandes) avec un polymorphisme pour 3 bandes par
rapport au parent Oued Zenati 368. Contrairement aux descendants H1013 et H18 qui montrent un
nombre de bandes plus faible (03 bandes polymorphes).

Les hybrides H10, H1022, et H1816 présentent un nombre variable de bandes amplifiées de 05 a
07 bandes, dont la majorité sont originaire du parent cultivé OZ. Ainsi, ’absence d’amplification pour
les hybrides H1817, H1818 et H1822 peut étre expliquée par I’absence d’ADN de ces individus lors de
la préparation des réactions PCR.

Cette variabilité nous indique sur la présence de deux emplacements ou loci pour ce marqueur
gwm497, originaires de parent Oued Zenati 368 car les trois bandes amplifiees chez Aegilops
geniculata ont les mémes tailles que celles de la variéte OZ.

Il est & noter que ce marqueur est porté par le bras long du chromosome 1A avec le motif répété
(GT)x29 Somers et al., (2004) et (Marion et al., 1998).

Chez les varietés témoins de blé tendre le profil électrophorétique est similaire entre eux avec
une légere différence pour une seule bande. Cependant, chez les hybrides on a observe la présence
d’une variation dans le nombre et la taille des amplifiats, on peut conclure que ces individus sont
hétérozygotes pour ce locus par comparaison avec leurs parente Oued Zenati 368 et Aegilops

geniculata.
2.3.Locus Xgwm413 (1A / 1B)

Pour ce locus on a enregistré une amplification d’une seule bande de taille commune de 100 pb
chez toutes les lignées a ’exception de H1816 qui a enregistrée deux bandes de 100 et 170 pb, cette
bande peut étre obtenue apres une duplication de ce marqueur ou insertion au sein duquel. Ainsi le
parent cultivé OZ a noté aussi une seule amplification. Alors que chez 1’Aegilops geniculata pas

d’amplification (Figure 13).
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M CT CS Aeg 10 1013 1022 1032 18 1814 18161817 1818 1822.0Z M.

Figure 13 : Vérification de I’amplification du locus Xgwm413 sur gel
d’agarose a 1.5% chez les 14 génotypes étudies
Par comparaison avec les deux variétés témoins du blé tendre, une amplification spécifique
d’une bande de 100 pb a été enregistrée chez Courtot alors que pour Chinese Spring aucune

amplification n’a été observée.

Le locus de ce marqueur figure sur le bras long du chromosome 1B et sur le chromosome 1A
dont le motif répété (GA)x18 Roder MS et al., (1998) et (Marion et al., 1998).

La présence d’une seule bande signifie que les individus sont homozygotes et le donneur de cet

allele est le parent cultivé OZ.
2.4.Locus XCFA2147 (1A / 1B)

Les résultats d’électrophorégramme des amplifias spécifiques de ce marqueur Cfa2147 ont
permit de déceler 1’existence de polymorphisme chez 1’ensemble des lignées a 1’exception des hybrides
H1032 et H1816. Par comparaison avec leurs parents Aegilops geniculata et Oued Zenati 368, une

bande seulement a été enregistré chez le parent sauvage (Figure 14).
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M CS CT Aeg 10 1013 10221032 18 1814 1816 1817,1818 1822 0Z M
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Figure 14 : Vérification de I’amplification du locus XCfa2147 sur gel
d’agarose a 1.5% chez les 14 genotypes étudiés

Cependant, les hybrides H1013, H18, H1022, H1817, H1818, H1822 H18 et H1814 ont
présenté 2 bandes de taille 300 pb et 320 pb ces deux bandes sont enregistré chez les le parent cultivee
Oued Zenati 368 alors que le parent sauvage Aegilops geniculata n’a présenté qu’une seule bande de
taille 320 pb. Par comparaison avec les deux variétés témoin de blé tendre, on a enregistré deux bandes
de méme taille 300 pb et 320 pb.

Néanmoins, pour les hybrides H1032 et H1816 aucune amplification n’est enregistrée. Ceci peut

étre expliqué par ’existence d’ADN dégradé pour H1032 et la faible quantité pour la lignée 1816.

Sourdille et al., (2001) rapportent que ce locus XCFA2147 existe sur le chromosome 1A et 1B,
dont le motif répété est de (CATC)x4. En effet, ce locus existe aussi sur I’un des chromosomes des
deux génomes de I’Aegilops geniculta (U ou M).

La présence de deux bandes signifie que la majorité des individus sont hétérozygotes, en
supposant que ’allele des Aegilops de taille 320 pb a été amplifié chez I’ensemble des lignées au

méme temps que le deuxieme alléle chez la variété cultivée OZ de tailles 300 pb.

Pour plus d’affinité il est préférable de refaire la migration sur gel d’acrylamide.
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2.5.Locus Xwmc50 (3A)

A partir de cet électrophorégramme on observe que chez le parent Aegilops geniculata, CT et les
hybrides H10, H1013, H1032, H1814, H1816 et H1818 la présence d’une bande commune de taille
100 pb alors que chez les individus Oued Zenati 368, blé tendre CS, H1022, H18, H1817 et H1822 il
n’y a aucune amplification. Cependant, les hybrides H10, H1013, H1814 et H1818 ont montré une
deuxiéme bande de 200 pb qui est absente chez les deux parents. Cette derniere peut étre donnée par le
parent OZ car on n’a pas pu obtenir une amplification pour ce génotype a cause d’erreur de

manipulation (Figurel5).

M CS Aeg 10 101310221032 18 18141816 1817 1818 1822 OZ CT

Figure 15 : Vérification de I’amplification du locus Xwmc50 sur gel
d’agarose a 2% chez les 14 génotypes étudiés

Il est a noter que le locus Xwmc50 existe sur les chromosomes 3A selon Somers and Isaac

(2004), il existe aussi sur I’'un des chromosomes des deux génomes de I’Aegilops geniculta U ou M.

Par I’absence d’information sur le parent cultivé OZ, on ne peut pas déduire I’origine exacte du

polymorphisme de ce locus chez les descendants.

2.6.Locus Xgwm169 (3A)

L’amplification de ce marqueur nous a permis de noter chez certains descendants (H1013,
H1032, H1816, H1817 et H1822) un profil électrophorétique commun. Deux bandes ont été enregistré
pour la variété cultivée OZ et le descendant H10. Par contre il n’y a pas d’amplification pour le parent
sauvage Aegilops geniculata et les hybrides H1022, H18, H1814 et H1818, et la variéte CT du blé

tendre. Alors que la variété témoin CS a présenté une bande (Figurel6).
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M CS Aeg 10 10131022 103218 1814 1816 1817 1818 1822 0Z CT

Figure 16 : Vérification de I’amplification du locus Xgwm169 sur gel
d’agarose a 1.5% chez les 14 génotypes étudiés

A partir de ce profil éléctrophorétique on a noté I’existence d’un polymorphisme entre les
lignées recombinantes. Ces dernieres présentent une bande de taille 100 pb par comparaison aves leurs
parents. Cependant, la variété OZ possede deux bandes de 90 pb et 110 pb, alors qu’Ae. geniculata a

marqué une absence d’amplification.

Ce marqueur gwm169 est attribué au bras long du chromosome 3A selon Somers et al., (2004).

En effet, la présence d’une seule bande chez la plupart des individus indique que le donneur de cet
allele est le parent cultivé OZ, a ’exception du descendant H10 qui a montré le méme profil que le

parent cultivé.
2.7.Locus Xwmc322 (3A / 3B)

Les résultats d’électrophorégramme des amplifiats de ce marqueur wmc322 ont permit de
déceler I’existence de polymorphisme entre les 10 lignées ainsi que leurs parents. Bien que le parent
sauvage Aegilops geniculata n’a aucune amplification pour ce marqueur. La méme bande a été

enregistrée chez les deux variétés témoins Chinese spring et Courtot (Figure 17).
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M CS Aeg 10 101310221032 18 18141816 1817 18181822 OZ CT

Figure 17: Vérification de 1I’amplification du locus Xwmc322 sur gel
d’agarose a 2% chez les 14 génotypes étudiés

En faite, on a remarqué que pour certains génotypes, tels les hybrides H1022, H18, H1814 et
H1818 ont n’a pas d’amplification du tout et ceci peut étre di a la qualité des amorces utilisées. Pour le
reste des individus deux génotypes H1013 et H1817 ont présenté une amplification de trois bandes de
tailles différentes 95 pb, 200 pb et 300 pb, ainsi les lignées H10, H1032 et H1816 ont montré deux
bandes de tailles distinctes 100 pb et 300 pb. Pour les variétés témoins CT et CS on a enregistré une
seule bande de 100 pb.

L’absence d’amplification chez les parents nous ne permet pas de déceler sur 'origine du

polymorphisme qui existe chez H1013, H1032, H1816 et H1817.
Somers and Isaac (2004), ont signalé que ce marqueur est porté par les chromosomes 3A et 3B.
2.8. Locus Xgwma30 (3A)

A partir de ce profil électrophorétique on observe qu’il n’y a aucune amplification chez
I’ensemble des génotypes et ¢a peut étre di a la perte d’activité des amorces utilisées lors de

I’amplification de ce marqueur (Figure 18).
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M CS CT Aeg 101013 1022 1032 18 1814 1816 1817 1818 1822 0Z M

Figure 18 : Vérification de I’amplification du locus Xgwm30 sur gel
d’agarose a 1.5% chez les 14 génotypes étudies

Une amplification non spécifique a été enregistrée chez quelques génotypes. Mais elle est de

taille trés élevée et qui se trouve loin de I’intervalle d’amplification de notre marqueur.

Ce locus a été répertorié sur le bras long du chromosome 3A dont les motifs répétés sont
(AT)x19 (GT)x15. Roder et al., 1998, Somers et al., (2004) et (Marion et al., 1998).

2.9.Locus Xwms124 (1B)

A partir de ce gel (Figure 19), on note qu’il ya une amplification spécifiqgue chez I’ensemble de
lignée. Alors que chez les hybrides on a enregistré deux bandes de tailles variables ainsi que chez H18
trois bandes ont été enregistrées. Chez le parent sauvage Aegilops geniculata on a noté la présence de
deux bandes distinctes. Alors qu’on a marqué aussi une amplification positive d’une seule bande chez

le parent cultivé Oued Zenati 368.
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M CT CS Aeg 101013 1022 1032 18,1814 1816 1817 18181822 0Z M

Figure 19 : Vérification de I’amplification du locus Xwms124 sur gel
d’agarose a 1.5% chez les 14 génotypes étudiés

Les hybrides H18, H1817 et H1022 ont présente 2 bandes de tailles 200 pb et 650 pb ces deux
bandes sont enregistré chez le parent sauvage Aegilops geniculata alors que le parent cultivé Oued
Zenati 368 n’a présenté qu’une seule bande spécifique de taille 200 pb. Par comparaissent avec les
deux variétes témoins de blé tendre on a enregistré la présence de trois bandes de tailles différentes de
200 pb, 350 et 650 pb pour Courtot et 220 pb 350 et 650 pb pour Chinese spring.

Cependant, chez ’ensemble des hybrides on a enregistré qu’il ya une amplification d’une seule
bande spécifique au locus et de taille de 200 pb c’est la méme bande qui est enregistrée chez les deux

parents.

Roder et al., 1998 in : Anonyme 2017ont montré que ce marqueur est porté par le bras long du
chromosome 1B dont le motif répété est (CT)x27(GT)x18. En effet, ce locus existe sur I’un des

chromosomes des deux génomes de I’Aegilops geniculta U ou M.

Ainsi, I’obtention d’une seule bande pour I’ensemble des descendants ne nous permis pas de
déceler sur I’état des génotypes des hybrides. Alors que I’amplification des deux autres bandes non

spécifiques, pour certaines lignées, nous ont permit de dire que ces derniers sont hétérozygotes.
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2.10.  Locus Xbarc81 (1B)

A partir de ce profil électrophoritique on a enregistré ’amplification d’une bande commune de
taille 200 pb chez I’ensemble des lignées et le parent OZ, ainsi que les deux variétés témoins CS et CT,
a I’exception de I’hybride H1032 qui n’a pas montré cette bande par contre il a une amplification d’une

autre bande pareille a celle du parent Aegilops geniculata de taille 95 pb (Figure 20).

:':m - i —
N Ag 10 1022 1032 18 1814 1816 1817 18181822 0OzZ CT

Figure 20: Vérification de 1I’amplification du locus Xbarc81 sur gel
d’agarose a 2% chez les 14 genotypes étudiés

On ne peut pas décider sur 1’état d’hétérozygotie des descendants car les deux parents partagent
le méme alléle. Ainsi I’origine de la bande amplifiée chez I’hybride H1032 est le parent sauvage
Aegilops geniculata.

Ce marqueur figure sur le bras court du chromosome 1B dont le motif répété est (ATG)x8+2
(Annama’ria Schneider et al, 2010)

En effet, ’amplification positive d’une bande chez Aegilops geniculta nous indique que ce locus

existe aussi sur I’un des chromosomes des deux génomes U ou M.
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2.11.  Locus Xbarc8 (1B)

Le profil éléctrophorétique de ce marqueur nous a permis de déceler un polymorphisme
remarquable chez les parents et leurs descendants. Trois bandes ont été enregistré chez les hybrides
(H18, H1814, H1022, H1013, H10, H1032 et H1022) a I’exception de H1816, H1817 et H1818 une
seule bande de taille 230pb a été observée. Le parent cultivé OZ a montré deux bandes (250 et 650 pb)
dont celle de taille 250 pb est aussi présente chez le parent sauvage Aegilops geniculata (Figure 21).

M “CS Ag 10 1013 1022 103218 1814 1816 1817 1818 EZZ 0oz CT

Figure 21 : Vérification de I’amplification du locus Xbarc8 sur gel
d’agarose a 2% chez les 14 genotypes étudiés

L’ensemble des lignées ont montré une bande de 230 pb différente de leurs parents et des deux
variétés témoins de blé tendre et ceci peut étre di a une mutation (par délétion) pour ce locus. Cette

bande est absente chez I’hybride H1013. Ainsi Aegilops geniculata a une seule bande de taille 250 pb.

Ce locus a été cartographié sur les chromosomeslB dont le motif répété est (TTA)x15+11
(Somers et al., 2004).

L’amplification positive chez Aegilops geniculata nous informe sur la présence d’un locus sur

I'un des chromosomes des génomes U ou M.

En peut conclure que la majorité des descendants sont hétérozygote pour ce marqueur, puisque

ils partagent les deux alleles de leurs parents.
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2.12.  Locus Xwmc493 (3B)

A partir de ce profil électrophoritique on a enregistré chez ’ensemble des lignées et le parent
cultivée OZ une amplification spécifique d’une seule bande commune de taille 150 pb a I’exception de
I’hybride H1816 aucune amplification n’a été attribué. Alors que chez le parent sauvage Aegilops
geniculata on a noté I’apparition d’une bande de taille 210 pb comparable a celles obtenues chez les
deux variétes témoins de blé tendre CT et CS (Figure22).

M CS Aeg 10 101310221032 18 1814 18161817 1818 18220Z CT

Figure 22 : Vérification de I’amplification du locus Xwmc493 sur gel
d’agarose a 1.5% chez les 14 génotypes étudiés

Exceptionnellement, chez I’hybride H1816 aucune amplification n’est enregistrée. Ceci peut étre

expliqué par la faible concentration d’ADN qu’il a présenté apres I’extraction.

Ce locus a été répertorié sur le bras courts de chromosome 3B (Lowe et al., 2011) et (Marion et
al., 1998). En effet, I’lamplification d’une seule bande chez toutes les lignées nous indique que les

descendants sont homozygotes et ils ont hérité cet alléle de la variété OZ.
2.13.  Locus Xwmc307 (3B)

Il est & noter que pour ce marqueur aucune amplification n’est observée chez ’ensemble des
individus a D’exception de I’hybride H1013 qui a montré une seule bande de taille 100 pb.

Probablement il peut étre di a une amplification non spécifique (Figure 23).
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CS Aeg 10 101310221032 18 1814 1816 1817 1818 1822 0Z CT

Figure 23: Vérification de I’amplification du locus Xwmc307 sur gel
d’agarose a 2% chez les 14 genotypes étudiés

Pour plus d’information sur ce marqueur, il est recommandé de refaire la PCR en changeant les
conditions dans les quelles la PCR s’est déroulé, or Somers and Isaac P (2004) ont rapporté que ce

locus existe sur le chromosome 3B.

2.14.  Locus Xwmc419 (1B / 6B)
A partir de ce profil électrophoritique on a enregistré ’amplification d’une bande commune de
taille 170 pb chez ’ensemble des lignées et le parent OZ, ainsi que les deux variétés témoins CS et CT.
Chez les hybrides H10, H1013, H1022, H18, H1818 et H1822 ont n’a pas enregistré de bandes

car I'ADN de ces échantillons a été diffusé lors des dép6ts (Figure 24).

cs, CT 1010131022 1032 181814 1816 1817 1818 182207 M

Figure 24 : Vérification de I’amplification du locus Xwmc419 sur gel
d’agarose a 2% chez les 14 génotypes étudiés
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On ne peut pas décider sur I'origine de la bande amplifiée par manque d’information sur le

parent sauvage Aegilops geniculata.

Ce marqueur figure sur les chromosomes 1B et 6B (Somers DJ et al., (2004) et (Marion et al.,
1998).

2.15.  Locus Xwmc105 (6B)
L’amplification de ce locus a montré une seule bande commune de 200 pb chez les individus CS,

H10, H1032 et H1816, par contre chez le reste des individus aucune amplification n’a été enregistré

(Figure 25).

CS Aeg 10 101310221032 18 181418161817 18181822 OZ CT M

Figure 25 : Vérification de I’amplification du locus Xwmc2105 sur gel
d’agarose a 2% chez les 14 géenotypes étudiés

L’absence d’amplification chez la plupart des génotypes nous n’indique pas I’absence de ce
marqueur chez eux, elle peut étre due a la qualité ou la quantité d’ADN utilisé lors de la révélation de
ce marqueur, ou le programme de la PCR qui n’est pas bien adapté avec le couple d’amorces de ce

marqueur. Ce qui nous oblige de le refaire pour mieux valoriser ce résultat.

Ce locus est porteé sur le bras court du chromosome 6B (Ellis et al., (2002)).
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3. Classification Ascendante Hiérarchique (CAH)

La classification CAH permette le regroupement des objets ou autres dans des groupes
homogenes, sur la base de leur similarité. Cette méthode statistique permet d’effectuer des typologies

empiriques. En effet, la procédure s’effectue en utilisant une mesure de la distance Euclidienne.

Nos résultats indiquent 1’obtention de deux grands groupes de génotypes. Les deux groupes
(G1 et G2) se distinguent par I’ensemble des marqueurs amplifiés chez les génotypes étudiés. La

présentation des groupes en fonction des variables est illustrée en figure 26.
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Figure 26 : Dendrogramme des marqueurs SSR basé sur la distance Euclidienne

des 14 génotypes etudiés.

Le dendrogramme est construit sur la base des distances génétiques ou des bandes des profils
électrophorétiques obtenus pour les marqueurs SSR étudiés. Les liens hiérarchiques apparaissent sur
le dendrogramme présenté ci-dessus montrent que le groupe G1 s’est dégagé avec un seul génotype
qui est I’hybride H1013 ainsi que le groupe G2 réuni le reste des 13 génotypes restants avec les

témoins du blé tendre CS et CT pour une distance de 4,24.
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En se basant sur la classification des groupes de génotypes par cluster (ou sous classes) qui est
fondee sur les similarités génétiques pour les 15 marqueurs SSR étudiés et la distance Euclidienne
minimale (de 2,66) entre les 13 génotypes du groupe 2. Les génotypes sont regroupés similairement en
huit sous classes (ou clusters) selon la hauteur des branches qui nous indique sur leur niveau de

proximité.

En effet, avec la distance Euclidienne, il est plus aisé de repérer a quel moment une variété ou
un groupe de variétés est regroupé avec une autre variété ou groupe de variété au niveau d'un nouveau
nceud dans le dendrogramme. Ainsi, le nombre de clusters est défini par une coupure tracée (en

pointillés) pour séparer les différents niveaux d’agrégation.

- Le premier cluster est présenté par le parent sauvage Aegilops geniculata Roth.

- La deuxieme sous classe inclut I’hybride HI1816, qui est caractéris€ par [’absence
d’amplification pour certains marqueurs SSR.

- Le troisieme cluster enferme les hybrides H10, H1032 ainsi que le témoin Courtot du blé
tendre, qui sont trés proches du quatriéme cluster selon la hauteur de la branche ou le neeud.

- La quatrieme sous classe regroupe les deux variétés ; Oued Zenati 368 du blé dur et Chinese
spring du blé tendre. Cela peut étre di aux différents alléles similaires entre les deux.

- Le cinquieme cluster comprend les deux hybrides H1814 et H1818.

- Lasixiéme sous classe est présentée par le seul hybride H1817.

- Le septiéme cluster enferme un seul hybride H1022.

- Enfin, les hybrides H18 et H1822 se sont degagés seuls en huitiéme et dernier cluster.

En fait, selon le classement hiérarchique du dendrogramme, les hybrides ont hérité plus de
caractéres ou d’alléles du parent cultivé (variété Oued Zenati 368) que I’espéce sauvage Aegilops

géniculata Roth.

Il est a signaler que pour I’ensemble des lignées recombinantes les marqueurs SSR ciblés sur
les chromosomes 1A, 1B, 3A et 3B sont polymorphes, sur un nombre total de 51 amplifiats, 35 sont

polymorphes.

Dans notre étude, nous avons remarqué que les variétés du blé tendre Cs et CT se trouvent a
I’intérieur du deuxiéme grand groupe avec une similarité élevée au parent Oued Zenati 368. La plupart

des marqueurs SSR utilisés semblent spécifiques a ces variétés.
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L’étude du polymorphisme génétique par I’utilisation des microsatellites pour 1’étalonnage d’une
population de lignées recombinantes dont le but est d’évaluer la variabilité génétique qui existe chez
cette population en comparaison avec leurs parents, cultivé et sauvage, a permis de mettre au point une
technique d’extraction d’un ADN de bonne qualité a partir des feuilles et aussi d’optimiser la
technique PCR. L’utilisation des Microsatellites (ou SSR) cartographiés a pour objectif de déterminer

le polymorphisme génétique qui existe chez I’ensemble d’individus étudiés.

Au terme de cette étude on a pu mettre en évidence un polymorphisme génétique entre les
différents génotypes étudiés. On a conclu que les microsatellites sont apparus polymorphes.

Par conséquent, on a pu constater que les hybrides qui ont présenté deux bandes sont
hétérozygotes pour les loci (XGWM497, XWMS124, XBARC8, XCFA2147). Ainsi la présence d’une
seule bande signifie que les individus sont homozygotes pour les loci (XWMC24, XGWM413,
XWMC493).

Ce travail nous a permis de retenir que les loci qui on été amplifié chez les deux parents sont
(XGWM497, XCFA2147, XWMS124, XBARCS) alors qu’ils sont porté par les chromosomes (1A,
3A, 1B et 1B) respectivement.

Néanmoins, les loci (XWMC24, XGWM413, XWMC419, XGWM169, XBARC81, XBARCS,
XWMCA493) se sont attribués aux bleés seulement. Ainsi, les loci (XWMC50, XWMC24, XWMC322,
XWMC493, XBARC81, XBARCS) sont enregistrés aussi chez le parent sauvage Ae. geniculata et ses

descendants. Ils sont attribués a 1’un des chromosomes des génomes D, U et M pour ces marqueurs.

On peut considérer que I’absence d’amplification pour les loci (XGWM30, XWMC307,
XWMC105) est due aux erreurs de manipulations, surtout pour la quantité d’ADN qui est un facteur

limitant pour le bon déroulement de la PCR.

En effet, les hybrides ont hérité plus de caractéres ou d’alléles du parent cultivé (variété Oued

Zenati 368) que I’espéce sauvage Aegilops géniculata Roth.

Il est a signaler que les SSR ciblés sur les chromosomes 1A, 1B, 3A et 3B sont polymorphes,

sur un nombre total de 51 amplifiats, 35 sont polymorphes.

Dans cette étude, on a pu conclure que la plupart des marqueurs SSR utilisés sont spécifiques
aux variétés du blé tendre Cs et CT, elles présentent une grande similarité avec la variété Oued Zenati
368.
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Perspectives :

- Il est préférable de reprendre ’amplification de certains marqueurs et d’effectuer un criblage

profond de la descendance du croisement interspécifique.

- L’¢lectrophorese sur gel d’acrylamide, pour les marqueurs polymorphes, peut nous permettre

de repérer beaucoup de loci pour les marqueurs étudiés.

- Introduire d’autres marqueurs moléculaires spécifiques qui pourraient étre liés a 1’adaptation,

au rendement et a la qualité.

- Il faut passer directement au séquencage pour mettre en évidence le polymorphisme qui existe

entre les genotypes étudiés.

Enfin, pour pouvoir mettre en évidence un polymorphisme quelconque chez le Triticum, ou
d’autres espeéces, il serait préférable d’augmenter le nombre de microsatellites ainsi que ’effectif des

échantillons étudiés.
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Annexe 01 : Mode opératoire de la méthode CTAB

Préparation solution et tampon

a) Tampon CTAB 2X

Concentration finale |PM (g/mol) | 1 litre 200ml 100ml
CTAB 2% (PIV) 364.45 20g 4g 29
Tris de base 100mM 121.14 12.11g 2.42¢9 1.21g
Na2EDTA 20mM 372.24 7.44g 1.49g 0.759
NacCl 1.4M 58.44 81.8¢ 16.369 8.18¢g
PVP 40 1% (P/V) 10g 29 19
H20 up Qsp 1 litre | Qsp 200ml | Qsp 100ml

e Commencer par dissoudre le CTAB a la chaleur (50°C) dans 800ml d’eau up, puis
ajouter dans I’ordre les autres produits.

e Ajuster le pH a 8.0 avec ’THCL 1M.

e Compléter le volume a1 litre.

e Stériliser 15-20 minutes a ’autoclave a 120°C.

e Stocker a température ambiante.

a) Chloroforme /Alcool isoamylique (24 :1)

e Pour25ml : Ajouter 24ml Chloroforme +1ml Alcool isoamylique.
e Pour 100ml : Ajouter 69ml Chloroforme + 4ml Alcool isoamylique

Conserver a température ambiante.

a) _Solution lavage 1

Concentration finale | PM (g/mol) | 1 litre | 100ml | 50mlI

Acétate 200 mM 82.03 16.46g | 1.6 | 0.8g
d’ammonium
H2o istillée 240ml | 24ml | 12ml

Dissoudre I’acétate de sodium avant d’ajouter I’éthanol

Ethanol 100% 76% 760ml | 76ml | 38ml
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b) Solution lavage 2

Concentration finale | PM (g/mol) | 1 litre | 100ml | 50ml

Acétate 10 mM 77.08 0.8g | 0.08g | 0.04g
d’ammonium
H2o istillée 240ml | 24ml| 12ml

Dissoudre I’acétate de sodium avant d’ajouter I’éthanol

Ethanol 100% 76% 760ml | 76ml | 38ml

Utilisez de I’éthanol 100% et non pas de 96%.

¢)TE 1X (pH 8)
Constatation finalePM (g/mol)| 1 litre 500ml 100ml
Tris de base 10 mM 121.14 | 1.21g 0.69 0.12¢
Na2 1mM 372.24 | 0.38¢ 0.199g 0.04g
EDTA
H20 up Qspl Qsp Qsp
litre 500ml 100ml

e Ajouter de I’'H20 up jusqu’a 90% du volume.
e Ajuster le PH a 8.0 avec ’'HCL fumant.

e Compléter le volume.

e Stériliser 15-20 minutes a ’autoclave a 120°C.

e Stocker a température ambiante.

d)TE 0.1X (pH 8)

Concentration finale | 1 litre 500ml 100ml
TE 1X 0.1X 100ml 50ml 10ml
H20 up Qsp 1 litre | Qsp 500ml | Qsp 100ml

e Ajouter de ’'H20 up jusqu’a 90% du volume.
e Vérifier que le pH de la solution est a 0.8
e Compléter le volume.

e Stériliser 15-20 minutes a ’autoclave a 120°C.




Annexes

2017

e Stocker a température ambiante.

Annexe 02 : Composition de Mix 2x

Réactifs du Mix 2X Quantité
Tampon 2X 2ul
DNtp 2ul
MgCI2 3.5ul
Taq 0.25ul
Solution S 1ul
H20 1.25ul

Annexe 03 : Préparation des gels d’Agarose.

Gel d’Agarose a 1 %

» 159 Agar
» 100 ml TBE
» 2ul BET (Pour favoriser la révélation)

Gel d’Agarose a 2 %

» 7.59 Agar
» 300 ml TBE
» 6ul BET (Pour favoriser la révélation)

Annexe 04 : Voltage et Ampérage des gels.
= Réglage pour gel 1

e Voltage = 135V
e Ampérage = 153mA (a 12h15)
e Ampérage = 177mA (a 14h38)

= Réglage pour gel 2

e \oltage = 135V
e Ampérage = 150mA (a 16h15)
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Annexe 05 : Les dilutions d’ADN

Les dilutions d’ADN sont faites selon ce tableau :

Cl1L.V1=C2.V2 V1=

Tableau : Quantités des ADN extraits et dilutions effectuées des génotypes étudiés.

VF = 50ul

C2.V2 50 x50
c1

H20 = 50— 2.03 =47.29

= 2.03

Variétés Concentration d’Acide | Quantité d’ADN a H20
Nucléique (ng/ul) diluer (100 ng/ul) | gsp 50ul
g@i?c'l'ﬁg:a 1232,9 2,03 47,97
Oued Zenati 2408,5 1,04 48,96
iz'r:]rf;e 551,1 4,54 45,46
Courtot 1763,2 1,42 48,58
H 10 2116,5 1,18 48,82
H 1013 407,4 6,14 43,86
H 1022 1059,1 2,36 47,64
H 1032 23127 1,08 48,92
H 18 1078,5 2,32 47,68
H 1814 1622,9 1,54 48,46
H 1816 91,4 27,35 22,65
H 1817 1800,9 1,39 48,61
H 1818 907,2 2,76 47,24
H 1822 350,2 7,14 42,86
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Solis BioDyne
%o mopt®™  Data Sheet

FIREPol® DNA Polymerase

Ccat Mo. Pack Size (=70
01-01-00005 100 U SAMPLE |5 uda
01-01-00500 500 U 5 Ui
01-01-01000 1000 U 5 Ui
01-01-02000 2000 U 5 Ui

For in witro use only

Description:

FIREFol® is a highly processive, thermostable DNA
polymerase. Due to its genetic modifications FIREPoI® has
an enhanced stabdity at room temperature with no activity
loss for up to 1 month. The enzyme has 53
polymernzation-dependeant exonucleass replacement
activity but lacks 3 — 5 exonucleass activity.

Source:

Purified from an E.coll strain that camies an overproducing
plasmid containing a modified gene of Thermus aguaticus
DMA Polymerase.

Applications:
=  Suited for a wide range of PCR assays
=  TA cloning

Reagents Provided:

« FIREPo!® DNA Polymerase

« 10 x Reaction buffer B (Mg™" free)
0.8 M Tris-HGI, 0.2 M (NH 2504, 0.2% wi Tween-20

+ 10 x Reaction buffer BD (Mg and detzrgent free)
0.8 M Tris-HGI, 0.2 M (NH 2504

= 23 mM MgCls

= 10 x Solution 5
Additive thaf facilfafes amphfication of difffow!
templates fe.g. GC-rich DNA templsfes). This solution
showld be wsed at a defined working concenitration
{1x, 2¢ or 3x solution).
Solution § is NOT a reacrion buffer and should be
used DMLY IF non-specific amplifications cccur.

Concentration:
5 Uil

Unit definition:

Omne unit is defined as the amount of enzyme required to
catalyze the incorporation of 10 nmel of dNTPs into an
acid-insoluble form in 30 minutes at 74°C.

Storage and Dilution buffer:
0% ghlycerol {wiw), 20 mM Trs-HCI pH 8.7 at 25°C.
100 mM KCIL 0.1 mM EDTA and stabilizers.

Annexe 06 : Les fiches techniques des réactifs de PCR et des marqueurs utilisés

A

s

e
¥ 4

Quality control:

The enzyme is free of nicking and priming activities,
exonuclEases and non-specific endonucleases.
SDS/PAGE - 95 kD band, =83% pure. Activity and stability
tested via thenﬂo—n!c:ling. Thie error rate per nuclectide per
cycle is ~ 2.5 x 107, the accuracy is ~ 4 x 10*. Estimated
half life at 95°C s 1.5 hours.

Shipping and Storage conditions:

Routine storage: -20°C

Shipping and temporary storage for up to 1 month at reom
temperature has no detimental effects on the quality of
FIREFol® DNA Polymerase.

Recommended PCR reaction mix:

Fe

— T
-1'"1_—,(._'* T p

Componant Voluma Final comc.
FIREPol” DMA Polymerase 010 0.02-0.05 Uil
5 Uiply inikels 12-5 )
10 x Bulfer 8 or ED 10 ul 1%

25 mM MgCls &-10 i 1.5-2.5 mM
20 mM aNTP mix 14l 200 M
Primer Forward

{10 pmolipn) 1-3 i 0.1-0.3 pM
Primer Reverse

{10 pmelipl) 1-3 i O.1-0.3 pM
D'NA template 5-20 i 5-100 nigd
10 x Solution S

WOt for sTandard PCR 0,10, 20 or 30 | 1, 2x or 3x
H.O PCR grace Up i 100 i

Total 100 pi

Recommended PCR cycles:

Cycle stap Temp. Time Cyciea
Inltial denaturation | 35°C 3-5 min 1
Denaturation a5*C 3060 &

Annealing S0-E3C 3050 & 26-33
Elongation Tz'c 1-2 min

Final elongation TZ*C S-10 min 1

IMPORTANT: Annealing temperature should be 2-8°C
lewer tham the primer melting temperature. Elongation time
should be ~1 min'1 kb.

Safety warnings and precautions:

This product and its components should be handled only
by persons trained in laboratory techniques. it is advisable
to wear suitable protective clothing, such as laboratory
oweralls, gloves and safety glasses. Care should be taken
to awoid contact with skin or eyes. In case of contact with
skin or eyes, wash immediately with water.

Some applications this product is used in may reguire a
license which is noi provided by the purchase of this
product. Users showld obiain the lcense if required.

Solis BroDyne
Riim 163a. 51014 Tartw, Estonda, tel: +372 740 9960, fa: <372 740 2077, e-mail: solis@chd.e=, wwow. shd ee
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thermo

scientific

PRODUCT INFORMATION

Thermo Scientific
O’'GeneRuler 1 kb DNA Ladder,

ready-to-use

Pulo. No. MANDODI3023
Rew. Dabte 30 Movembker 2016 (Rew. B.00)

Lot: Expiry Date: _

Components. H#3M1163

O"'GeneRuler™ 1 kb DMWA,
Ladder, ready-to-usea,
0.1 pgful

250 (5 * 50) ug
{for 500 applications)

6X Orange DMA Loading Dye 2x1mL

Store: at room temperature or at 4%C for periods
up to 6 months. For longer periods store at -20°C_

werw_thermofisher com
For Research WUse Only. Not for use in diagnosic procsdures.

Protocol for Loading

Step1:  Mix gently

Step2: Load 1 pL per 1 mm gel lane
Recommendations

» Do not heat before loading.

« Dilute your DNA sample with the 6X Orange DNA
Loading Dye (#R0631, supplied with the ladder): mix
1 volume of the dye solution with 3 volumes of the DNA
sample;

+ Load the same volumes of the DNA sample and the DNA
[adder;

« For quantification, adjust the concentration of the sample
to equalize it approximately with the amount of DNA in the
nearest band of the ladder.

» For DNA band visualization with SYBR™ Green and
other intercalating dyes, do not add the dyes info the
sample, use gel staining after electrophoresis or include
dyes into agarose gel to avoid aberrant DNA migration.

« Important note: For DNA bands visualization with
GelRed™ use gel staining after electrophoresis to avoid
aberrant DMA migration.

Description
Thermo Scientific™ O'GeneRulker™ 1 kb DMNA Ladder,
ready-to-use, is designed for sizing and approximate
quaniification of wide range double-stranded DiNA
fragments on agarose gel. The ladder is composed of
fourteen chromatography-purified individual DMA (in base
pairs): 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000,
2500, 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250. It contains three
reference bands (6000, 3000 and 1000 bp) for easy
orientation.
The ladder is ready o use — it is premiced with
6X Orange DMNA Loading Dye for direct loading on gel.

Storage and Loading Buffer
10 mM Tris-HCI (pH 7.6), 10 mM EDTA, 0.025% orange G,
0.005% xylene cyanol FF and 10% glycerol.

62 Orange DNA Loading Dye
10 mM Tris-HCI (pH 7.8), 0.15% orange G, 0.03% xylens
cyanol FF, 60% ghycerol and 60 mM EDTA.

CERTIFICATE OF ANALYSIS
Well-defined bands are formed during agarocse gel

electrophoresis.
The absence of nudeases is confirmed by a direct

nuclease activity assay.
Quality authorized by: < Jurgita Zilinskiene

Aev:a m
a3

O'GeneRuler 1 kb DNA Ladder, ready-to-use

bp ng/0.5pg %

10000 30 6
B0 30 6
6000 70 14
5000 30 6
4000 30 L
B0 0 6
000 70 14
2000 #5 h
U000 #5
—1h00 25 b
eed — 1000 60 12
7% 5
—600 25
—250 25§

1% agamse

0.5 ugAame, 8 em langth gal,
15 [ak, Flom, 45 min
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LIMITED USE LABEL LICENEE: Int=rnal Reaasanch and Developmeant Uae Cmby.
The purchass of this produc! conveys to the buyer the imited, non-exclusive, non-
irarsferable night fwithaut e ngil i resell, Epaciage, oF furiher sublicense] 1o uss
this product for intemial researth and devaicpment pupoeses. Mo other licerse is
gramied 1o the biryer whether expressly, by implicafion, by esioppel or oheraiss. In
paricular, the purchase of e product does not include or camy any fghi or license io
use, deveinp, or stherwise exploit this product commmercially and no nghis are
conmveyed o e Duyer 1o uss the product of cComponsnts of T product for purposes
imcluding but not lmited b peovision of senices 10 @ Tind party, generation of
commercial databases or clinical diagnostics. This producd is sokd pursuant o
authorization from Thermna Fisher Soentific and Themma Fisher Scientdic resepses al
gther rights. For information on punchasing & licerse for uses other than infesnal
research and development purposes, piease contad] oulicensingi@isetschucom of
Cuyl Licensing, Lis: Tedmoigies Inc., 5781 Wan Allen Way, Carshad, Calisomia
O3M0E.

ERODUCT WESE LIMITATION

This product is developed, designed and sold exdusiiely for msearch purposes and'
N WD use ondy. The product was not iesisd for use in disgnosiics or for drug
deyelopment, nor S it suitable sor adminisiration o omans or animals.

Please refer o wiss thesmofisher oo Sor Motesial Safety Data Shest of he produch

8 26 Tharma Fisher Scienic Inc. All nghts reserved. All Tadsrans ane the property
of Thiermio Fisher Sdentiic inc. and s subsidanes.
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~ Slomatik
Y Bm Am{ Te (519) 483-7185, (300) B36-8088
Fi.-"' Fa: (519) 2310140, (877) 221-3515
Emalk: Infoalomatik. com
hitp:hwww.blamatlk. com

Product Information

Version 0.2, Rewison 2015-07-21

50bp DNA Ladder, Quantitative, Ready to Use

Code-Size: M7507-100 Loads (500ul), M7507-5x100 Loads (5x500ul)
Confents: § DNA Fragments (bp): 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, and 500
Concentration; 30mg5pl

Band Concentration: 250bp Band: 100ng/5pl; Other Bands: 40ng/5pl

" 50bp Tadder| Deription o o

Sibp DNA Ladder (Quantitative) 15 ideal for determining the size of double-sTanded DHA
from 50 to 500 base pairs. The ladder consists of & linear double-sranded DNA frapments,
chromatograply-purified. The misnsity of the 250bp hss been increased to semve as &
refarence for easy idenifcation. All fagments are precisely quantifed and mixed during the
production. For 5pl loading, all Tagments except 250bp are at 40nz. The 250bp Tagment 1s at
1{ng. This ladder is pre-mixed with loading dye and is ready fo use.

Recommended Loading: 5plTane.
Add 5pl ladder directly to each well. You mey need more or less than 5pl of laddar,
dependmg on well size and level of ntensity needed to visualize the bands.

Eecommended Electrophoresiz Condition:
julLame 8 cm 3 % Agarose Gel, 0.5+TBE, $Viom 1h

Storage: | year at room temperanre; for long term storage, please keep at -20°C.

Important Notes:

Dio not heat before loading,

For quantification, adjust the concentration of the sample to equalize.
Visualize DMA by staining with ethidivm bromide or with 5YBE Green 1.

FITIEIL

Epifane Bemge This material is for labaratory research purpose and ‘or in vitre use only and is not to be used

-

0.5<TBE. TUlen. 45 1n lmmans or anmals.




Année universitaire - 2016/2017 Présenté par : BOULAHROUF Sara
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UTILISATION DE MARQUEURS MOLECULAIRES LIES AUX GENES CIBLES:
UNE NOUVELLE APPROCHE POUR AMELIORER LES STRATEGIES DE
SELECTION DU BLE DUR ( TRITICUM DURUM DESF.)

Mémoire de fin de cycle pour I’obtention du diplome de Master en biologie et génomique
vegétale

Les marqueurs moléculaires directement issus du polymorphisme existant au niveau de I’ADN, sont
désormais utilisés fréquemment pour I’analyse des ressources génétiques et dans les programmes
d’amélioration des plantes. Parmi les marqueurs moléculaires, les microsatellites ou SSRs sont réputés
étre les plus performants pour des analyses de diversité dans de vastes collections de blé.

L’objectif de Cette étude est basé sur la recherche de variabilité génétique au sein de 10 lignées
recombinantes issues de croisement interspécifique Triticum durum Desf. (Var. Oued Zenati 368)
xAegilops geniculata Roth., en utilisant des marqueurs moléculaires de type SSR (Simple Sequence
Repeat) ou microsatellites, 1’ensemble est ainsi comparé avec deux variétés de blé tendre (Chinese
spring et Courtot) trés utilisées en cartographie du génome de blé. Ce travail a été réalisé au laboratoire
de Genétique, Biochimie et Biotechnologie Végétale, université des Freres Mentouri Constantine. Au
cours de cette étude on a consacré la premiere partie a la recherche des amorces les plus polymorphes
et les bien réparties sur les chromosomes 1A, 1B, 3A, 3B, 6A et 6B du génome de blé et ceci a partir
de la base de données Graingene disponible sur Internet. A la deuxieme partie de cette étude on a testé
les 15 marqueurs SSR sélectionnés sur 14 individus. En effet, les hybrides ont hérité plus de caracteres
ou d’alléles du parent cultivé (variété Oued Zenati 368) que I’espéce sauvage Aegilops geniculata
Roth. 1l est a signaler que les SSR ciblés sur les chromosomes 1A, 1B, 3A, 3B, 6A et 6B sont
polymorphes car sur un nombre total de 51 amplifiats, 35 sont polymorphes. Ce large spectre de
polymorphisme peut étre exploité pour la recherche des QTLs et leur utilisation dans la sélection
assistée par marqueurs des blés cultives.

Mots clés : B¢, Aegilops geniculata, locus, microsatellites et polymorphisme.

Laboratoire de recherche : Génétique biochimie et Biotechnologie Végétale
Faculté des sciences de la nature et de la vie. Université Constantine 1.

Jury d’évaluation :

Président du jury :  Mme.BOUSBA Ratiba MCA. Université Fréres Mentouri Constantine
Rapporteur : Mr. KELLOU Kamel MAA. Université Fréres Mentouri Constantine
Examinateur : Mlle. MOUELLEF Adra MAA. Université Freres Mentouri Constantine

Date de soutenance : 19/06/2017




	a list of polymorphic markers with a clear and easily interpretable profile , this broad spectrum of polymorphism can be exploited for research of QTL and their use in marker assisted selection of cultivated wheat.

