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Résumé

Le blé est une céréale importante en terme de consommation humaine dans de nombreux pays
du monde. Il est cultivé principalement dans les pays du bassin Méditerranéen a climat arides
et semi-arides. Dans ces zones, le stress hydrique est I’un des facteurs limitant de la
productivité végétale et du rendement agricole. L’amélioration de la tolérance reste un
objectif de sélection prioritaire dans ces zones. Ce travail présent une recherche
bibliographique sur la mise au point des voies et outils de la génomique dans I'amélioration
de la tolérance, la génomique renforce et renouvelle les concepts et les démarches de
I’amélioration des plantes. L’utilisation des outils de la génomique tels que : les marqueurs
moléculaires, les puces a ADN, la transgéneése, le séquencage, etc... fournissent des données
utiles sur la variation de ’expression des génes, des profils d’expression des protéines et des
métabolites, en réponse a la contrainte hydrique.

Mots clé : Blé dur, stress hydrique, tolérance, génomique, amélioration, expression génique.



Abstract

Wheat is an important plant in terms of human consumption in many countries of the world. It
is grown mainly in Mediterranean countries with arid and semi-arid climate. In these areas,
water stress is one of the factors limiting plant productivity and crop yield. The Improved
tolerance remains a priority breeding goal in these areas. This work presents a review on the
development ways and tools of genomics in improving tolerance, genomics strengthens and
renews concepts and approaches to plant breeding. The use of genomics tools such as
molecular markers, DNA microarray, transgenesis, sequencing, etc ... provide useful data on
the change in gene expression, proteins and metabolites profiles expression in response to

water stress.

Key words: Durum wheat, water stress, tolerance, genomics, improvement, gene expression.
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Introduction

Les céréales constituent de loin la ressource alimentaire la plus importante au
monde a la fois pour la consommation humaine et pour 1’alimentation du bétail, le
secteur des céréales est d’une importance cruciale pour les disponibilités alimentaires
mondiales.

En Algérie la production des céréales, occupe environ 80% de la superficie
agricole utile (SAU) du pays, La superficie emblavée annuellement en céréales se situe
entre 3 et 3,5 million d’ha. Les superficies annuellement récoltées représentent 63% des
emblavures. Elle apparait donc comme une speculation dominante (Djermoun, 2009).

Parmi ces céréales le blé dur qui constitue la premiére ressource en alimentation
humaine et la principale source de protéines, il fournisse également une ressource
privilégiée pour I’alimentation animale. Le blé dur prend mondialement, la cinquiéme
place aprés le blé tendre, le riz, le mais et I’orge avec une production de plus de 30
millions de tonnes.

En Algérie le blé occupe une place primordiale dans le systéme agricole. Les
grains du blé dur servent principalement a la fabrication de semoule, matiére premiére
des pates alimentaires, des pains et des galettes (Feillet, 2000).

La production nationale est faible et ne permet de satisfaire qu’environ 35 % des
besoins d’une population de plus en plus croissante (Hervieu et al., 2006). Le pays
figure actuellement parmi les premiers importateurs mondiaux de blé dur en
s’accaparant de prés de 50 % du marché mondial (CIC, 2007), Cette faiblesse de la
production de blé en Algérie était toujours liée aux effets du climat, principalement la
sécheresse qui se fait ressentir de maniére tres importante depuis la derniere décennie.

Le stress hydrique, limitent sérieusement la croissance des plantes ainsi que la
productivité végétale (Wang et al., 2003). En effet, Chaque année, les surfaces perdues
a cause du stress hydrique varient autour de 20 millions d'ha dans le monde. En Algérie,
la situation est particulierement grave ou les rendements sont faibles (moins de 10
gx/ha) (Kara et Bellkhiri, 2011).
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d’analyser la plante en tant que Systeme, dans son Integralite et, en consequence,
contribuent a mieux comprendre la fonction biologique et les interactions des génes
exprimés dans certaines conditions de stress, comme le déficit hydrique. La génomique
couvre I’ensemble des techniques et des méthodes permettant 1’étude de la structure, du
fonctionnement et de 1’évolution des génomes. En outre elle fournit des renseignements
précieux pouvant contribuer a la découverte de nouveaux geénes qui permettront
d’accroitre le rendement agricole, de comprendre la variabilité génétique (Mardis,
2011).

A travers cette synthése bibliographigque, nous nous intéresserons a 1’importance
de la céréaliculture en Algérie et le monde qui fera I’objet d’un premier chapitre. Dans
le deuxieme chapitre nous nous intéresserons a I’effet de stress hydrique sur la plante
ainsi qu’aux différentes stratégies d’adaptations. Le troisieme chapitre représentera la
plante de blé dur et ainsi que son I’expression génique. Dans un dernier chapitre nous
détaillerons les connaissances actuelles sur les principales voies de la génomique
utilisées dans I’amélioration des plantes. Nous finirons ce travail par une conclusion
suivie par une liste des références bibliographiques.
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I-1- Intérét alimentaire des céréales

Cook et al., (1991), ont estimé que deux tiers de la population mondiale
dépendent du blé dur et du riz pour leur nourriture de base. Les avantages nutritionnels
des céréales sont évidents : nature complexe des glucides, source protéique intéressante,
apport de micronutriments indispensables, présence de fibres alimentaires végétales, etc
(Fredot, 2005 ; Leverve, 2007). Ces constituants se répartissent de maniére inégale au
sein des différentes fractions histologiques du grain (Feillet, 2000). Une grande partie
des composantes du grain ayant un intérét nutritionnel se retrouve dans les sons. Selon
Branlard et al., (2012), le son et le germe sont connus pour renfermer la majorité des
substances nutritionnelles ou bioactives telles que les fibres et les minéraux (notamment
Fe, Mg, Se, Zn, P), des antioxydants (notamment acides phénoliques, caroténoides), les
vitamines du groupe B et E (Tableau 01). La matiére seche de grain de blé est de 86 —
87 %. Le grain de blé ne constitue que 13,5 % d’eau (Fredot, 2005). Le blé est donc, un
aliment énergétique. D’apres Feillet, (2000), les protéines du blé ont une teneur élevée
en acide glutamique, elles sont riches en proline et leucine. L’amidon est le principal
polysaccharide de réserve de grain des céréales.

Le blé dur, dans le monde entier sert a produire de la semoule dont on fait toutes
sortes de pates (macaronis, spaghettis), des pains et des plats traditionnels. Dans le les
pays du Maghreb, c’est le blé dur qui a la préférence pour la fabrication du couscous.
En Algérie, il joue un rdle trés important dans le régime alimentaire de la population. La
galette et le couscous sont les principaux plats quotidiens confectionnés a partir de sa
semoule. D’autres plats sont préparés a partir du grain de blé dur : frik, pates, certains
produits de patisserie traditionnelle comme : rfis, temina, braje... (Kezih et al., 2014).
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Tableau0l1 : Composition nutritionnelle moyenne du grain entier de blé (en % de la
matiére seche MS) et composition en vitamines et en minéraux (en mg) (Fredot, 2005).

Composition nutritionnelle Pourcentage de MS (%)
Protéines 12
Lipides 2
Glucides 61
Composition en vitamine Poids (mg) pour 100g
Vitamine

Vitamine E 2.5
Vitamine B 1 0.41
Vitamine B2 0,1
Vitamine B3 4.7
Vitamine B6 0.5
Vitamine D 0
Minéraux

Calcium 35
Cuivre 0.6
Fer 5
Magnésium 140
Sodium 3
Potassium 435
phosphore 400
Zinc 4.1

I-2- Importance économique des céréales

La ceréaliculture constitue en Algérie la principale activité, notamment dans les
zones arides et semi arides (Cadi, 2005). Le blé dur occupe une place centrale dans
I'économie algérienne. 1l couvre 1,5 million d’ha sur les 3,0 million d’ha consacrés a la
céréaliculture (Mazouz, 2006). La production algérienne de blé dur et trés instable d'une
année a l'autre a cause des conditions climatique trés variables (irrégularités des pluies,
sécheresse...etc). La productivité nationale est assez faible de 8 a 10 gx/ha, ceci se
répercute sur l'offre et la demande.

Le blé est cultivé principalement dans les pays du bassin méditerranéen a climat
arides et semi-arides la ou 1’agriculture est dans la plus mauvaise passe. Ces régions se
caractérisent par I’augmentation de la température couplée a la baisse des précipitations,
en plus la désertification et la sécheresse (Abeledo et al., 2008).

On distingue deux types de blé importants sur le plan économique
- Le blé tendre, cultivé principalement dans les régions de hautes latitudes, a pour

débouché principale la production de farine panifiable
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- Le blé dur, essentiellement cultivé dans les zones chaudes et séches du globe, est une

céréale tres riche en gluten utilisée pour produire les semoules et les pates alimentaires.

I-3- Evolution des importations algérienne totales des céréales

L’ Algérie est un grand importateur de blé et se trouve dépendante du marché
international. Cette situation risque de se prolonger a plusieurs années, faute de
rendements insuffisants et des besoins de consommation sans cesse croissants devant
une forte évolution démographique. En effet, une production de 2.7 millions de tonnes
est tres insuffisante pour couvrir les besoins du marché national et alimenter les stocks
stratégiques pousse 1’Algérie a recourir systématiquement aux importations. L'algérien
est parmi les plus grands consommateurs de blé dans le monde avec une moyenne
annuelle de 231 kg/habitant/an.

Les importations de céréales évoluent selon I’importance de la production
nationale. De 1995 a 2005, le marché Algérien a absorbé, en moyenne annuelle,
4244903 tonnes de blés dont 70,44% de blé dur, soit 2990265 tonnes représentant une
valeur de 858 millions de dollars, dont 60,36% de blé dur, soit 578 millions (Chehat,
2007).

Selon les données du CIC, (2013), I’ Algérie a importé 545.000 t de blé dur a la
fin novembre 2012 contre 527.000 t au cours de la précédente campagne, soit une
hausse de plus de 3%. La cause de recul du rendement est la conséquence de la
sécheresse qui a frappé les pays. En 2013, les importations des céréales avaient totalisé
un montant de 3,16 milliards de dollars contre 3,18 milliards de dollars en 2012,

enregistrant un léger recul de I'ordre de 0,62%.

La facture globale de I'importation des céréales a atteint un montant de 1,65
milliard de dollars durant les cing premiers mois de 2015. En volume le blé a connu une
hausse sensible en volume et valeur. Pour le blé dur, la facture a atteint 435,98 millions
de dollars pour 886.764 tonnes importées, contre 281,98 millions de dollars pour
723.935 tonnes a la méme période en 2014, selon les statistiques du Centre national de

I'information et des statistiques des douanes (CNIS). Quant au blé tendre, la facture des
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importations s'est établie a prés de 720,15 millions de dollars pour 2,77 millions de
tonnes, contre 693,12 millions de dollars pour 2,29 millions de tonnes a la méme
période en 2014 (Zitouni, 2015).

I-4- Production et rendement du blé dur
I-4-1- La production mondiale:

Le blé représente prés de 30% de la production céréaliere mondiale en volume,
derriére le mais (38%) et le riz décortiqué (20%). C’est aussi la céréale la plus
échangée, les exportations représentant 20% de la production totale de blé (12% pour
le mais et 7%pour le riz), ce qui lui confére une importance géostratégique majeure
(Anonyme, 2012).

La production du blé dans le monde est de 650 million de tonnes en 2010
(Branlard et al., 2012). D’apres Feillet, (2000), les estimations de la demande
mondiale de blé dur s’élévera a 1 milliard de tonnes en 2020. La culture de blé
représente 17% des eéchanges internationaux de produits agricoles. Seconde en volume
apres le mais, la production de blé ne cesse de croitre pour faire face a la demande de sa
consommation. Les surfaces cultivées en blé (220 million d’ha) ne peuvent croitre
indéfiniment d’autant que les conditions agro climatiques et de culture (zone semi-aride,
salinité des sols) voire I’extension des zones urbains sont de réelles limites a sa
progression (Branlard et al., 2012).

Selon les premicres prévisions de la FAO, la production de blé de 2016 s’établirait
a 723 millions de tonnes, soit une baisse de 1,4 % (10 millions de tonnes) par rapport au
volume record rentré en 2015. Cette diminution s’expliquerait principalement par le
recul des semis d’hiver en Fédération de Russie et en Ukraine, dii pour I’essentiel au
temps sec, tandis que des résultats en baisse sont aussi attendus dans 1’Union
européenne, ou les rendements devraient redevenir normaux apres les niveaux record
enregistrés en 2015. Aux Etats-Unis d’Amérique, les prévisions préliminaires
établissent la récolte de 2016 juste au dessous de celle de 2015, I’amélioration des
rendements devant compenser la réduction des semis d’hiver (FAO, 2016) (Figure 01).
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Figure 01 : la production mondiale de blé (en Mt) (FAO, 2016).

I-4-2-La production en Algérie :

La production des céréales, occupe environ 80% de la superficie agricole utile
(SAU) du pays, La superficie emblavée annuellement en céréales se situe entre 3 et 3,5
million d’hectare. Les superficies annuellement récoltées représentent 63% des
emblavures (Djarmoun, 2009). La production moyenne de céréales des 5 derniéres
années (2008 a 2012), qui a légerement dépassé 32 millions de quintaux selon la Fao, se
répartit comme suit : 19 millions de g (60%) pour le blé et 13 millions de g (40%) pour
I’orge.

La production de blé se répartit entre blé dur (70% en 2012) et blé tendre (30%),
avec une importante variabilité interannuelle. Le blé dur reste ainsi la céréale
prépondérante en Algérie. Généralement bien adapté aux conditions locales, sa
production progresse au méme rythme que celle du blé tendre (+ 47% entre les
moyennes quinquennales 2000-2004 et 2008-2012), contre 84% pour 1’orge, qui reste
plus importante que le blé tendre, a plus de 13 millions de quintaux en 2008-2012,
contre 8 pour le blé tendre et 19 pour le blé dur (Rastoin et Benabderrazik, 2014).
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L’Algérie a produit 40 millions de quintaux de céréales durant la campagne
moissons-battages 2014-2015, contre 35 millions lors de la saison précédente, soit une
hausse de 14,3% (Tadjer, 2015).
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I1-1-Rdle de I'eau pour la plante

L’eau constitue 1’¢lément le plus vital pour la plante étant donné qu’il constitue la
phase liquide dans laquelle tous les processus biochimiques de la plantes ont lieu. Par
conséquent, la disponibilité de I’eau en quantité suffisante dans le sol est primordiale
(Escolana et al., 2000).

La richesse en eau des plantes est variable selon les especes, les organes et les
milieux de vie. En effet, une salade peut contenir 90 a 93% d’eau, une feuille est
composée souvent de 80 a 90% d’eau et le bois fraichement coupé peut renfermer 30 a
50 % d’eau. Il faut 1 500 litres d’eau pour obtenir 1 Kg de bl¢, 500 litres d’eau pour 1
Kg de mais et 4 500 litres d’eau pour 1 Kg de riz.

L’eau contribue au maintien de la structure de la cellule et en particulier de la structure
colloidale du cytoplasme. Elle est le siége des réactions métaboliques. Elle intervient
dans les réactions métaboliques comme I’hydrolyse ou la photosynthése, elle est donc
en ce sens un aliment pour le végétal. Elle permet la turgescence des cellules et par la
méme des tissus et des organes. Elle véhicule les nutriments minéraux et les produits du
métabolisme. Par son rejet dans I’atmosphére sous forme de vapeur, elle emprunte a la
plante sa chaleur latente de vaporisation. Elle permet a celle-ci de supporter les
rayonnements solaires et les divers réchauffements climatiques.

11-2- Réchauffement climatique

Durant les trente derniéres années, un changement climatique a été constaté au
niveau planétaire. Ce changement s’est traduit par une augmentation de la température
moyenne, une plus forte variabilité de la pluviométrie et I’augmentation de 1’occurrence
de conditions extrémes telles que les inondations, les sécheresses, les cyclones, les
tsunamis, etc (GIEC, 2007).

A 1’échelle globale, les statistiques montrent qu’au cours du 20éme siécle, la terre
s'est réchauffée de 0,76°C. Les données météorologiques concernant I’ Afrique du Nord
indiquent que le réchauffement climatique est plus accentué dans cette région en
comparaison avec la moyenne mondiale. En effet, la hausse des températures au 20éme
siecle concernant I’ Afrique du Nord s’est située entre 1,5 et 2°C selon les régions, et la
baisse des précipitations est estimée entre 10 et 20% (Philippe, 2007). Ceci montre que
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les pays de I’Afrique du Nord subiront, plus que d’autres régions, les impacts du
changement climatique (Aoul, 2007). L’ Afrique devrait voir les deux tiers de ses terres
arables disparaitre d'ici 2025 en raison de la sécheresse.

A cause du réchauffement climatique trois des quatre principales cultures agricoles
(blé, riz et mais) du monde seraient ainsi menacées. La production mondiale de blé
subirait un déficit de 14%, par rapport a la demande d'ici a dix ans. Un déficit qui
s'établirait a 11% pour le riz et 9% pour le mais (Foucand, 2011).

11-3- Le stress hydrique

Les stress environnementaux, notamment le stress hydrique, limitent sérieusement
la croissance des plantes ainsi que la productivité végétale (Wang et al., 2003). Le
stress hydrique a été définit comme une baisse de la disponibilité de I'eau, traduisant par
une réduction de la croissance de la plante et/ou de sa production par rapport au
potentiel du génotype.

La contrainte hydrique est le facteur ou l'ensemble de facteurs ayant pour
conséquence le stress. D'autres auteurs limitent la définition du stress aux seules
conditions correspondant a une hydratation sub-optimale des tissus. Le stress hydrique
provoque par un déficit en eau constituant un menace permanent pour la survie des
plantes, néanmoins, beaucoup d’entre elles produisent des modifications
morphologiques et physiologiques qui leurs permettent de survivre dans les régions de
faible pluviosité et dont la teneur en eau des sols est peu élevée (Hopkins, 2003).

Le déficit hydrique est une contrainte abiotique majeure de la production agricole.
Tout d’abord par son impact négatif sur le rendement de culture et la qualité des
produits, et par sa fréquence. On estime qu’environ 40% des surfaces cultivés dans le
monde sont soumises a la secheresse. Cause principale du stress hydrigue, la sécheresse
est, au sens climatique, une période pendant laquelle les précipitations sont tres
inférieures a la normale, ¢’est une période durant laquelle les débits sont trés inférieurs a
la moyenne.
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11-4- Parametres affectes par le stress hydrique :

Les végétaux sont caractérisés par une grande capacité a résister aux variations
importantes de la teneur en eau de leurs tissus. Néanmoins lorsque I'alimentation en eau
est interrompue, la plante a du mal a répondre a la demande climatique. La teneur en
eau du sol dans la zone racinaire décroit et induit une diminution de la transpiration
ainsi que du potentiel hydrique foliaire. Les parametres affectés par le stress hydrique
au niveau de la plante sont: la photosynthése, l'alimentation minérale, la croissance
végeétative, etc.

I1-4-1- La photosynthese

Parmi les modifications physiologiques liées au stress hydrique, la régulation
stomatique qui influe sur la photosynthése et la respiration, est la plus importante.
Plusieurs travaux permettent de voir comment les organes végétaux sont affectés par la
sécheresse. La baisse du potentiel hydrique de la plante se traduit principalement par
une diminution de la pression de turgescence puis une régulation stomatique. Donc un
stress hydrique, en provoquant la fermeture des stomates se traduit par un
ralentissement de la photosynthese en méme temps que la transpiration (Teulat et al.,
1997). La sécheresse menace la capacité de la plante a maintenir sa photosynthése
(Escalona et al., 2012).

11-4-2- L'alimentation minérale

Le déficit hydrique induit un déficit de nutrition azotée qui provient
principalement des réductions de flux d'azote au niveau des racines et de la réduction
des échanges entre les parties aériennes et racinaires du fait de la chute de la
transpiration (Dugo, 2002). Le facteur daridité peut affecter la nutrition phosphatée
dans les zones semi-arides en réduisant de maniere drastique les possibilités de
désorption des ions phosphate depuis la phase solide du sol et de leur transfert vers la
racine. En effet 95% du phosphore prélevé doit étre désorbé avant d'étre transféré vers
la plante.
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11-4-3- La croissance des organes reproducteurs

De la méme maniére que pour les organes végétatifs, la croissance des jeunes
organes reproducteurs (ovules, fleurs puis graines) ainsi que leur nombre (défini par des
processus de ramification) sont limités en cas de déficit hydrique. Il en résulte une
réduction du nombre de grains, qui aura un effet sur le rendement méme si les
conditions hydriques redeviennent favorables.

11-4-4- La croissance végeétative

Le développement végétatif d'une plante cultivée sous conditions hydriques
limitantes est fortement perturbé (Chaves et al., 2002). On note principalement une
diminution importante de la taille, de la longueur des entre nceuds, du nombre de
feuilles voire de la surface foliaire (Attia, 2007). Les plantes soumises a un déficit
hydrique voient généralement leur sénescence foliaire s'accélérer; et une perte trop
importante d'eau peut conduire a la mort des cellules (Bouchabke et al., 2006 ).

11-4-5- Le rendement et la composition du grain

Selon le positionnement dans le cycle de développement et l'intensité de la
contrainte hydrique, les stress hydriques influencent les rendements ainsi que la
composition biochimique des graines. Un déficit hydrique aprés la fécondation réduit la
taille des organes et si elle se poursuit pendant la phase de remplissage, elle affecte leur
composition. Les différents métabolismes étant inégalement affectés par le déficit
hydrique (le métabolisme carboné I'est davantage que le métabolisme azoté), les
concentrations relatives des différents composés sont modifiées : un manque d'eau
induit généralement une baisse des teneurs en amidon et en huile des graines, et une
augmentation des teneurs en protéines (Hireche, 2006).

11-5- Stratégies mises en place par les plantes face au stress hydrique

Les végétaux sont caractérisés par une grande capacité a résister aux variations
importantes de la teneur en eau de leurs tissus. Néanmoins lorsque l'alimentation en eau
est interrompue, la plante a du mal a répondre a la demande climatique. La résistance
globale d’une plante au déficit hydrique apparait comme le résultat de nombreuses
modifications. Toutes les plantes développent, a des degrés divers, des mécanismes de
résistance au stress hydrique. Mais, Josis et al., (1983) estiment que la fermeture des

stomates est le principal sinon le seul moyen dont dispose la plante pour réguler son
déficit hydrique interne, par consequent, résister a la sécheresse. Toutefois, Levitt et al.,
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(1960) de méme que Turner en 1979 s’accordent a distinguer globalement trois
mécanismes de résistance chez les espéces cultivées : 1’évitement, I’esquive et la
tolérance.

11-5-1- L’esquive ou I’échappement

L’esquive consiste en un ensemble d’astuces dont se sert la plante pour conserver
le potentiel hydrique de ses tissus a un niveau assez élevé durant les périodes de déficit
hydrique afin d’éviter leur déshydratation.

La plante réalisera son cycle pendant la période favorable en réduisant voire en
annulant les effets du stress hydrique qui se produit au cours d’une phase sensible ou
critique.

La précocité chez les céréales en zones méditerranéennes est un mécanisme
largement exploité par les agriculteurs. Mais il n’est pas sans présenter des
inconvénients (Blum, 1988).

De nombreux travaux ont montrés 1’existence d’une corrélation positive entre la
longueur du cycle et le rendement potentiel. L’adoption d’une telle stratégie par
I’utilisation de variétés précoces entraine le sacrifice d’une part de productivité.

L’exploitation de I’esquive comme stratégie d’adaptation aux stress s’est faite
dans le contexte agricole en cherchant a faire coincider le développement de la culture
ou du moins les phases les plus sensibles avec les périodes ou le stress est moins
intense. Ceci s’est fait par des études de I’influence de la variabilité de la durée des
phases de développement sur la productivité de la plante, dans le but de déduire la durée
la plus optimale pour gque les stades sensibles puissent se réaliser a des périodes ou les
risques de stress sont moins pénalisants (Witcombe et al., 2009).

11-5-2- L’évitement

Consiste en un certain nombre de mécanismes permettant a la plante d’effectuer
son cycle complet de développement en dehors des périodes de déficit hydrique
important.

La stratégie d’évitement permet a la plante de traverser des périodes de sécheresse
en privilégiant la limitation de la perte en eau, ce qui restreint la chute de potentiel

hydrique des tissus. Les pertes d’eau peuvent étre minimisées a court terme par le
contrble de la transpiration par la régulation stomatique et, a plus long terme, par la
diminution du rayonnement absorbé grace a [D’enroulement des feuilles, au
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développement d’une couche dense de trichomes ou a la modification de I’angle des
feuilles (Larcher, 2000). Elle résulte aussi a plus long terme de la réduction de la
surface foliaire et de 1’arrét de croissance (Chaves et al., 2003). De plus, ’absorption
d’eau est maximisée en favorisant 1’allocation de ressources au profit de la prospection
racinaire qui se traduit par un accroissement du root/shoot ratio. Cette stratégie «
économe en eau », bien que favorable au maintien du statut hydrique du végétal, est
pénalisante pour le gain de carbone (McDowell et al., 2008).

11-4-3- La tolérance

Procédés utilisés par la plante pour maintenir 1’intégrité de ses fonctions
métaboliques tout en endurant un déficit hydrique dans les tissus. Ces procédés
consistent principalement au maintien de la turgescence et en la tolérance a la
déshydratation (dessiccation).

Le maintien de la turgescence se fait par :

- I’accumulation de solutés (potassium, calcium, magnésium etc.) particuliers pendant
les périodes séches, permettant a la plante de maintenir la turgescence en contrainte
hydrique : ¢’est I’ajustement osmotique qui permet de limiter la réduction de la pression
de turgescence des cellules quand le potentiel hydrique baisse.

- ’augmentation de 1’¢lasticité membranaire et la réduction de la taille des cellules, ce
qui impliqgue un maintien permanent de la pression de turgescence ainsi que la
résistance protoplasmique ; le maintien de la turgescence permet également de garder
les stomates ouverts, d’optimiser la photosynthése, la croissance racinaire, donc,
I’absorption hydrique ; elle différe I’enroulement des feuilles et leur sénescence lors du
déficit hydrique.

La tolérance a la déshydratation qui dépend de la capacité des membranes
cellulaires, des protéines membranaires et cytoplasmiques a résister a la dénaturation.
Enfin, selon Denden et al., (2005), la réponse immédiate au stress hydrique est le
ralentissement de la transpiration. En cas de déficit hydrique, les racines synthétisent
I’acide abscissique qui est véhiculé par la séve jusqu’aux feuilles ou il déclenche alors
la fermeture de stomates. L’état hydrique des feuilles participe également a la régulation

de P'ouverture de leurs stomates. Toutes les espéces végétales n’utilisent pas ces
mécanismes de la méme facon. Certaines comme le mais (Zea mays) et le pois
contrdlent fortement 1’état hydrique de leurs feuilles qui est ainsi maintenu dans une
gamme de variation étroite, quel que soit I’état hydrique du sol. D’autres comme le blé
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(Triticum L.) autorisent des variations de 1’état hydrique de leurs feuilles beaucoup plus
importantes.

Des études ont montré que la production d’acide abscissique et ses effets sur les
stomates sont identiques chez les lignées tolérantes et/ou sensibles a la sécheresse. Par
contre, les lignées tolérantes ont une croissance des feuilles plus lente et donc une
transpiration plus faible. L’adaptation des plantes a la sécheresse repose donc largement
sur leur capacité a adapter leur architecture pour éviter la sécheresse (via la croissance
des feuilles) et pas seulement sur leur réaction immédiate en cas de stress.

Les stratégies décrites ci-dessus ne sont pas exclusives et dans la pratique, les
plantes combinent toute une gamme de réponses pour faire face a la diminution des
ressources en eau (Chaves et al., 2003). De plus, selon les scénarii de contrainte
hydrique rencontrés, les stratégies de la plante peuvent avoir des effets positifs, négatifs
ou rester sans effet sur le rendement.
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I11-1- Origine du blé dur
I11-1-1- Origine géographique

Le blé est parmi les premiéres espéces cueillies et cultivées par I'nomme au proche
Orient, il y a environ 10.000 a 15.000 ans avant J.C. La plupart des recherches
archéologiques ont confirmé que les origines du blé se situent dans les zones du
Croissant fertile (Boulal et al., 2007) et ( Bonjean, 2001) , plus précisément au sud de
I’ Anatolie et au nord de la Syrie. C’est a partir de cette zone que les blés ont été diffusés
vers I’ Afrique, 1’Asie et I’Europe. La route la plus ancienne de diffusion des céréales
vers les pays du Maghreb fut a partir de la péninsule italienne et de la Sicile (Bonjean,
2001). Bonjean et Picard, (1990), affirment que le monde Romain a largement
contribu¢ a la diffusion des céréales du bassin méditerranéen vers I’Europe centrale et
I’Europe de 1’Ouest (Figure 02).

Le blé dur est représenté en Afrique du Nord par un trés grand nombre de variétés
et de sortes, qui ont fait considérer cette région comme un centre d’origine de ’espece.
Toutefois, cette opinion a été combattue par Vavilov, pour qui ce centre serait
I’Abyssinie et 1’Afrique du Nord est le centre secondaire de diversité de T. durum,
surtout dans les parties montagneuses, ou ces formes sont les plus variées et les plus
nombreuses (Miege, 1950).
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Figure 02 : Origine et diffusion de Triticum turgidum (Bonjean, 2001).
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I11-1-2- Origine génétique

Le blé appartient a la famille des graminées (Gramineae = Poaceae), qui
comprend plus de 10000 especes différentes. Plusieurs espéces de ploidie différentes
sont regroupées dans le genre Triticum qui est un exemple classique d'allo polyploidie,
dont les génomes homeologues dérivent de I'hybridation inter espéces appartenant a la
méme famille (Levy et Feldman, 2002).

Le blé dur (T. turgidum ssp. Durum Desf.) est une espece allo tétraploide (2n = 28,
AABB) qui a pour origine I'hybridation suivie par un doublement chromosomique
entre Triticum Urartu (génome AA) et une espece voisine d’Aegilops speltoides
(génome BB) (Huang et al., 2002).

Sakamura, (1918) cité par Cauderon, (1979), fut le premier a déterminer le
nombre exact des chromosomes de diverses especes de Triticum et leurs différents
niveaux de ploidie:

- Triticum aestivum: 42 chromosomes hexaploides.
- Triticum turgidum: 28 chromosomes tétraploides (2n=4x=28) génome AABB.

- Triticum monococcum: 14 chromosomes diploides (Cauderon, 1979).

Feldman, (1976), affirme que le blé tire son origine d’une forme sauvage de
I’espéce diploide (Triticum monococcum) sensu lato dans une région délimité par 1’Iran,
la Syrie et la Turquie.

La premiere espece tétraploide, le Triticum turgidum est le résultat d’une
hybridation entre le Triticum monococcum et une herbe apparenté au blé nommée
Aegilops speltoides (Graminée). La premiere espéce a fourni le génome A et la seconde,
le génome B, la domestication de ce blé tétraploide(AABB) a donné I’amidonnier, qui
est a ’origine des cultivars de blé dur. Chaque génome A, B et D provient d’une espece
diploide ancestrale différente .Ces trois espéces seraient elles-mémes issues d’un
ancétre diploide commun.

Cette origine lui a sans doute conféré cette souplesse d’adaptation d’ou sa culture
dans de tres nombreuses régions dans le monde (Piccard, 1988). Les génomes A et B
contrdlent de maniere générale I’architecture, la résistance et la fertilité de I’espece,



Chapitre 111 : Blé dur et expression génique sous stress hydrique

aussi le génome D confére au blé tendre son aptitude a la technologie du pain (Figure
03).
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Figure 03: Représentation schematique de I'histoire évolutionnaire des especes de
Triticum et Aegilops d'aprés Feuillet et al., (2008)

111-2- Position systématique du blé dur

Le blé dur est une plante herbacée, monocotylédone appelé aussi céréale a paille
appartient a la famille des Gramineées, genre Triticum. Cette famille comprend 600

genres et plus de 5000 espéces. Une classification détaillée est donnée ci- dessous

(Tableau 02) (Feillet, 2000).
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Tableau 02 : Classification de blé dur (Feillet, 2000).

Embranchement Angiospermes

Sous embranchement Spermaphytes
Classe Monocotylédones
Ordre Glumiflorales

Super ordre Comméliniflorales
Famille Poaceae

Tribu Triticeae

Sous tribu Triticinae

Genre Triticum

Espéece Triticum durum Desf

111-3- Effet du stress hydrique sur la culture de blé dur

Le manque d’eau ou déficit hydrique représente le stress abiotique le plus sévére
auquel la culture du blé dur fait face dans les conditions de productions des zones arides
et semi- arides (Chenaffi et al., 2006).Ce stress se traduit par une série de modification
qui touchent les caractéres morphologiques, physiologiques et biochimiques, a partir du
moment ou les besoins en eau de la plante sont supérieurs aux quantités disponibles
(Mefti et al., 2000). Ceci se répercute sur le rendement économique de la culture, qui
peut baisser de plus de 80% (Chenaffi et al., 2006). En effet, le déficit hydrique au
stage montaison se traduit par la chute du nombre d’épis produits par m?, suite a la

régression intense des talles et la baisse du nombre de grains par €pi. Le manque d’eau
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aprés la floraison, combiné a des températures élevées, entraine une diminution du
poids de 1000 grains par altération de la vitesse de remplissage des grains et de la durée
de remplissage (Abbassenne et al., 1998 ; Bouthiba et al., 2010). Au cours du

remplissage des grains, le manque d’eau a pour conséquence une réduction de poids de

1000 grains.

I11-4- Genes et produits induits par le stress hydrique
I11-4-1- Proteines du type LEA (Late-Embryogenesis- Abundant proteines)

Les LEA sont des protéines en majorité trés hydrophiles qui semblent impliquées
dans la protection des structures cellulaires, ce qui en fait des protéines potentiellement
trés importantes dans la vie des cellules. Elles sont tres nombreuses et diverses et
forment un tres vaste ensemble de familles de protéines.

Une des premiéres caractéristiques de ces protéines est qu'elles sont ubiquitaires :
on les retrouve dans de nombreux compartiments cellulaires comme le noyau, le
cytoplasme, le reticulum endoplasmique et elles ont été récemment découvertes au
niveau de la mitochondrie.

Les protéines LEA sont majoritairement composées d’acides aminés hydrophiles
ordonnés en séquences repétees. Sur la base des similarités de séquences, les proteines
LEA ont été divisées en cing groupes (Dure et al., 1989), (Wise, 2003). Les protéines
du groupe 1 auquel appartiennent les protéines Em (early methionine-labeled protein),
possedent le motif «Small Hydrophilic Plant Seed Protein » (Wise, 2003). Les protéines
du groupe 2 correspondent aux dehydrines (dehydration-induced proteins) et possedent
les motifs Y, S, K (Campbell et Close, 1997). Les protéines du groupe 3 possedent des
motifs répétés de 11 acides aminés qui forment des structures en hélices
amphypathiques (Hong et al., 2005). Les protéines des groupes 4 et 5 formeraient
également des hélices dans leurs parties N terminales.

De nombreux travaux mettant en évidence une corrélation positive entre
I’expression de génes de protéines LEA et I’adaptation a la déshydratation ont été
rapportés (Close, 1996). De plus, le rdle protecteur des LEA chez les plantes soumises
au stress hydrique a été clairement montré par la sur-expression de la protéine HVAL
chez le riz (Xu et al., 1996).

Les protéines LEA constituent un groupe important de protéines qui s'accumulent
typiguement pendant les derniéres étapes de I'embryogenése, ce qui confére leur nom,
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mais plus généralement en réponse a la déshydratation cellulaire induite par différents
stress (Ramanjulu et Bartels, 2002). Ces proteines induites par 1’ABA pourraient jouer
un role en protégeant les structures cytoplasmiques lors de la déshydratation
(Ramanjulu et Bartels, 2002).

Ces protéines LEA sont retrouvees chez de nombreuses plantules, principalement
chez les cultures annuelles tels que les céréales.

a-Les déhydrines

Les déhydrines sont une famille immunologiquement distincte de protéines,
également connue sous le nom de LEA D11, un sous groupe des protéines LEA (Dure
et al., 1989), et ont été décrites dans de nombreuses espéces d'angiospermes et de
gymnospermes.

Selon Close, (1997) parmi les protéines LEA, les déhydrines sont les plus
largement éetudiées et plusieurs fonctions putatives en réponse a un stress hydrique ont
été proposeées, telles que la stabilisation des structures membranaires de la cellule, ou la
régulation du potentiel osmotique cellulaire.

D’aprés Latini et al., (2006) le géne TdDRF1 de la déhydrine du blé est
impliqué dans un stress hydrique. Un ADNc de déhydrine, HaDhn1, induit par le stress
hydrique, a été isolé et séquencé chez le tournesol (Ouvrard et al., 1996), et
l'accumulation de ces transcrits a été corrélée avec la tolérance a la sécheresse et
(Cellier et al., 1998).

I11-4- 2- Protéines membranaires : Les aquaporines

Les aquaporines forment des canaux spécifiques, situés sur les membranes
plasmiques ou vacuolaires, permettant le transport de 1’eau et/ou de petits solutés
neutres (urée, acide borique) ou de gaz (ammonium, dioxyde de carbone). Elles
facilitent ainsi 1’équilibre osmotique en permettant une diffusion de I’eau. Elles
permettent également une régulation du transport de 1’eau entre différents types de
cellules et organes afin d’optimiser son utilisation pendant le stress (Maurel et
Chrispeels, 2001).
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Ces protéines membranaires peuvent réguler la conductivité hydraulique et
augmenter de 10 a 20 fois la perméabilit¢ a I'eau des membranes (Maurel et
Chrispeels, 2001). Smart et al., (2001) ont montré que la répression de génes codant
pour des aquaporines est associée a une diminution de la perméabilité a I'eau des
membranes et contribuerait a la conservation cellulaire de I'eau pendant des périodes de
contrainte hydrique. En revanche, d’autres travaux indiquent que des génes codant pour
des aquaporines sont exprimés pendant le stress hydrique et contribuent a une
augmentation du flux de I'eau (Yamaguchi-Shinozaki et al., 1992 ; Yamada et al.,
1997).

111-4-3- Production d’osmoprotectants

L'accumulation de solutés ou d’osmolytes aide a maintenir un equilibre osmotique
au niveau cellulaire dans des conditions de déshydratation (Bray et al., 2000). Il peut
s’agir d’acides amings, tels que la proline, la glycine bétaine, de sucres, tels que le
saccharose et le trehalose, ou de polyols.

Des genes impliqués dans la biosynthese des osmolytes ont été clonés, notamment
ceux controlant la biosynthése de la proline (Wood et al., 1996).
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IV-1- Qu’est- ce que la génomique ?

La génomique est une branche de la biologie qui porte sur 1’étude du génome,
support moléculaire des caractéres héréditaires des étres vivants. La génomique apporte
des outils nouveaux pour étudier la biodiversité des plantes, et pour constituer des
ressources génétiques organisées et exploitables, une étape essentielle au travail
d’amélioration génétique (Caboche, 2008). La génomique donne l'occasion de
comprendre, de maniére générale, les causes de la diversité et la fonction des
organismes vivants, comme les plantes.

La génomique végétale est décrite comme 1’étude et 1’amélioration des nouvelles
variétés végétales grice a I’examen du génome entier des espéces végétales et au
séquencage des nucléotides afin de trouver les génes qui en font partie. La génomique
fournit des renseignements précieux pouvant contribuer a la découverte de nouveaux
geénes qui permettront d’accroitre le rendement agricole, de comprendre la variabilité
génétique et de déterminer les marqueurs génétiques rendant possible 1’amélioration des
cultures gréace a une sélection prédictive plus ciblée, rapide et efficace.

La génomique comprend deux volets complémentaires : la caractérisation de la
nature physique du génome complet (la génomique structurale) et la caractérisation des
profils d’expression des génes (la génomique fonctionnelle). Ces deux approches sont
essentielles pour la cartographie, la caractérisation fine d’un locus a intérét économique
(ETL) et pour I’identification du ou des génes controlant le caractere étudié. 1l est a
souligner que la ressource de base pour I’identification d’un ETL dans un génome est
constituee de populations "ressources” avec des donnees phenotypiques fiables et des
¢chantillons d’ADN génomiques correspondants (Sonstegard et al., 2001).

Une meilleure connaissance au niveau moléculaire des génes impliqués dans la
résistance/sensibilité aux stress abiotiques devrait aider au développement de nouvelles
variétés mieux adaptées aux contraintes environnementales. Par ailleurs, 1’adaptation
des plantes aux différents stress abiotiques est un phénoméne complexe, impliquant
directement ou indirectement de nombreux genes dans les chaines de perception et de
transduction des signaux ainsi que dans les mécanismes de régulation de I’expression
d’autres genes
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IV-2- La génomique et I’amélioration du blé

Les progrés de la génomique et de la post-genomique interviennent a plusieurs
niveaux :

1- le margquage moléculaire permet de repérer les régions chromosomiques contenant
des genes d’intérét. Il est utilisé dans la sélection assistée par marqueurs, qui permet
d’exploiter la diversité naturelle.

2- D’analyse de D’expression des génes : la transcriptomique et la protéomique
permettent de repérer les genes régulés par la sécheresse. Cette connaissance peut étre
ensuite utilisée dans 1’utilisation de la variabilité naturelle ou dans I’amélioration par
transgénese.

3- la transgénese permet la modification de I’expression d’un ou de plusieurs génes.

IV-2-1-Principaux types de marqueurs moléculaires appliqués pour ’amélioration
du blé.

Les marqueurs moléculaires sont constitués de séquences d’ADN caractéristiques
d’un individu ou groupe d’individus. Contrairement aux marqueurs traditionnels
(morphologiques et biochimiques), ils ne sont pas influencés par I’environnement et
sont observables a n’importe quel stade de développement de la plante et sur n’importe
quel organe (Moullet et al., 2009).

De nombreuses techniques de marquage moléculaire sont aujourd’hui disponibles,
et de nouvelles sont régulierement publiées (Rafalski, 2002a, b). Les caractéristiques
de chacune de ces techniques, ses domaines d’applications, son principe et son cotit sont
largement détaillés dans plusieurs articles de synthése (Langridge et al., 2001). Ces
méthodes peuvent étre regroupées en deux grandes catégories : les marqueurs de type
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) et les marqueurs basés sur la
méthode de PCR (Polymerase Chain Reaction). Le choix du systéme de marquage
dépend de I’objectif précis fixé, des moyens et des compétences disponibles au
laboratoire. Nous décrirons brievement les principaux systémes de marquage
moléculaire appliqués chez le blé.
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IV-2-1-1- Marqueurs RFLP

La technique RFLP repose sur la digestion d'un DNA cible par une ou plusieurs
enzymes de restriction spéecifiques des sites de restriction portés par le DNA.

Apreés électrophorese, les fragments séparés sont hybrides avec un ADN sonde,
provenant souvent de banques de DNA génomique ou complémentaire. Cette sonde
peut provenir d'une espéce proche de l'espéce a etudier (sonde hétérologue).

IV-2-1-2- Marqueurs de type PCR

Le développement de la technique PCR offre 1’avantage d’analyser les marqueurs
moléculaires en un temps court tout en utilisant des concentrations faibles d’ADN. Les
marqueurs basés sur la technique PCR tendent a remplacer les systéemes classiques (les
marqueurs morphologiques, iso-enzymatiques et RFLP) et deviennent trés nombreux.
Les plus largement utilisés chez le blé sont les microsatellites ou SSR (Simple Sequence
Repeat) ; I’AFLP, (Amplified Fragment Length Polymorphism) et la RAPD (Randomly
Amplified Polymorphic DNA).

1VV-2-1-2-1- Les microsatellites SSR :

Sont des marqueurs moléculaires basés sur la PCR. lls sont constitués de
séquences de di-, tri- ou tetra-nucléotides répetes en tandem (toujours dans le méme
sens, par opposition a répétitions inversées répétées). Ces éléments sont uniformément
répartis en plusieurs exemplaires sur I'ensemble du génome d'une espéece et présentent
un taux de polymorphisme élevé. Ce polymorphisme repose sur la variation du nombre
d'unités de répétition constituant le microsatellite (Morgante, Olivieri, 1993).

IV-2-1-2-2- La technique AFLP :

La technique AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), est fondée sur
la mise en évidence conjointe de polymorphisme de sites de restriction et d'hybridation
d'amorces arbitraires. Cette technique utilise a la fois les enzymes de restriction et
I'amplification PCR. L’AFLP révele plusieurs loci simultanément et posséde un
polymorphisme du type présence/absence (Vos et al., 1995).
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IV-2-1-2-3- La technique RAPD

Elle consiste en I’amplification par PCR de fragments de ’ADN génomique en
utilisant des amorces arbitraires de taille courte (10 pb). Cette technique est simple,
rapide et ne nécessite ni un marquage radioactif ni une connaissance préalable de la
séquence nucléotidique. Néanmoins, la RAPD manque de reproductibilité puisqu’elle
est treés sensible a la concentration de I’ADN et aux conditions d’amplification.

IV-2-2- Apport des marqueurs moléculaires a I’amélioration du blé

L’essor des techniques de marquage moléculaire au cours des derniéres années a
induit des changements considérables dans plusieurs branches de la biologie,
notamment la biologie moléculaire (clonage positionnel), la génétique évolutive
(cartographie comparative), la génétique quantitative (détection et identification des
locus controlant les caractéres quantitatifs (QTL) et I’amélioration des especes
(sélection assistée par marqueurs). Les marqueurs de ’ADN ont des applications
importantes en sélection, ils permettent d’une part, de positionner sur une carte
génétique des génes/QTL codant pour des caractéres d’intérét et d’autre part, de les

suivre dans un schéma de sélection.

IV-2-2-1-La cartographie d’un caractere quantitatif

De tres nombreux caracteres sont des caracteres mesurables comme le rendement,
la précocite, la taille, la qualité des fruits. On observe une variation continue de leur
valeur. Dans ce cas, il n'y a plus d'opposition absolue entre deux phénotypes comme,
par exemple : résistant/sensible. On admet que plusieurs secteurs chromosomiques,
portant un ou plusieurs génes, sont impliqués dans le contrdle de ces caractéres dits
quantitatifs, et que de nombreux allelessont responsables de la variabilité.
Ces locus sont appelés QTL : Quantitative Trait Loci (Locus de Caracteres
Quantitatifs).

IV-2-3- Analyse de ’expression des génes et de ’accumulation des protéines

L’analyse a grande échelle des ARN (transcriptome) et des protéines (protéome)
permet d’étudier I’expression des geénes et les variations quantitatives des protéines en

conditions de déficit hydrique. Ces analyses ont permis d'identifier des genes induits
lors d'un déficit hydrique, qui participent potentiellement aux réponses de la plante.
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En analysant la variation d’expression sous l’effet du déficit hydrique dans
différents génotypes, les analyses du transcriptome et du protéome permettent aussi de
mettre en évidence des genes ou des protéines « candidats », dont la variation
d’expression pourrait étre la cause des variations phénotypiques entre les génotypes
analyses (Jeanneau et al., 2002). Ces candidats peuvent ensuite étre utilisés en
sélection assistée par marquage (on sélectionne les génotypes qui possedent I’alléle
favorable) ou en transgénése (on sur-exprime le géne candidat).

IV-2-3-1- Techniques fondées sur I’hybridation
IVV-2-3-1-1- Les biopuces

Les premiéres puces a ADN sont apparues en 1993, mais leur concept date de
1987 (Bellis et Casellas, 1997). Les puces a ADN offrent de nouvelles voies d’analyse
de I’expression et de la structure du génome. Elles sont un outil puissant qui permet de
collecter un ensemble considérable de donnees sur le génome et son expression en un

temps court et a partir de peu de matériel biologique.

Les puces a ADN sont aussi appelées puces a genes, biopuces ou par les termes
anglais « DNA chip, DNA-microarray, biochip ».

Les puces a ADN permettent des tests plus rapides, plus sensibles et plus
specifiques. En évitant certaines étapes préliminaires telle que la culture, cela permet
d’obtenir un résultat en quelques heures la ou plusieurs jours étaient auparavant
nécessaires. Schématiquement, les puces a ADN sont des supports (lame de verre ou de
silicium, de différente taille) sur lesquels sont régulierement répartis des morceaux
d’ADN simple brin, aussi appelés sondes (permet d’étudier I'expression du gene) et dont
I’enchainement des bases est connu. La cible est ’ADN simple brin qui doit étre
analysé, car I’enchainement de ses bases est inconnu. Avant d’étre déposé sur la puce, il
est marqué a I’aide d’une molécule fluorescente. Lorsque la cible est mise en contact
avec la sonde, seuls les bouts d’ADN complémentaires vont s’hybrider. La puce est
ensuite lavée plusieurs fois afin qu’il ne reste sur la lame que les brins qui se seront

parfaitement appariés. A I’endroit ou les deux brins d’ADN s’apparient, il apparait un
spot lumineux (Pronost et al., 2010).



Chapitre 1V : Apports de la génomique pour I’étude de la tolérance au stress hydrique

IV-2-3-1-2- La PCR en temps réel

La réaction de PCR en temps réel ou qPCR est une technique quantitative qui
permet d’analyser finement 1’expression de génes d’intérét. La technologie de PCR en
temps réel est aujourd’hui ’outil de choix qui a permis de simplifier et de quantifier le
nombre de molécules ou de copies d’un géne ou d’un messager d’intérét dans un
échantillon donné.

Ses performances peuvent se résumer en quatre mots : spécificité, sensibililité,
bonne reproductibilité et linéarité sur une gamme dynamique comprise entre 10 et
10° copies. Les applications sont trés vastes et ne se limitent pas qu’a la quantification
des acides nucleiques. La détection de mutations ponctuelles et de polymorphismes
ainsi que la recherche de délétions géniques a 1’état hétérozygote sont les autres grandes
applications de la PCR en temps réel (Tse et Capeau, 2003).

IVV-2-3-3- Techniques fondées sur la migration éléctrophorétique
IV-2-3-2-1- La protéomique

L'information sur les taux d'ARNm n'est pas suffisante pour étudier et analyser la
régulation de I'expression d'un géne dans la cellule. Les données sur l'expression des
protéines (protéome) sont souvent plus informatives. Ce qui compte, en effet, dans une
cellule, c'est le degre d'activité des protéines, qui se trouvent fréquemment modulées et
régulées par des modifications post-traductionnelles. Ainsi, le défi de la protéomique
consiste a trouver des moyens de mesurer les protéines actives a I'échelle du protéome
et de connaitre avec quels composants de la cellule elles interagissent (ADN, ARN,
autres protéines et molécules).

IV-2-4- La transgéneése

La transgénése est un moyen essentiel pour étudier le role des génes dans
I’expression des fonctions biologiques ainsi que leur fonctionnement. Elle permet
également d’envisager des applications biotechnologiques diverses. Bien que vieille de
vingt ans chez les animaux et de dix-sept ans chez les végétaux, elle souffre encore de
limites techniques qui sont progressivement repoussées (Houdebine, 2000).
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La transgénese a la fois un outil qui élargit considérablement la variabilité
génétique a la disposition du sélectionneur, en lui permettent d’obtenir des caractéres
jusque-la inconnus chez une espéce, et un outil qui permet d’utiliser plus précisément
cette variabilité. Cet outil permet aussi d’aller pus loin dans I’amélioration des
caractéres quantitatifs (pour la tolérance a la sécheresse, par exemple). Les progres
encore a venir dans la maitrise de cette technique sont tels que les généticiens et les
sélectionneurs pourront sans doute introduire tout gene d’intérét dans n’importe quel
génotype, puis contrdler son insertion et son expression (Gallais, 2015).

Dans le monde, en 2014, il y avait plus de 181 millions d’hectares cultivés avec
des variétés transgéniques. On observe toujours une augmentation assez réguliére des
cultures transgéniques, avec environ 8 a 10 millions d’hectares de plus chaque année,
dans le monde. Maintenant, les cultures transgéniques se développent également hors du
continent américain, en Chine et en Inde et dans d’autres pays en développement,
notamment en Afrique (Burkina Faso). Les espéces concernées sont essentiellement (a
99%) le soja, le mais, le cotonnier et le colza (canola), mais des variétés transgéniques
sont aussi commercialisées pour la pomme de terre, la betterave, le riz, la papaye, les
courges, 1’aubergine...Des programmes sur le blé sont trés avancé (résistance aux
pucerons, tolérance a la sécheresse...) (Gallais, 2015).

Chez le blé, pour la protection contre les effets de la toxines de Fusarium
graminearum, un gene issu d’un autre Fusarium (sporotrichoides) a été introduit, non
pas pour entrainer la résistance au champignon, mais pour inactiver la toxine dés sa
synthése (Okubara et al., 2002).

D’autres travaux pour protéger le blé contre la carie, ont consisté a introduire chez
le bl¢ un géne (KP4) d’un virus codant pour une protéine antifongique, dite protéine
tueuse (Clausen et al., 2000).

IV-2-5- Le sequencage

La génomique structurale se propose, a terme, de déterminer la séquence complete
du génome d’un organisme et ainsi mettre a disposition des données précises et
détaillées en ce qui concerne I’organisation de ce génome. Mais le séquengage d’un
génome ne peut étre entrepris qu’apres quelques travaux préliminaires indispensables
consistant a construire des outils de balisage adéquats. La boite a outils du cartographe
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contient donc des marqueurs génétiques, véritables traceurs de 1’information génétique,
des cartes génomiques, ordonnant les marqueurs les uns par rapport aux autres ou les
positionnant sur un chromosome ou une région chromosomique, ainsi que des
collections de fragments d’ ADN représentatives du génome a étudier.

L’accélération récente des programmes de séquencage des génomes végétaux
permet maintenant I’essor de la génomique, dont les buts sont de faciliter I’isolement de
genes d’intérét chez les différentes espéces et de comprendre les processus d’évolution
et de domestication des génomes (Delseny, 2009). Grace au séquencage, il est possible
d’étiqueter les régions du génome des plantes leur conférant les caractéres
agronomiques souhaités. La premiere espéce végétale dont le génome a été entierement
séquencé, en 2000, est 1’ Arabette des dames (Arabidopsis thaliana). Le riz 1’a rejointe
en 2005, puis le peuplier, la tomate, le mais (2009), la pomme de terre, et enfin la vigne.
Le génome du blé n’a pas encore été¢ complétement séquencé (Gaufichon et al., 2010).

En 2010 Une équipe de chercheurs britanniques a travaillé sur la variété dite
Chinese Spring, il a indiqué avoir réalisé une ébauche de la séquence du génome de blé.
Cette découverte demeure une étape vers le séquencage complet du génome du blé et
pourra étre utilisée pour identifier plus rapidement les différences entre deux variétés de
blés, et ainsi repérer des caractéristiques jugées intéressantes, comme la résistance a la
sécheresse ou a des maladies, et créer des variétés donnant de meilleurs rendements.

Le Consortium international de séquencage du génome du blé (« International
Wheat Genome Sequencing Consortium » — IWGSC) a publié ébauche de la séquence
du génome du blé tendre dans le journal scientifique international Science. L’ébauche,
chromosome par chromosome, apporte un nouvel éclairage sur la structure,
I’organisation et I’évolution de ce génome complexe et de grande taille qui est celui de
la céréale la plus cultivée au monde (Mayer et al., 2014).

La publication de 1’ébauche génétique est une étape majeure vers 1’obtention
d’une séquence de référence du génome du blé tendre, 1’objectif ultime du Consortium.
Dans le méme numéro de Science, un autre article présente la premiere séquence de
référence du plus grand chromosome, le 3B. Celle-ci fournit une validation de la
méthode et un modele pour le séquencage des autres chromosomes. A ce jour, les
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chercheurs de I'TWGSC estiment que le séquengage complet du génome du blé pourra
étre réalisé en trois ans (Mayer et al., 2014).

L’acces de séquencage du genome du blé pourra étre utilisé pour visionner les
séquences afin d'identifier de genes d’intérét, puis faire la sélection assistée par
marqueurs et le croisement orienté afin d’augmenter le rendement.
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Conclusion

La production de blé dur, comme le reste des cultures céréaliéres est limitée par le
déficit hydrique qui représente de réelle contrainte affectent les rendements (Turki et
al., 2014). La tolérance au déficit hydrique demeure la resultante de plusieurs
mécanismes. L’expression de différents génes et l'accumulation de divers osmolytes
sont les principaux mécanismes de la tolérance (Jia et al., 2008).

Le stress induit une diversité de réponses qui résultent de I'expression génique et
des modifications du métabolisme cellulaire, se traduisant par une variation de la
croissance et du développement de la plante (Gilmour et al., 1998).

Les genes impliqués dans la réponse a la contrainte hydrique, codent pour une
large gamme de protéines. Ces protéines jouent un role dans 1’adaptation de la plante et
de ce fait de nombreux chercheurs abordent la résistance au stress par I’isolement et
I’étude de ces molécules (Campalans et al., 1999). Elles assurant diverses fonctions.
Parmi ces fonctions, il y a la régulation de 1’expression des génes induits directement
dans la réponse au stress, la protection et le maintient des fonctions et structures
cellulaires.

L’utilisation des outils de la génomique fournissent des données utiles sur la
variation de 1’expression des genes, des profils d’expression des protéines et des
métabolites, en réponse a la contrainte hydrique. Un objectif majeur de la génomique
consiste a obtenir une connaissance et une compréhension exhaustives de la structure et
de la fonction des génomes a travers une caractérisation moléculaire détaillée de la
totalit¢ du génome. Ainsi, les approches génomiques permettent d’envisager la
dissection des composantes génétiques des caractéres qualitatifs et quantitatifs plus ou
moins complexes et de considérer de fagon raisonnée leur utilisation dans la sélection
végeétale (sélection assistée par marqueurs).
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Résumé

Le blé est une céréale importante en terme de consommation humaine dans de nombreux pays du monde. Il est cultivé principalement dans
les pays du bassin Méditerranéen a climat arides et semi-arides. Dans ces zones, le stress hydrique est I'un des facteurs limitant de la
productivité végétale et du rendement agricole. L’amélioration de la tolérance reste un objectif de sélection prioritaire dans ces zones. Ce
travail présent une recherche bibliographique sur la mise au point des voies et outils de la génomique dans I'amélioration de la tolérance, la
génomique renforce et renouvelle les concepts et les démarches de I'amélioration des plantes. L'utilisation des outils de la génomique tels
que : les marqueurs moléculaires, les puces a ADN, la transgénése, le séquencage, etc... fournissent des données utiles sur la variation de

I'expression des génes, des profils d’expression des protéines et des métabolites, en réponse a la contrainte hydrique.
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