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Summary:

Drought is one of the most important abiotic stessaffecting both natural and cultivated plants.
But although in cultivated plants it is closelyateld to productivity and yield components, in
natural species it mainly affects the fitness ¢rditat ensure the survival and durability of the
species.

This work aims to exploit the natural genetic viillisy that exists in the species
Medicagotruncatula in order to identify the genetic determinants (QTf some fitness traits in
response to cyclic and progressive end-of-cyclensttess. Indeed, this species has a great natural
diversity and genetic tools and is often used tpecwavith periods of drought in its natural
environment.

In a first experiment, ten lines (A10, Jemalong-ADZA315.16, F83005.5, F83005.9, TN1.11,
TN1.21, TN6.18, and TN8.3) derived from natural pations and whose genetic maps are
available, have been used to explore the genetiabibity relative to fitness traits. Three sucaees
cycles of water stress have been applied duringgpeoductive period, which is considered the
most drought sensitive for this species. The resolitained revealed a great genetic variability
between the studied lines, whatever the water regapplied. The comparison between the
averages obtained under stressed conditions arsk thb the unstressed condition showed a
considerable decrease (5-74%) for most of the stuttaits, in particular for the total weight otth
pods, the total number of pods and the total nurobeeeds per pod. Among contrasting lines in
response to water stress, there is TN1.11 and Al7.

In a second experiment, we used the RIL LR7 poudafpopulation of recombinant lines),
resulting from the cross between the two lines: TN A17, to start a QTL analysis. The analysis
was done on vegetative traits noted before thecgijun of water stress (before flowering) as well
as on fitness characters (unstressed conditiomader water deficit).

A total of 49 QTLs, accounting for between 6 an@o38f the phenotypic variation were detected.
All chromosomes are involved with the exceptionchfomosome 6. The highest number is on
chromosome 7 (16 QTL) which is a collection of Qmdpresenting traits noted under different
conditions and co-located together. The highest l90@re (21.7) was found for the flowering date
(chromosome 7) with a phenotypic variance of 38%.

In this study, no major QTL specific to a water dilon was detected. However, the results
obtained showed that QTL for fitness traits werenatous with small additive effects suggesting
that the response to drought is governed by sewymaés with weak effects. This implies that
several QTL must be handled at the same time lgders, to obtain a significant impact.

Key words: Medicago truncatla, RIL, QTL, fitness, drought.



Résumeé :

La sécheresse est I'un des stress abiotiques ies ipiportants qui touche autant les plantes
naturelles que celles cultivées. Mais bien que otexz dernieres, il est étroitement lié a la
productivité et aux caracteres de rendement, chezebpéeces naturelles, ilaffecte surtout les
caractéres de fitness qui assurent la survieprennité de I'espéce.

Ce travail se propose d’exploiter la variabiliténggque naturelle qui existe chez l'espece
Medicago truncatula afin d’identifier les déterminants génétiques (QTe quelques caracteres de
fitness en réponse a un stress hydrique cycliqpeogtressif de fin de cycle. En effet, cette espéce
dispose d’une grande diversité naturelle et d’'sigénétiques et a souvent I'habitude de faire dace
des périodes de sécheresse dans son milieu naturel.

Dans une premiére expérimentation, dix lignées (Alémalong-Al7, DZA315.16, F83005.5,
F83005.9, TN1.11, TN1.21, TN6.18, et TN8.3) dérsvéke populations naturelles et ayant fait
I'objet d’une cartographie génétique ont été wais pour explorer la variabilité génétique relaéive
quelques caracteres de fitness. Trois cycles ssiteele stress hydrique ont été appliquésen période
reproductive. Cette derniere est considérée corarplis sensible a la sécheresse pour cette espece.
Les résultats obtenus ont révélé une trés granuoddaé genétique entre les lignées étudiées| que
que soit le régime hydrique appliqué. La compargigmtre les moyennes obtenues en condition
stressée avec celles de la condition non streagéés en évidence une diminution considérable (5-
74%) pour la plupart des caracteres étudiés, notarpour le poids total des gousses, le nombre
total de gousses et le nombre total de grainegquasse. Parmi les lignées contrastantes en réponse
au stress hydrique il y a la lignée TN1.11 et A17.

Dans une deuxieme expérimentation, nous avonséitifi population RIL LR7 (Population de
lignées recombinantes), issue du croisement ezgrddux lignées TN1.11 x A17, pour entamer une
analyse QTL. L’'analyse a été faite sur des caresteé¢gétatives notés avant I'application du stress
hydrique (avant floraison) ainsi que sur des carastde fithess (condition non stressante et sous
déficit hydrique).

Un total de 49 QTL, expliquant entre 6 et 38% dedsdation phénotypique ont été détectés. Tous
les chromosomes sont impliqués a I'exception dormmsome 6. Le nombre le plus élevé se trouve
sur le chromosome 7(16 QTL) qui rassemble des (ffrésentant des caracteres notés dans
différentes conditions et qui co-localisent ensemhk LOD score le plus élevé (21.7) a été trouvé
pour la date de floraison (chromosome 7) avec aniance phénotypique de 38%.

Dans cette étude, aucun QTL majeur spécifique a coreition hydrique n’a été détecté.
Cependant, les résultats obtenus ont montré qu@Tésrelatifs aux caracteres de fitness étaient
nombreux avec de petits effets additifs suggéram la réponse a la sécheresse est régie par
plusieurs genes avec des effets faibles. Ceci gquelgue plusieurs QTL doivent étre manipulés en
méme temps par le sélectionneur, pour obtenir yadatnsignificatif.

Mots clés: Medicago truncatla, RIL, QTL, fitness, sécheresse.
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ROS:
SIM:
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SSR:

Advanced back-cross QTL analysis
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Composite IntahMapping
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Genome-wide association study

Logarithm of the odd score
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Introduction générale

Introduction générale : Contexte de I'étude et présntation des objectifs

Les modeles climatiques prédisent une augmental®na gravité et la fréquence de la

sécheresse dans les 50 prochaines année®t{@b2012). Ce changement est particulierement
difficile pour les plantes, car elles doivent éae mesure de faire face a des fluctuations
environnementales importantes, tout en conseneamtdéveloppement (Kooyers 2015). Ainsi,

pour les plantes cultivées, la disponibilité dead'eest lI'un des principaux obstacles a leur
croissance. Développer des cultures plus toléramiedeéficit hydrique, tout en maintenant une
bonne productivité, deviendra une exigence esskenpeur I'amélioration de I'agriculture dans

le XXle siecle (Boyer, 1982).

Depuis des années, une multitudes de recherchest@ifaites pour disséquer le comportement
des plantes vis-a-vis des stress liés a la séawe(ksvitt 1980; Ludlow 1989; Blum 1996, 2011,
Blum et al. 2005; Cattivelliet al. 2008; Tardiewet al. 2014). Mais alors que les mécanismes
physiologiques et les aspects génomiques contrédamésistance des plantes cultivées a la
sécheresse ont été intensément étudiés, moinglterches ont examiné les bases génétiques de

I'adaptation a la sécheresse des populations fatuf€ooyers, 2015).

Les populations sauvages constituent un granduvdseate diversité génétique et phénotypique
et peuvent étre, par conséquent, une bonne sowrge découvrir de nouveaux meécanismes
d'acquisition de résistance a la sécheresse (Amuetsal, 2011). Dans la pratique, de trés bons
résultats ont été obtenus sur des plantes culteésur introduisant des caractéeres de résistance
a la sécheresse par des croisement avec des esppegsntées sauvages (Bartels and Sunkar,
2005).

Les plantes méditerranéennes ont appris a faieergulierement aux stress dus a la sécheresse
et ont développé une multitude de caractéristiguesgphologiques, anatomiques, biochimiques
et physiologiques qui leurs permettent de s’adagttete survivre dans les conditions difficiles
(Tattini and Loreto, 2014).

L’espéceMedicago truncatulaqui vit naturellement dans les milieux arides @nsarides du
bassin méditerranéen peut étre considérée commespere adaptée a la sécheresse et un
modéle expérimental idéal pour faire avancer nodrepréhension des mécanismes moléculaires
qui permettent aux légumineuses, et aux plantegénéral, de s’'adapter et de tolérer la
sécheresse (Zhamgal, 2014).



Introduction générale

Les Iégumineuses représentent la deuxieme pluslgriamille aprés les graminées en matiere
d’'importance pour l'agriculture. Leur importancejaud’hui est due essentiellement au fait
gu’elles constituent des modeéles de plantes, imptas pour I'étude de la physiologie, de la
génomique, l'interaction plante-microbe, l'agriatdt durable, la production alimentaire, la

sécurité et la production de bioénergie renouveldhlet al, 2012).

Cependant, bien que plus de 20 000 especes cemstitette famille (Doyle and Luckow, 2003),
deux seulement ont été choisies pour servir de lesdgour la recherche expérimentale :
Medicago truncatula et Lotus japonic(Shoiet al, 2004). L’'objectif majeur a travers ce choix
était d'intégrer les connaissances tirées de &étleas génomes de ces plantes modeéles pour
améliorer les performances agronomiques des esp@idges économiquement importantes
(Young and Udvardi, 2009). En effet, des rechercbesntes ont permis de mettre en évidence
une synténie entre les légumineuses modeles espExes de légumineuses cultivées comme la
luzerne WMedicago sativg le tréfle rouge et blancT(ifolium pratenseet T. repens
respectivement), le poiPisum sativury) le pois chiche Gicer arietinun), la lentille Cens

culinaris), et la féveroleVicia fabg (Younget al, 2005 ; Young and Udvardi, 2009).

Le choix deMedicago truncatula été dicté par plusieurs raisons trés importadietie espece
dispose d'un génome de petite taille (500-550 Mbrganisation simple, facile a manipuler
(Barkeret al, 1990). C’est une espéce annuelle, diploide (2netL&dutogame, elle a un cycle de
vie court et produit des gousses et des grainebendance (May and Dixon, 2004) et rentre en
symbiose avec les rhizobiums. Elle dispose ausghed’diversité génétique naturelle tres
importante, adaptée aux différentes situationsrendementales (Bataillon and Ronfort, 2006 ;
Ronfortet al, 2006).

Contrairement aux plantes résistantes aux strest&iees, dont les caractéres sont souvent
monogéniques, les réponses des plantes aux shietig@es sont génétiquement plus complexes
et sont multigéniques, donc plus difficiles a colgr et a manipuler (Vinocur and Altman,
2005). L’évolution de la génomique et de la biomiatique offrent de réelles opportunités pour
disséquer les caractéeres intervenant dans la hakera la sécheresse, puis utiliser des approches
génomiques pour sélectionner des plantes avec lddssafavorables aux géenes sous-jacents
(Okono et al, 2013). L'utilisation de la technique de détectide QTL, constitue I'une des
approches retenues pour comprendre le déterminggmeétique de la tolérance a la sécheresse
chez les plantes (Vinocur and Altman, 2005) surfmuir les caracteres de rendement (plantes

cultivées) et/ou de fitness (plantes sauvages).
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Dans ce contexte, I'objectif de notre thése edldtiifier les déterminants génétiques (QTL)
pour des caracteres de fitness dilerlicago truncatulan réponse a un stress hydrique cyclique
et progressif de fin de cycle (post floraison) epleitant la variabilité génétique naturelle

existante. La démarche développée consiste a :

» décrire la variabilité génétique existante pour dasacteres de fitness en réponse a un
stress hydrique chez quelques lignéeMdé&uncatula(Chapitre II) ;
* rechercher des QTL (Quantitative Trait Locus) pdas caracteres de fitness dans des

conditions de contrdle et de stress hydrique (Gheafi).

La synthése bibliographique (Chapitre 1) rappellena d’abord I'importance d#l. truncatula
comme espéece modele de la famille des lIéguminaisaess ressources génétiques disponibles ;
ensuite les méthodes utilisées pour le déterminigémetique par cartographie de QTL et
exposera des notions importantes sur le stressiglygr les méthodes de I'appliquer et

I'utilisation des QTL pour la sélection a la toléca a la sécheresse.

A la fin du manuscrit, une réflexion sera proposéeles perspectives a venir.



Chapitrel

Synthese bibliographique



Chapitre

Chapitre | : Synthese bibliographique

1. Les légumineuses

Les Légumineuses constituent la deuxieme plus grdawhille botanique apres la famille des
graminées. Elle compte environ 20 000 espéecesrtigpan 3 sous-familles : les Césalpiniées,
les Mimosacées et les Papilionacées (Doyle and dwcR003). Les Légumineuses cultivées
appartiennent aux Papilionacées (Fig. 1) et sertiépant, pour la plupart, sur deux clades : les
Phaseolides, d’origine tropicale (e.g. le $8Jgcine maxle haricot commu®haseolus vulgaris,

le haricot mungoVigna radiatg et les Galégoides d’origine tempérée (e.g. les Basum
sativum la lentille Lens culinaris,la luzerne cultivéeMedicago sativaqui comptent aussi les

especes annuelles du geMedicagodontMedicago truncatula

Tribe Genus Species
Lens L. culinaris (lentil)
‘_ETQH_E Vicia V. faba (faba bean)
(25-29 MY A) Pisum P. sativiern (garden pea)

Y Melilotus M. officinalis (sweet clover)
(37-38 MYA) % 'I'rifulieau_-—E Trifolivm T. pratense (red clover)
- hlcditago—| M. sariva (alfalfa)
v M. rruncatula
S Cicer C. arietinum (chickpea)
Loteae Lotus L. japonicus
Phaseolus P. vulgaris (common bean)
::!1-42 M '4—_[ Vigna V. radiata (mung bean)
—Z———Phascoleac Glycine G. max (soybean)
Papilionoideae (45-50 MY A) Cajanus C. cajan (pigeonpea)

Fig. 1 : Relation phylogénique entre les tribus, genrespéees de la sous-famille des
Papilionoidae(Choiet al, 2004)

Les Iégumineuses (Fabacées) représentent l'uradesst végétaux les plus importants, tant du
point de vue de la biologie et de I'écologie fon@amale que du point de vue agronomique et
environnemental (Journet al, 2001). Les Légumineuses ont une particularitéolgique trés
importante qui se manifeste par leur aptitude sse@er a des bactéries du sol (Rhizobiacées),
pour former des organes symbiotiques racinairesjdsités" ou "nodules”, au sein desquels ces
bactéries transforment I'azote atmosphérique erfamee assimilable par la plante (Myloera

al., 1995), comme elles peuvent s'associer a des d¢aoms symbiotiques pour former des

endomycorhizes (Gianinazzi-Pearson, 1996).
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Les Iégumineuses peuvent aussi avoir des interectiwec des pathogénes et des ravageurs
(insectes, nématodes), former des graines pro@agms, produire des métabolites secondaires

spécifiqgues a grand intérét pharmaceutique (&edl., 2001).

Les légumineuses constituent une source tres immerten protéines végétales utilisées pour
I'alimentation humaine et animale. Elles représengussi une source importante d'azote et
jouent par conséquent un role essentiel a la fais da structure des écosystémes et dans la
réalisation de l'agriculture durable, dans le moedéer (Ditaet al, 2006). Elles permettent
aussi une économie de dépenses due au fait quiiekbed I'azote atmosphérique, réduisant ainsi
le besoin d'engrais chimiques, tout en améliorargrbductivité globale des cultures. Dans les
systémes agricoles, les légumineuses sont souvdisesl comme une interculture «inter
cropping » (par exemple, combinée avec des cejealiesnixture « mixed cropping » ou dans
les rotations des cultures (Hauggaard-Nielsen et &008). Ces pratiques d’utilisation des
légumineuses ont pour résultante la diminutionrdeageurs, des maladies et des populations de
mauvaises herbes (Perrin and Phillips 1978). Eflesmettent aussi I'amélioration de la

productivité et les revenus des petits exploitagticoles (Zorn and Lips 2016).

2. Le genreMedicago et 'especeM. truncatula
2.1. GenreMedicago

Le genreMedicagoappartient a I'ordre ddsabales superfamille des Légumineuses, famille des
Fabaceaeet sous-famille deBaboideae Le genreMedicagofait parti de la tribu de$rifolieae

qui comprend la majorité des légumineuses fouresgtampérées, comme la luzerne cultivée et
le trefle, et qui est phylogénétiguement prochéadebu desVicieaincluant les Légumineuses a

graines (Fig. 2) comme le poB.(sativun et la féveroleVicia fabg (Doyle and Luckow 2003).

Le genreMedicagoest tres proche des genidslilotus et Trigonella. Il a été classé sur la base
de la morphologie des gousses et des graines dnegs@us-genres (Fig. 2)Orbicularia,
Medicagq Lupularia et SpirocarpogqLesins and Lesins, 1979).

Originaire du croissant fertile, le genvéedicagoa conquis tous le bassin méditerranéen et ces
environs steppiques (Delalaneteal, 2007). Puis les autres continents, en particlifenérique

et 'Australie.

Soutenues par des programmes nationaux ou intemaaitt, différentes accessionsMedicagq
originaires de leur centre d’origine ou bien dadecentres de diversité, ont été collectées suite a

plusieurs prospections.
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Un total de 9 453 populations a été répertorié laubase des quatre principales collections
(SARDI, INRA, ARS-USDA et LILM-CBBC): 5703 popuians de M.truncatulag 2 887
populations deM. littoralis and 863 populations dd. italica. L’'espéceMedicago truncatula
représente a elle seule 60,4% des 3 espéces éebect

Genre Medicago
I

T
Sous-genre

[ I
Sous-genre Sous-genre

|
Sous-genre

Lupularia Orbicularia Medicago Spirocarpos
Pérenne Annuelle
I .
Section Section
Falcago Pachyspirae
|
%/ L L
_ S0 xIET 2
Sous-section e o '3 g LT
Falcatae %§§ g;‘-’e‘gg%
- L i
2xetdx ~=sExS8ZE
s ==

M. falcata
M. sativa

M. glomerata
M. glutinosa
M. prostrata

Fig. 2 : Taxonomie du genmledicago Tiré de Pierre (2008)

2.2. Caractéristiques de I'espéch!. truncatula

C’est une espéce velue, a port variable, souverstngr, de taille intermédiaire (15 a 80 cm). Le

pédoncule est plus court que le pétiole (Fig. 3)rdtorescence porte de une a cing fleurs jaunes
groupées en racemes (Lesins and Lesins, 1979folieles de 8 a 15 mm de long et 7 a 12 mm

de large, les stipules sont dentées (Small, 2QJks.gousses sont cylindriques (7 - 12 mm de
diamétre), glabres, trés dures, a spires (3.5 joi@jives et serrées, aux épines recourbées,
souvent perpendiculaires au plan des spires. EtlaSennent de trois a douze graines. Le poids
de 1 000 graines varie de 3.3 a 6 g (Pierre 2008).

C’est une espéce qui se caractérise par une bolgrarice a la sécheresse et a la salinité et

pousse dans une large gamme de sols et de cosdiimuironnementales (Huguet and Prosperi,
1996).

M. truncatulg comme toutes les espéces annuelles du déedecagg a un tres grand potentiel
agronomique. Elle peut étre cultivée pour attériediet de I'érosion sur les sols et améliorer
leur fertilité, mais aussi comme ressource foumadpvernale tres importante (Abdelguerfi and
Abdelguerfi-Laouar 2004). Son intérét agronomiqtui@’autant plus important qu’elle peut se

ressemer spontanément dans la nature. Ces grasatutes peuvent persister longtemps dans le

7
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sol lui permettant une installation permanente,nbedaptée aux différentes conditions

climatigues méditerranéennes (Nueesl, 2008).

Dans les climats méditerranéens, la croissancétatdge se produit principalement a la fin de
l'automne, en hiver et au début du printemps; si@gstempératures fraiches; et avec de courtes
photopériodesl.a floraison a lieu au printemps et les plantesissént a la fin du printemps ou
au début de I'été (Garmier et al. 2017).

M. truncatulaest une espéece qui vi sur des sols de différesttestures, allant des sols sableux
aux sols limoneux (Abdelguerfi et al. 1988; Smalll2). C’est une plante adaptée a des
précipitations allant de 250 a 600 mm par an, tegsagénéralement en milieu d’hiver et au
printemps. Par contre, en Algérie, elle se dévedoplans les régions qui recgoivent des
précipitations comprises entre 150 et 450 mm etfréguence augmente avec laltitude
(Abdelguerfi et al. 1988). C’est la plus importamtgpece annuelle utilisé comme fourrage en
Australie dans le systeme ‘leyfarming’, couvranigptle 4.5 millions d’hectares (Pearsiral,
1997 in Small, 2011). Un rendement en graines de plus 8801Kg/ha pour le cultivar
‘Jemalong’ a été réalisé dans une zone littoral@dlgerie (Kernick, 1978n Small, 2011). En
France, elle est utilisée avec d’autres medics pestaurer la fertilité des terres marginales et

comme source en fourrage hivernales (Huguet anspBrip 1996).

2.3. Le choix deMedicago truncatula comme modele des légumineuses

L’espéceM. truncatulaa été proposée pour la premiére fois par Baeteal. (1990) comme
espece modele pour I'étude de la génétique moléeuda I'association symbiotique rhizobia-
légumineuse. Le choix a été porté sur le cultivastralien Jemalon comme premier objet
d’étude. Le choix de Jemalon qui est largementiv@ulen Australie comme fourrage a été
principalement dd a la forte faculté de régénénatio vitro (Barker, 1990). L'especé.
truncatula (2n=2x=16) est diploide et autogame. Elle possadeyénome relativement petit
(~500 mpb) et un cycle de vie tres court qui eshdiron 3 mois en conditions de jours longs
(Barkeret al, 1990). Ces caractéristiques intéressantes ooti&vle choix deM. truncatula
comme espéce modéle a la place de I'espéce culivésativa (luzerne) qui est allogame,
pérenne et autotétraploide. Ces caractéristiquestigées, de reproduction..., ont permiMa
truncatula d’étre I'outil idéal pour les analyses moléculairet génétiques. Elle a l'avantage
aussi d’étre du point de vue phylogénigue plus peodes principales Iégumineuses cultivées
(Choi et al, 2004). En effet, elle présente un fort degré ydeénie avec la luzernédgedicago
sativg, le petit pois Pisum sativur)) le pois chiche Qicer arietinun) et le lotier [otus

japonicag, ainsi qu'avec le soja et les difféerentes espéhtegenrePhaseoleagChoi et al,
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2004 ; Younget al, 2005 ; Rispaikt al, 2010 ; Cruz-lzquierdet al, 2012). Ceci a renforcé la
possibilité de transferer les résultats de carfugea obtenus chez cette espéce modele sur

d’autres especes qui ont un intérét agronomiquermt|a taille du génome est plus importante.

La premiére carte génétique publiéeMetruncatulaa été développé par Thoquettal. (2002)
en utilisant deux lignées homozygotes sélectionadgetir de Jemalong (J6) et de la population
naturelle Algérienne DZA 315 .

Medicago truncatulaest aussi une espéce trés appropriée pour comprdesl interactions
plantes - environnements. Parmi les stress quietntetudiés, il y a le stress salin qui a fait
I'objet de plusieurs études siM. truncatula(Merchanet al, 2007 ; Arraouadet al, 2010,
2012 ; Zahafet al, 2012 ; Foroozanfaet al, 2014), le stress lié au déficit hydrique (manque
d’eau) (Vandecasteett al, 2011 ; Badret al, 2011 ; Zhangpt al, 2014 ; Kanget al, 2015) et

le stress au froid (Aviat al, 2013a), ainsi que d’autres stress biotiques @eh, 2013).

2.4. Développement végétative et reproducteur

L’espéceM. truncatula a été tres bien décrite a travers différents tra@jemelet al, 2005 ;
Wang and Grusak 2005 ; Moreatial, 2007), ce qui a permis de mieux comprendre lagest
de son développement et de sa croissance. Cesxrawa permis de caractériser les feuilles, les

tiges, les organes reproducteurs, les gousses gtdmes.

Les stades veégeétatifs sont décrits par le nombrieul#es trifoliolées déployées par axe ainsi

que par le nombre d’entre-nceuds (Fig. 3).

Les stades reproducteurs (Fig. 3) sont quant adéterminés par (i) I'identification de la
position du premier nceud reproducteur pour chagwe et (i) le nombre de nceuds
reproducteurs par axe (Moreatal, 2006). Cette méthode de notation a 'avantageetdmettre

une caractérisation phénotypique plus compléte rgu’asimple description a I'échelle d’un

organe individuel. (Pierre, 2008).
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(2)

Fig. 3: Morphologie deM. truncatula

(1) Phyllotaxie de l'axe principal et dispersionsdeamifications primaires (BO a B2) et (2) Cod
décimal pour noter le développement végétatif @éhinlde développement des stades reproducteurs

(a) 0.25 :les trois feuilles trifoliolées sépar@tdes bords de la feuille, (b) 0.50 : les borddaléeuille
trifoliolée centrale forment un angle de 90°, (¢J®: les bords de la feuille trifoliolée centrébement un
angle obturé, (d) 0.00: le limbe de la feuillefdiiblée centrale est plat, (€) un noeud est considé
reproducteur quand au moins une fleur est ouvéfitedes gousses sur un nceud reproducfBierre,

2008)

\1%

Une autre caractérisation a été établie par Bualtiaet al. (2006) ou la premiére feuille
(unifoliée) porte la notation m1 (premier métaméae3ert de référence pour la détermination du
développement phénotypique de l'espéce. La deuxiéendle (trifoliée) est associée au
métamere m2 se positionne a un angle égale a E60tldet ainsi de suite. Le premier rameau
axillaire se développe parallelement a m4 et ilassbcier a m1 (m1.1 : le rameau secondaire est
identifié par métameére qui le soutien « ml » atpre le deuxiéme code est affecté en fonction
de I'ordre de son apparition « 1 ») (Fig. 4)

Afin de décrire minutieusement I'état de croissaded’organe depuis son apparition jusqu’a sa

maturité, une composante décimale a été propote {Ja

10



Chapitre

Tab. 1: Composants décimales du systeme de nomenclatutgvkioppement de feuille et

organe reproducteur déedicago truncatulgdBucciarelli et al. 2006)

Code Etape de développement de la feuille Code Etape de développement de [I'organe
décimal décimal reproducteur
0.1 Etalement du bourgeon 0.1 Eclatement du boargeo
0.2 Jeune pousse difficile a décerner, visible 0.2| Pétales visibles, verts
0.3 Jeune pousse perceptible, petite 0.3 Pétalides, jaunes (fermés)
0.4 Brin plié, pétiole visible 0.4 Pétales ouverts
0.5 Jeune pousse entre ouverte 0.5 Pétales sétgscen
0.6 Jeune pousse plus qu’entre ouverte 0.6 Golsibev
0.7 Jeune pousse presque entierement ouverte 0{7 uss&petite (1-5 mm de long)
0.8 Jeune feuille entierement ouverte, verte 0.8 usS® moyenne (> 5 mm de long), vertes
0.9 Jeune feuille entierement ouverte, bleu- 0.9 Gousse de taille compléete, marron
vert
T
7\’-ms

mb

Fig. 4 : Diagramme schématique déedicago truncatulgillustrant le systeme de codage de la

nomenclature numérique.les métaméres sont coloifédredhment le long de la pousse

principale et des pousses axillaires ; la positi@pparition des fleurs est indiquée avec un « F »

les structures qui patagent la méme couleur agsmat simultanément (Bucciarelli et al. 2006).
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3. Ressources biologiques et outils disponibles ehikledicago truncatula pour I'étude du
déterminisme génétique

3.1. Diversité naturelle disponible cheMedicago truncatula

Medicago truncatul&GAERTN est décrite par Lesins and Lesins (1979)rmertant une plante
d’origine méditerranéenne, qui a été naturalisées dbautres pays du monde en suivant les flux
migratoires européennes. Elle est originaire ducisSant Fertile » recouvrant la Turquie, I'lrak,
I'lran, le sud du Caucase et les pays méditerranéeritrophes. C’est une plante opportuniste,
qui a su coloniser les espaces ouverts et ellegimijualifié de population éphémere (Bataillon
and Ronfort, 2006). Elle est présente dans despmsttrés variés (Prospeti al, 1993). Bien
gue M. truncatula soit autogame, il existe une forte variabilité €#aque au niveau de cette

espece, due notamment a sa dynamique de dispéroafortet al, 2006).

Plus de 5 700 accessions ont été recensées etaesdans les principales collections et centre
de ressources biologiques : AMGRC-SARDI, INRA, ARSDA, LILM-CBBC et Samuel
Roberts Noble Foundation (http://www.noble.org/MedjoHandbook, 2006). Ces accessions
sont principalement issues d’Algérie d 'Espagneidamce, de Grece, du Maroc, du Portugal et
de Tunisie. Afin de préserver l'intégrité géenétigde ces accessions naturelles et variétés
cultivées tout en conservant un nombre restreintgélieotypes, une core-collection a été
constituée de 346 lignées fixées issues des dolectaustraliennes (AMGRC-SARDI) et
francaises (INRA Montpellier). Ces lignées ont ét€enues en raison de la diversité de leur
origine géographique et de leur diversité génétigfueiée a partir de marqueurs microsatellites
(Ronfortet al, 2006).

La prospection réalisée, en Algérie, en 1988 pBGIC, I'INRA Montpellier et I'INA El Harrach
(actuellement ENSA) (Abdelguerfi 2002), a permisctdlecte de 110 populations dans tout le
pays au nord de la zone steppique, afin de coawrimieux la variabilité des conditions de
climat et de sol (Garmier et al. 2017). Certaingasdes algériennes de cette collection sont
intégrées dans le projet HapMap (Carte Haplotypai,le biais de 'INRA Montpellier, sur le
séquencage dd. truncatulg en vue d'explorer la génétique de la symbioser@geuse sachant
gue M. truncatula est I'espéce modeéle des légumineuses. L'étudeédante deMedicago
truncatuladonnera un apercu sur I'évolution des symbioseslitennes (Young et al. 2011).
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Il est a noter, qu'une prospection a été réalisd®fb, en Algérie, sur lddedicagopar I'INA
(actuellement ENSA). Deux cent deux (202) sitesalkecte ont été visitédd. truncatulaa été
I'espéce la plus fréquente, apMspolymarpha(Abdelguerfi 1976, 1978, 2002). Cette espéce a
une large dispersion en Algérie, elle s'adapte fiérdnts types de sols et sous différentes
pluviométrie (Abdelguerfi et al. 1988; Abdelgue®02). La collection dé/. truncatula (81
populations) fait I'objet d'une étude morphologigoleénologique et moléculaire est cela depuis

2012 dans le cadre d’'un projet Tassili et d’'unerbeudrrofas.
3.2. Analyse du déterminisme génétique par cartogpdie de QTL

Cette partie présente une revue des méthodeseasiligour la détection de QTL par analyse de

liaison.
3.2.1. Cartographie des QTL

La plupart des caracteres d'intérét agronomiquasafteres quantitatifs) sont polygéniques (plus
complexes) comparés aux caractéres mendéliensigars qualitatifs) qui sont contrélés par un
géne ou deux. lls existent des interactions fagtdse ces genes : soit entre des alleles du méme
locus (dominance) soit entre différents loci (égsst) (Meiss, 2006). Les méthodes classiques de
sélection ont révélé que la tolérance au stresgidqua est exprimée par des caracteres
quantitatifs, ce qui rend la sélection génétigeeasvis du stress hydrique trés complexe (Bartels
and Sunkar, 2005).

Le principe de la cartographie est de localisedlamus (ou groupe de locus) dont la variation
allélique est associée a la variation d'un caractgrantitatif. Ce locus (ou loci) s’appelle locus
de caractere quantitatif ou QTLQuantitative Trait Locus. La présence d'un QTL est conclue
qguand sont observées des differences phénotypsigiesicatives entre individus qui ont hérité

différents alléles, liées a des marqueurs, de lgamsnts (Roldan, 2011).

Le principe de base de la cartographie des QTLredativement simple et consiste en deux
étapes (Liu, 1998):

1. Construire une carte génétique dense de I'ensedibgénome, en se basant sur les
fréequences de recombinaison entre les différentsjuears moléculaires répartis sur les

chromosomes (groupes de liaisons).

2. Rechercher la présence de corrélations sigtifesaentre les valeurs phénotypiques
(enregistrées) du caractére et I'état alléliqueltigue marqueur moléculaire (neutre). Si

la corrélation est positive cela indigue qu’uneisdgdu chromosome qui est proche du
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marqueur doit contenir un loci a effet quantitd@TL). Cette corrélation sera d’autant

plus forte, que :

i) le QTL recherché est proche du marqueurs madéeylc’est a dire en fort

déséquilibre de liaison avec le marqueur ;
i) le QTL a un effet important sur le caractere.
La cartographie des QTL nécessite donc 4 « ingnéslie (Meiss, 2006) :

1) desmarqueurs moléculaires polymorphes couvrant, si possiblet E@génome pour

construire unearte génétiqueet pour établir des liaisons avec des QTL,
2) Des mesures d’'uraractere phénotypique recherchg

3) unepopulation d’étude en ségrégation pour le caractére recherché et deguaurs

moléculaires,

4) desoutils statistiquespour trouver des associations entre les étatscpléd liées aux

marqueurs et les valeurs du caractéere phénotyidpergeet al, 1997).
3.2.2. Marqueurs moléculaires

Un marqueur génétique peut étre défini comme ure geénune séquence polymorphe d'ADN ,
facilement détectable grace a son emplacement ceonde chromosome .Ces marqueurs
peuvent étre utilisés pour différencier les indixddles espéces, les genres, les variétés,... (Pace

et al, 2013).

Un marqueur moléculaire, devrait idéalement pré&sdes caractéristiques suivantes (Sangbni
al., 2000) :

i) Etre polymorphe, c'est a dire posséder plus d’un alléle dans lulation
étudiée.
i) Etre codominant, ce qui signifie qu'un hétérozygote peut étre &hcié des

homozygotes c'est-a-dire absence d’interactioa iottus.

iii) Non épistatique c'est-a-dire que son génotype peut étre lu arpdet son
phénotype quel que soit le génotype des autres I@hsence d’'interaction inter
locus).

iv) Etre neutre, c'est-a-dire que son polymorphisme est sans gtfifeta variabilité

phénotypique.
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V) Etre insensible au miliey c'est-a-dire le génotype peut étre inféré a pdci

phénotype quel que soit le milieu.

De nombreuses techniques de marquage moléculaime agourd’hui disponibles, et de
nouvelles sont régulierement publices (De Vienn®98). Deux dentre elles sont
particulierement utilisées actuellement : lesicrosatellites et les <single nucléotide
polymorphisms »(SNP). Les microsatellites ou SSRSknple Sequence Repeatssont
constitués de répétitions en tandem de motifs matig-tri- ou tetra nucléotidiques. Les plus
courants sont (A)n, (TC)n, (TAT)n, (GATA)Nn, etcg Valeur de n pouvant aller de quelques
unités a plusieurs dizaines. A la différence deR,3& SNP ont des polymorphismes concernant
une seule base d’ADN. DQ aux faibles taux de mantaiis sont le plus souvent bialléliques. Les

SNP sont extrémement nombreux et leur génotypa@tment automatisable.
3.2.3. Carte génétique

L’établissement des cartes génétiques exige Batilbn des marqueurs moléculaires a base
d’ADN tels que : Restriction fragment length polymploism (RFLP), amplified fragment length
polymorphism (AFLP), random amplification of polympbic DNA (RAPD), cleaved amplified
polymorphic sequences (CAPS) et simple sequenceatefsSR, microsatellite) (Dolferus,
2014).

L'utilisation de nouvelles technologies comme lesarqguers DArT (diversity arrays
Technology) (Jaccoud et al. 2001) et les marqu@&Ng® (single nucleotide polymorphism
markers) (Dudley 1993; Mohan et al. 1997; Mammaelbal. 2012) ont permis la construction
de cartes génétigues denses. L'identification demqueurs SNP a été boostée par la
disponibilité du séquencage génomique de plusigarges cultivées. Par exemple 160 000 SNP
ont été identifiés dans les fractions non répéside 20 differentes variétés de riz (McNally et
al. 2009). ChezM. truncatulal,8 million SNPs ont été identifiees alors que rpas SSR
seulement pres de 600 marqueurs ont été identiesget al, 2015).

Une carte génétique est élaborée par I'ordonnamteteemnarqueurs grace a l'analyse statistique
de leur ségrégation au cours des générations. pflemettent ainsi de situer dans l'ordre les
positions relatives des marqueurs les uns par rggpa autres. Les distances se mesurent en
centiMorgans (cM) et la construction de la cartdigisons génétiques s’appuie sur I'estimation
du taux de recombinaison entre tous les locusdmisx a deux. Deux marqueurs sont d’autant
plus difficilement séparables que leur taux de mdmioaison tant vers le 0. Au dela de 50% de
recombinaisons les marqueurs ne sont plus sureenggoupe de liaison (Chromosome).
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L’objectif recherché en élaborant une carte génétigst que tout point du génome soit lié au
moins a un marqueur ( bonne répartition). Dansaseon dit que la carte génétique est saturée.
Cette opération est indispensable pour assureragerche de QTL qui couvre I'ensemble du
génome. Pour construire une carte saturée il faginanter le nombre de marqueurs, ce qui a
pour conséquence de relier des groupes indépenglasds’'a ce qu’il y ait autant de groupes de
liaison que de chromosomes, et plus aucun margaelé (Santoniet al, 2000) . lorsqu’une
carte n'est pas saturée, on obtient en générabadrmeux groupes de liaison de petite taille et
des marqueurs isolés (De Vienne 1998). Dans ldelb truncatula, si les marqueurs sont bien
réparties sur le génome , 50 marqueurs sont saffispour faire une analyse QTL (L.

Gentzbittel, communication personnelle, 18 juin201
Les principaux criteres de I'élaboration d’'une eagénétique sont :

(i) développer une population de cartographie gmpte, souvent issue d’'un croisement
entre deux lignées pures (F2, lignées recombinai@sk-cross, ...). La taille de la

population peut varier de 50 a plusieurs millieisdividus (Mohanet al, 1997) ;
(i) choisir un type de marqueurs moléculaires adég

(i) rechercher le polymorphisme chez les deuxepts avec les marqueurs moléculaires

choisis puis génotyper la population de cartogmpiiec les marqueurs polymorphes ;

(iv) faire des analyses de liaisons qui se basentles calcule des fréquences de
recombinaisons entre marqueurs, établir les grodpdmison, estimer ensuite 'ordre et

les distances des marqueurs sur la carte génétique.
3.2.4. Populations en ségrégation

Il existe plusieurs types de structures de popandatiqui sont utilisés pour la cartographie de
liaison. On peut citer les lignées recombinantessanguines (RILS), des lignées consanguines
de rétrocroisement (BIL), des lignées de rétroemisnts avancés (ABL), et des lignées

haploides doublées (DH).

Le croisement entre deux parents (lignées puresirasiants produit des individus F1, tous
identiques et hétérozygotes pour tous les locustdiya des alléles différents (Fig. 5). Il faudra
par conséquent, choisir autant que possible, dentsasuffisamment éloignés génétiguement
pour que le nombre de locus polymorphes ne soitipgignt. Les meilleurs résultats devraient
donc étre en théorie obtenus dans des populatemges de croisements entre des lignées

génétiquement distantes, pour lesquelles on magitaiprobabilité d'observer de la variabilité
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aux locus (Gallais and Rives, 1993). Mais, dargdique, le choix des génotypes de départ est
le plus souvent fait sur la base de I'observatierladdiversité phénotypique pour le (ou les)
caractére(s) d'intérét (s).Trois types principawx mbpulations de cartographie peuvent étre
dérivé d'un tel croisement : celles permettantd&ca la phase haploide, les populations F2, et
les populations de lignées recombinantes.

Les populations qui nous intéressent dans notre szag les populations de lignées
recombinantes (RILs). Ces dernieres sont obtenuwss I croisement de deux parents
homozygotes contrastés pour le caractere d’intévétie par des autofécondations successives a
partir d’individus F2 (Fig. 5). A chaque génératiam seul individu est choisi, qui sera a
I'origine de la génération suivante par la méth&®D (Single Seed Descent ou descendance
monograine) pour atteindre des lignées homozyd&@seet al, 2013).

Il |
Parents [ |
N,

——— T

Lignees recombinantes

|

!
i

| |

Fig. 5: Lignées recombinantes : Chaque paire de chromassaim&matise la structure du
génome d’une plante. Les portions (noires ou blesicreprésentent les contributions des lignées
parentales (Burr and Burr, 1991)
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—
— T —
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Ce processus récurant a trois conséquences gagetigportantes (De Vienne, 1998):

« Comme a chaque génération d’autofécondation, chiaque hétérozygote a une chance sur
deux d'étre fixé, 'nétérozygotie moyenne du génatéeroit rapidement, au rythme de"./2
n étant le nombre de générations depuis daBh F, 93.75 % du génome sont fixés
(homozygote), 96.88 % eny P8.44 % en F;

» Les différents individus d’'une famille issue d’umdividu F, aprés n générations sont tous
génétiquement identiques et présentent une hégmbeyrésiduelle correspondante a la
génération n-1;

* Par méioses successives, plusieurs recombinaisohsntervenues, et chaque famille issue

d’un individu R, a fixé une combinaison allélique particuliere s déférents locus.

3.2.5. Phénotypage d'une population

Phénotyper une population consiste a attribuerawie des lignées recombinantes (RILS) la
valeur mesurée d’'un caractére étudié. |l y a bagucke caractéres des étres vivants qui varient
de maniere continue. lls sont pour cette raisorsséls comme ‘caractéres quantitatifs’ ou

complexes et ont pour caractéristique d’étre détempar un grand nombre de genes, ce qui
autorise I'existence d’interactions fortes entre genes : soit entre des alleles du méme locus

(dominance) soit entre différents loci (épistagidi)l and Mackay, 2004)
3.3. Modeéles et outils de recherche des QTL

L'objectif a travers la recherche de QTL est desd@étner les zones chromosomiques qui ont
une influence sur I'expression des différents daras quantitatifs étudiés. Le principe de
détection des QTL se base sur la recherche systgrmale déséquilibres de liaisons entre les
locus marqueurs et locus contrdlant les caractprastitatifs (De Vienne, 1998). Des marqueurs
dont la ségrégation des alleles dans la descendfaicaessortir une liaison statistique

significative avec la valeur phénotypique d’'un cégee donné chez les individus.
3.3.1. Méthode de détection marqueur par marqueur

C’est une méthodes qui a été formalisée par Setlal. (1976). L'analyse est réalisée en modele
linéaire qui permet de rechercher par analyse dieanae ou régression multiple, une relation
entre le génotype de chaque locus marqueur et lBurvghénotypiques (observations) du
caractére quantitatif considéeré. En effet, pourqaeamarqueur, il est possible de classer les
individus selon l'alléle qu'ils portent (classesngéypiques) et calculer par la suite les moyennes
pour chaque groupe. Les différences significatiggéglles existent, entre ces moyennes seront
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déterminées suite a une analyse de variance. litextioin de I'effet du génotype au marqueur
passe par la présence d’'un QTL polymorphe génétigotlié a ce marqueur. Cette approche est
simple et robuste mais si la densité de marqueairiaible, cette méthode est peu efficace pour
I'estimation de la position et des effets des Qddmme elle ne peut pas montrer si un marqueur
est associé a un ou plusieurs QTL a la fois. Eet difest impossible de savoir si le QTL détecté
a un marqueur est un QTL a fort effet, situé laimearqueur ou bien un QTL a faible effet, situé
prés du marqueur. I'avantage majeur de cette tqaenréside dans ['utilisation du modéle
linéaire qui permet une grande souplesse d’anah@@mment en donnant la possibilité
d’'incorporer le design expérimental et des covéemldans l'analyse (essais multilocaux,

interaction marqueur X environnement..etc).
3.3.2. Méthodes de cartographie d’intervalle

La cartographie d’intervalle se base sur 'hypsehgu’il y a un QTL au plus dans lintervalle
qui sépare deux marqueurs, liés avec un taux a@ent@oaison r. Les distances entre marqueurs
sont connues et la position du QTL par rapport maaqueurs est alors déterminée. Avec les
méthodes par intervalle une densité de 1 marqoesrles 10 cM est suffisanpeur capturer les
QTL a I'échelle du génome (Charmet 2011).

3.3.2.1. Cartographie d’intervalle simple (Simple mterval Mapping, SIM)

Cette méthode est utilisée généralement pour téstprésence d'un QTL dans un intervalle

entre deux marqueurs :

- Par le maximum de vraisemblance La méthode la plus utilisée est celle du calcul
du LOD score (Logarithmics of the likelihood oddsio) (Lander and Botstein, 1989).
A chaque position du chromosome (a intervalle iégue 2 cM, par exemple), on
calcule le logarithme décimal du rapport de vraiskamce (présence d'un
QTL/absence d'un QTL).

Probabilité qu'un QTL soit absent a cet endroit dugénome

Probabilité qu'un QTL soit présent a cet endroit dugénome

Par exemple, un LOD score de 2 signifie que lagmés d’'un QTL a un endroit
donné du génome est 100 fois plus probable quedia® de ce QTL.une courbe de
Lod peut etre tracée en fonction de la positionlsgroupe de liaison. Le maximum
de la courbe indique la position la plus probahleQ@IL, a condition qu’il dépasse

un certain seuil (Fig. 6)
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- Par la régression multiple: Cette méthode est semblable a la précédente, et
équivalente en termes de puissance. Elle consistiéisir les testes et les estimations
les modeles de régression linéaire (Haley and Kri&®2). Elle présente en plus
'avantage d’'étre plus facile a généraliser pouautfes types de populations
experimentales.

La principale limite de la cartographie d’inteneakst qu’elle ne permet pas de détecter avec
précision des QTL proches sur le méme chromosotregissant dans la méme direction. Elle

augmente par contre le risque de détecter un sEufghtdme entre les deux.

LOD Score LR7-LB3s2014

T ! : T
0 10 20 30 40 5

Map Position on LG2 (cM)

Fig.6 : Exemple de courbe de LOD obtenue pour la longdeurameau dans le chromosome 2
de M. truncatula En abscisse sont portés les marqueurs le lorapsiumosome, sur une échelle
en centimorgans et en ordonnée la valeur du LODigne horizontale en pointillés représente
le seuil de détection. Les deux lignes verticabgsésentent I'intervalle de confiance du QTL.

3.3.2.2. Cartographie d’intervalle composite (Compsite Interval Mapping, CIM)

Cette méthode a comme principe de prendre les rearsjugénétiques flanquant des QTL
présents dans le génome comme cofacteurs dangdien@ansen and Stam, 1994). En pratique
cela revient a prendre les autres QTL présents ldagénome, représentés par les marqueurs qui

leurs sont poches, comme cofacteurs dans le modelejui réduit la part de la variation
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résiduelle induite par leur ségrégation. L'objeetst de s’affranchir de ces marqueurs au QTL
qui peuvent empécher la détection de QTL prochefeat individuel trop faible, ou de signe
opposés. Cette méthode est intéressante lorsqu@Tdeproches ont des effets individuels trop
faibles, ou de signes opposés, mais n’est pas algtipour la mise en évidence de QTL isolés
(De Vienne 1998)

3.3.3. Parametres estimées lors d’'une recherche @9 L
3.3.3.1. L’intervalle de confiance du QTL (IC)

Il offre une zone centrée autour de la positionaquelle le QTL a été détecté le plus
significativement. Lander and Botstein (1989) pmgient pour définir cet intervalle de
construire cet IC en déterminant les points qurésgntent une chute de 1 LOD de part et

d’autre du sommet de LOD score (Fig.6).
3.3.3.2. L'effet additif du QTL

Il représente un effet génétiqgue di aux allelesy ditéme locus. En d’autre terme c'est la
difféerence d’effet sur la valeur du caractere desxdalleles parentaux en ségrégation (De
Vienne, 1998). Cet effet est exprimé dans l'unitécdractére étudié; de plus il possede un sens
(un signe + ou -), en référence a I'un des deugrgarchoisi arbitrairement, puisqu’il correspond

a l'effet de la substitution d’'un alléle parental fjautre.
3.3.3.3. La part de variation phénotypique (®)

Elle représente le pourcentage de la variation @iypque totale expliguée par le QTL.
Généralement I'estimation de’ Res QTL se fait & partir de la décomposition deddance
phénotypique totale sur les marqueurs les plushesades QTL détectés (Charcosset and
Gallais, 1996).

4. Effet de la sécheresse sur les plantes et lastgigies d’adaptation
4.1. Définition de la sécheresse

Les plantes sont immobiles et dépendent de leuir@mement pour croitre et pour se
développer. Seulement cet environnement est tréabl@ et constitue un défi permanent pour la
plante. Ceci se manifeste surtout a travers ldéérdiits stresses abiotiques que la plante subi tout
au long de son cycle de vie : la lumiére (qualitéheensité lumineuse), I'alimentation minérale
(carences, toxicité, salinité), la températuret@@itempérature, froid) et la disponibilité en eau

(sécheresse, inondations) (Dolferus, 2014). Damadade, il a été estimé que seulement 10%
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des terres arables peuvent étre classées dane¢mma des non-stressées, ce qui implique que
les produits cultivés sur 90% des terres arablamaesent une ou plusieurs contraintes

environnementales (Ditt al, 2006).

L'eau est sans doute la constituante la plus iraptetpour les plantes, car elle représente plus de
90% du poids frais de la plupart des plantes hédm¢{Wood, 2005). Une plante fourragére de
bonne valeur alimentaire est non seulement cogstitllenviron 70 a 85% d’eau mais elle doit
renouveler plusieurs dizaines de fois le volumead'gu’elle contient chaque jour (Durand,
2007). Ainsi, les plantes consomment des centaledgres d’eau pour faire un kilogramme de
matiere séche végétale avec des variations impgesgaelon I'espéce (454 litres pour un mais
grain, 590 pour le blé tendre, 900 pour le so@)Q pour le riz) (Pelletier, 2013).

Les précipitations, sources majeures en eau paumplentes, sont rarement uniformes car
I'ampleur des précipitations et leurs distributiogtsdonc la disponibilité de I'eau a des moments
critiques du cycle de culture, sont devenues impitdles avec les changements climatiques
récents (Fengt al, 2013). En effet, les différents modeles climatgjunontrent clairement que
toutes les régions agricoles subiront la sécher€&seeviratneet al, 2012). Certaines zones
vont connaitre une «saison seche» prévisible tagdes d'autres régions vont connaitre des
périodes imprévisibles de sécheresse. Les régigmsokes touchées par la sécheresse peuvent

avoir des pertes de rendement allant jusqu'a 50péusu(\Wood, 2005).

En Agriculture le terme ‘sécheresse’ désigne unadition dans laquelle la totalité de I'eau
disponible pour la plante, que se soit des prétipits ou par irrigation, est insuffisante pour
faire face a la transpiration faite par la planteiderosa, 2012). La disponibilité de l'eau
représente de ce fait I'un des principaux obstaklesproductivité des plantes et constitue I'un

des principaux facteurs de régulation de la distitim des especes végétales (Boyer, 1982).

En outre, pour le stress hydrique, la sévéritéduege et la période du stress, ainsi que les
réponses des plantes apres un stress, et linteraehtre le stress et d'autres facteurs

environnementaux sont extrémement importants (P2003).
4.2. Réponse des plantes a la sécheresse

La réponse des plantes a la sécheresse et levantodééa la dessiccation est I'un des plus
intéressants phénomeénes de la biologie (Wood, 2@M)e) représente I'un des concepts les plus
ambigués dans la littérature (Bluen al, 2005 ; Tardieu, 2005) et sa définition est foramn

dépendante des méthodes de phénotypage utilisébsrfsa and Salvi, 2006) ; cependant, la
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production de cultures plus résistantes a la séskerreprésente I'un des défis majeurs du XXle
siecle (Wood, 2005).

La tolérance a la sécheresse est un terme gémglaje a la fois aux plantes sauvage et aux
plantes cultivées a travers des caractéres d'attaptqui leurs permettent de faire face a un
manque d'eau (Atwellet al, 1999). Cependant, les plantes font face généesiera des

épreuves qui souvent ne mettent pas immédiatenmepéi la vie des plantes en danger, mais

qui touchent la croissance et la productivité deesei (Claeys and Inzé, 2013).

En situation de manque d’eau, les plantes doivenitelr les pertes d'eau dues a l'environnement.
Pour y arriver elles ont développé un certain n@nibe stratégies d'adaptation. Cependant,
aucune catégorie de plantes n'emploie les mémagégies d’adaptation (Wood, 2005). Au
début les plantes, au niveau cellulaire, tentenmdemiser les effets néfastes du manque d’eau
sur leurs métabolismes, mais avec le temps l'éffiettress devient visible sur le phénotype de la
plante (Yordanowet al, 2000). Les effets de la sécheresse vont de l@énpaorphologique
jusqu’aux niveaux moléculaires et sont palpablesia les stades phénologiques de la croissance
des plantes (Boyer, 1982).

Pour survivre et prospérer au sein des environntmiémités en eau, les plantes doivent
impérativement adapter leurs processus biochimigaesmétaboliques, développer des
mécanismes de protection pour limiter les dommages le protoplasme, instaurer des
mécanismes capables de réparer les dommages ipduils stress, maintenir leur fécondité, et

la liste peut étre étendue (Wood, 2005).

Différentes définitions de la tolérance a la séebse ont été développées ces derniéres
décennies. Cependant, la définition originale ticelle de Levitt (1980) reste valide et offre
une approche rationnelle dans la classification stegtégies qui permettent aux plantes de

contourner les effets négatifs de la sécheresdme(®dsa, 2012).

Levitt (1972) a classé les différents mécanismestoatégies de résistance a la sécheresse en
trois grandes catégories. La premiére consistelzaf@per’ a la sécheresse, la deuxiéme consiste

a ‘I'éviter’ et la troisieme consiste a la ‘tolérer
4.2.1. L’esquive (évasion)

L’esquive permet a la plante de réduire ou d’ammige effets de la contrainte hydrique par un

développement rapide permettant aux plantes dem®duire avant que l'environnement ne
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devient sec (Ludlow, 1989). Ainsi, la date de fisom est souvent le caractéere principal qui est

associé a I'esquive dans les populations de pldredsacées annuelles.

Une floraison précoce au cours d'une saison sesthke @éésultat d'une grande fitness (valeur
sélective), ce qui se manifeste par plus de graomegar des graines de plus grande masse. La
grande variation dans la date de floraison dangdgsilations naturelles a été bien documentée
(Aronsonet al, 1992 ; Kelly and Levin 2000 ; Rowet al, 2006 ; Franket al, 2007 ; Moreatwet

al., 2007 ; Julieret al, 2007 ; Pierreet al, 2008 ; Cruz-lzquierdet al, 2012 ; Dittmaret al,
2014). Dans ce contexte plusieurs études ont déenque la précocité de la date de floraison est
due a une évolution grace a la sélection causéla gécheresse (Franksal, 2007 ; Berger and
Ludwig, 2014). La durée de la phase de florais@résente aussi un caractere majeur pour
'adaptation des plantes a leurs environnementgaeticulier lorsque la période de croissance

est limitée par une sécheresse précoce et desranes élevées (Faroekal, 2009).
4.2.2. L’évitement

C’est la capacité de la plante a maintenir un Btatrique satisfaisant en augmentant son
efficacité d’utilisation d’eau. La stratégie devitement est principalement liée, d'une part, a la
réduction de la transpiration et, d'autre part,n& wptimisation de I'absorption d’eau par les
racines (Poormohammad Kiani, 2007).

La diminution de la transpiration est principalemkée a la fermeture des stomates et a leurs
caractéristiques (Durand, 2007). Elle est ausduentcée par les caractéristiques morpho-
anatomiques des feuilles qui se manifestent pgraundressé de la plante ou I'enroulement des
feuilles pour limiter I'énergie lumineuse incidenta réduction de la taille des feuilles, une

pubescence foliaire dense, une cuticule épaissdjsieis fortement lignifiés, une couche de cire
épicuticulaire, des cellules du mésophile plustpetet moins d’espace entre les cellules, une
réduction de la croissance de la plante, la sénesceu la chute des feuilles des qu’elles ont
atteint 'dge adulte (Bacelat al, 2012 ; Pelletier, 2013). Il s’ensuit une chute’dssimilation

de CQ donc une baisse de production de biomasse (Poamrohd Kiani, 2007).

L’amélioration des capacités d’absorption de I'elausol par le systéme racinaire se mesure a
travers des caracteres comme le taux de croisskeneelume, la profondeur et le poids sec des
racines (Hossairet al, 2016). De maniere générale, les racines chedulpap des plantes

cultivées sont moins sensibles au stress hydrigedas organes aérien. C’est ainsi que, méme si

en conditions seéches les racines poussent moineiignoeur), elles accumulent par contre une
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proportion plus grande de matiere séche que léepaeriennes au volume plus réduit (Durand,
2007).

4.2.3. La tolérance

Une fois le stress hydrique établi, la plante niasde choix et doit faire face en essayant de
retarder, voire de supporter la déshydratationedesltissus (Bacelat al, 2012). Les plantes
vont essayer de tolérer le stress (situations @htisnd’approvisionnement en eau) tout en
gardant leur capacité a croitre, a fleurir et andorun rendement économique (Boyer, 1996).

Les plantes tolérantes a la sécheresse ont dééetmptains mécanismes adaptatifs pour afficher
différents degrés de tolérance, qui sont en granadtte déterminés par la plasticité génétique
(Volis et al, 2015). Les Difféerences de tolérance au stressegistent entre les plantes

pourraient étre attribuées a des differences deivéé des plantes par rapport a la maniere de

perception du stress (Zhu, 2001).

Les plantes tolérantes a la sécheresse sont capible@sister a la déshydratation et compenser
la chute de turgescence par l'ajustement osmot{@ren and Jiang, 2010). Ce dernier se
manifeste en chargeant les solutions tissulairedifédrentes substances dissoutes (sels, sucres,
acides,...). La cellule se met aussi a produire dekcules qui permettent de stabiliser les
protéines (Ludlow, 1989). En effet, la producticasgpéces réactives de I'oxygéne (ROS) sous
stress hydrique peut causer des dommages oxydaiiffipides, a l'acide nucléique de la cellule
et a certains protéines (Baietr al, 2005). Les plantes répondent a l'augmentationR{2S en
produisant des antioxydants non enzymatiques ou fmar défense enzymatique
(les enzymes antioxydantes) pour prévenir ou rédigs dommages oxydatifs du ROS sous
stress hydrique (Tuteja and Gill, 2013).

4.3. Méthodes d’étude et d’application du déficit idrique

Aprés des décennies de recherche sur la fagon ldsntlantes réagissent et s’adaptent a la
sécheresse, de nombreuses pistes intéressantde aentifiées, mais peu de ces connaissances
ont été traduites sur le terrain (Deikmetral, 2012). L'une des raisons qui a été présentée, pou
expliquer ce constat, vient du fait que souventelesais qui sont utilisés sont artificiels et trop
séveres (Lawlor, 2013). Par conséquent, la séydaitdurée et la période pendant laquelle le
stress se produit doivent étre soigneusement déatr§Claeys and Inzé, 2013). D’autre part, les
valeurs d'héritabilité calculées dans les étudeslatb@ratoire surestiment les héritabilités
mesureées sur le terrain et pourraient donc bitaseapacité des especes a répondre a la sélection
(Geber and Griffen, 2003).
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En effet, la plupart de nos connaissances sur fiegssedu manque d'eau sur les plantes
proviennent des premieres études qui se basaientl'exposition des plantes a une
déshydratation sévéere, obtenus, par exemple, granbles feuilles et de les laisser sécher sur le
banc ou en retenant l'eau aux plantes pendant elesirges jusqu'a ce qu'ils montrent un
fletrissement sévere (Claeys and Inze, 2013). Eallpke, d’autres études, provoquant un choc
osmotique, ont été utilisées. Elles ont été réadisn transférant des plantes dans des solutions
déshydratantes contenant des concentrations élépies de 100 mM) de mannitol ou de

polyéthyléne glycol (PEG) (Claeys and Inzé, 2013).

L'utilisation d’'un milieu artificiel offre quelqueavantages comme un contréle trés pointu de la
sévérité du stress appliqué, une faible variabiiiéest di habituellement a I'environnement et
surtout la possibilité de faire croitre plusieutanpes dans un espace réduit (Verslaesl,
2006). Mais bien que ces types d'expériences apemisidérablement augmenté notre
connaissance de la physiologie du stress et dessép moléculaires, ils peuvent ne pas refléter
les conditions physiologiques qui peuvent se preddans la nature (Lawlor, 2013).

D’autres complications proviennent du fait que, dd® champ, différentes contraintes sont
souvent vécues simultanément, et un rapport ré&zeygere que les réponses a des combinaisons
de contraintes ne peuvent pas facilement étre teg2di partir des réponses de stress simples
(Rasmusseret al, 2013). En réalité, les plantes doivent répondmneulsanément a plusieurs
contraintes, par exemple la sécheresse, la lungrcessive et a la chaleur. Ces types de
contraintes ne sont généralement pas prévisiblartir ples études faites sur des facteurs
individuels (Zhouet al, 2007). En effet, le transcriptome et le métab@aqui se forment dans
une situation de forte chaleur combinée a une g®&heresse, deux contraintes qui se
produisent souvent ensemble dans des conditionsobag, ont été précédemment jugées treés
différentes des réponses a un stress unique (Rizhtsk, 2004).

En général, une distinction claire doit étre faitessi entre les caractéres qui aident les plantes a
survivre face a un stress sévere et les stressggayoquent des pertes de rendement dans les
cultures exposeés a des stress hydriques modéramygens (Tuberosa, 2012). En effet il a été

prouvé que les géenes qui conférent une tolérancetrass sévere ne peuvent pas améliorer la

croissance dans des conditions plus douces ds §Blkssyczet al, 2011).
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4.4. Phénotypage sur le terrairou sur un milieu contrélé ?

Pour répondre a la question, gu’elle condition denotypage (sur champs ou en milieu
controlé) est plus adaptée pour étudier les effatstress hydrique ? La réponse est que ceci

dépend de plusieurs facteurs.

En effet, les milieux contrélés permettent de neairla période, la fréquence, la durée et la
sévérité du stress qu’on veut appliquer aux platiepermettent aussi de voir I'effet de chaque
stress séparément. Ceci représente un avantagelé@abde par rapport aux essais faits sur
champs ou les conditions environnementales sost egiables et totalement impreévisibles
(Dolferus, 2014).

Cependant, les conditions environnementales quentiles plantes dans un milieu naturel
restent trés difficiles a reproduire dans un mileantrélé, méme avec l'aide des avanceés
spectaculaires de la technologie (Contésal, 2012). L’humidité de l'air, la variation de la

quantité et de la qualité de la lumiére tout auglate la journée, contrdlent d’'importants

processus physiologiques, jusqu’a présent ignaas ks milieux artificiels (Dolferus, 2014).

Au champ, les changements environnementaux quignéLstresser la plante se produisent le
plus souvent durant plusieurs heures durant langri(stress dd a la chaleur) ou bien pendant
plusieurs jours (stress di au manque d’eau). Cegemaent graduel est trés difficile de
reproduire dans un milieu contrdlé, et le stredssesivent imposé d’'une maniére brusque,
causant un choc pour la plante en 'empéchant agapter graduellement au stress (Dolferus,
2014).

Cependant, les milieux contrélés représentent densines situations le meilleur moyen de
comparer la réponse des plantes aux différentssstséparément. lls permettent aussi de
comparer les différences de réponse de la plangtrass hydrique durant les différentes phases
de développement et I'effet de la durée du streske esa sévérité sur les différents parameétres
étudiés (Dolferus, 2014). Les milieux contrélés tsmlispensables pour comparer plusieurs
lignées avec différentes dates de floraison et @eil@s on voudrait appliquer un stress hydrique

au méme stade de développement (Dolferus, 2014).

La facon particuliere dont le stress hydrique espdsé pourrait étre d'une importance
particuliére dans la compréhension de la réponsdesterrain a la sécheresse, ainsi que dans
I'évaluation de la capacité de la plante a s’a@té@nau stress hydrique (Kaiser, 1987). De ce fait

plusieurs précautions doivent étre prises en céniibn :
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Pour les expériences a court terme, suspendrigdiion est la méthode la plus courante pour
provoquer un stress hydrique, par contre pour awoé réponse plus proche de la réalité du
terrain, un stress hydrique cyclique est nécesg@ernypackeet al, 1990) ;

L'utilisation des pots avec un substrat solide ttues une alternative aux essais en plein
champs, puisque il permet un meilleur contrdle desiments et de I'humidité du sol en
comparaison avec le terrain et permet aussi d'mhé conditions de résistance du sol a la
croissance des racines (Poorenl, 2012). Cependant, il faut faire attention a ne y#iser
des pots trés petits qui limiteraient la croissaraménaire des plantes et influenceraient sur la
séverité et la vitesse d’'induction du stress hydriglésiré (Passioura 2006). En effet cela
conduit a une forte demande d'évaporation, et uisément trés rapide de I'eau disponible,
ce qui laisse peu de temps a la plante pour gwla physiologiqguement et
morphologiquement (Poortet al, 2012) .

D’un autre coté si les plantes sont trop petitesdd@out de la sécheresse par rapport a la
qguantité de l'eau du sol disponible et placées dias conditions de faible demande
évaporative, cette méthode peut ne pas fonctionmetr simplement parce que les plantes ne
draineront pas assez I'eau disponible pour provdguecheresse.

Il est préférable aussi de mettre dans chaque motmasse fixe de sol plutdt qu'un volume
fixe. Ceci s’explique par le fait que la densitésill peut varier, en particulier pour la tourbe
et se répercute sur la quantité d'eau disponilder(éret al, 2012) ;

Un autre aspect important est le nombre de plaqueseront allouées a chaque traitement.
Dans des expériences dans lesquelles une poputkioartographie est utilisée pour détecter
les locus quantitatifs (QTL), la regle est qu'll peférable de réduire au minimum le nombre
de répétitions et de maximiser le nombre de gémstypgCela donnera de meilleures
estimations de QTL (Zoet al, 2006) ;

Les expériences qui visent & évaluer l'effet desdeheresse sur la croissance des plantes
devraient induire un stress hydrique lentement,r gmermettre a la plante la possibilité
d'exprimer des stratégies d'acclimatation inhéeertiglles que l'ajustement osmotique
(Ludlow, 1987) ;

La croissance des pousses peut étre utilisé conmmedicateur sensible de la tolérance au
stress, tandis que la croissance des racinessgla plus communément mesurée, est moins

sensible au stress abiotique (Verslaeal, 2006).
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5. Les nouvelles méthodes de sélection des plantssa-vis de la sécheresse

La sélection traditionnelle a permis pendant plusielécennies de faire face au challenge de la
sécurité alimentaire dans le monde. La révolutientey qui a commencé en 1940 suite aux
recherches du Dr. Norman Borlaug sur le blé, a [geguelques années plus tard de tripler les
rendements au Mexique de cette céréale. Le tramsfare blé a haut rendement (Lerma Rojo64,
Sonora 64), dans plusieurs pays de I'Asie du sudnoe le Pakistan et I'lnde dans les années
1960, a permis de doubler leur production et deevades millions de vies de la famine. Mais
depuis, la sélection de variétés résistantes aecias et aux maladies a été la plus importante
qui, certes, a eu des répercutions directes suerddement, mais en contre partie peu de
recherches ont été faites sur la tolérance a leesésse (Ashraf, 2010).

Au cours des 10 dernieres années, I'applicationrmbesvelles techniques et connaissances en
génomique a ouvert des opportunités sans précé@emiparée aux différentes techniques
conventionnelles de sélection, la génomique peneetlisséquer les caracteres quantitatifs en
leurs déterminants génétiques les plus simples uantitative Trait Loci) (Ribauet al,
2002), ouvrant ainsi la voie a la sélection assipr marqueurs (MAS), pour aboutir finalement
au clonage de QTL et de leur manipulation direetele génie génétique (Salvi and Tuberosa,
2005) ou la transgénese (Ashraf, 2010).

L'application de l'analyse QTL a fourni des oppoitits sans précédent pour identifier les
régions chromosomiques controlant les variationsstaxtes concernant les changements
physiologiques, morphologiques et de développerbservés au cours de la croissance des
plantes dans des conditions de stress hydriqueahmniCattivelliet al, 2008)

L'analyse de la physiologie des plantes a perndsntification des caractéres capables de
conférer une résistance aux stress abiotiquesaiGertde ces caractéres sont sensiblement
variables : les caractéristiques des racineslidaiion efficace de l'eau, l'efficacité de la
transpiration, les hydrates de carbone solubles deau, etc (Lathat al, 2004). Une fois les
caracteres utiles ont été identifiés, différentgsraches peuvent étre utilisées pour identifier les
déterminants génétiques de ces caracteres. Néasyrdeimouvelles stratégies pour améliorer les
plantes cultivées d'une maniere plus rapide etgffisace ont été mises en application. Au cours
des derniéres décennies, des études geénétiqugmamhtit plusieurs nouveaux outils pour la
sélection (Callowet al, 1997), comme la technique du « Genome-Wide Aatioai Study »
(GWAS) (Zhouet al, 2010 ; Wehneet al, 2015) ou bien de la « Génomic selection » (GS)
(Beyeneet al, 2015).
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5.1. Avantages et limites d'utilisation des QTLde résistance a la sécheresse dans la

sélection

La tolérance au stress hydrique est controlé pa& mmltitudes de genes a faibles effets
(polygenes) qui ont un effet additif dans leur egsion (Ashraf, 2010).Les QTL peuvent étre
classés en fonction de la stabilité de leurs eBetss différentes conditions environnementales.
Un QTL constitutif est toujours détecté dans lapplt des environnements, alors qu'un QTL
adaptatif est détecté uniguement dans des consliBomironnementales spécifiques ou bien |l
peut montrer un accroissement de son expression lawgmentation du niveau du facteur
environnemental (Collingt al, 2008). Comme par exemple, un QTL qui est expriphds
fortement avec I'accroissement de la températuseddset al, 2006).

La cartographie des QTL de caractéres de résis@mmcdress hydrique (manque d’'eau) a été
faite sur difféerentes cultures. Les plus importansont le blé (Valkoun, 2001), le mais
(Prasanna, 2012), l'orge (Verhoewral, 2004) et le riz (Sakai and Itoh, 2010 ; Mengeieal,
2017). Chez les légumineuses Le nombre croissaréaeerches impliquant l'identification de
QTL de résistance a la sécheresse montre clairetremgouement pour cette approche
(Cattivelli et al, 2008). En effet, plusieurs recherches on étédaibtamment sur le pois chiche
(Hamwieh et al. 2013; Varshney et al. 2014), ledoar(Miklas et al 2006), la lentille (Idrisset

al. 2016; Singhet al 2016). Pour le soja par exemple une populati@mombinante a été
développée a partir d'un croisement entre deuXdgrparentales de soja contrastées: Kefengl,
tolérante a la sécheresse et Nannongl1138-2, serssild sécheresse ([t al, 2009). Cette
population de RILs a été utilisé pour évaluer @uss caractéeres en relation avec la résistance a
la sécheresse et le rendement en graine dans desia@os de stress hydrique et en irrigué. Au
total, 40 QTL ont été identifiés: 17 concernent dasactéres en relation avec I'état de I'eau dans
la feuille en condition de stress hydrique et 28rde rendement en graines dans des conditions

de sécheresse ou bien irrigué.

Mais bien que la cartographie des QTL de caractéeesesistance au stress hydrique a donné
enormément de résultats, leur concrétisation stertain reste cependant mitigés. Néanmoins,
les quelques cultivars qui ont été développés #isartt cette technique ont donné de trés bons
résultats en subissant une contrainte hydriquehamps (Ashraf, 2010). Par exemple, Steele et
al. (2006) ont réussi par série de rétrocroisemasssstés par marqueur a améliorer certaines
caractéristiques morphologiques fondamentales desas (la longueur et I'épaisseur des
racines) d’'une variété élite de riz d'origine imte (Kalinga Ill). Le Cultivar Azucena, une

variété originaire des Philippines était le pardohneur. Les auteurs ont ciblé quatre QTL
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contenus sur difféerents chromosomes pour lintsgjon. Les résultats obtenus ont permis
d’avoir une meilleur tolérance a la sécheressamdiimrer les rendements ainsi que la précocité
de maturation et la qualité des graines. Chez édrprdeum vulgarg81QTL ont été utilisés
sur des populations issues d’un rétrocroisemert ameparent sauvageél¢rdeum spontaneum
et qui ont permis d’améliorer le rendement et éiater 'impact négatif du stress hydrique sur le

remplissage des grains (Baum et al. 2003)

Dans la pratique des centaines de QTL ont étéifteentmais malheureusement juste quelques
uns seulement peuvent étre détectés dans difféeenisonnement et juste quelques uns aussi
ont été vérifiés ou clonés et testés au champ dgamsogramme de sélection visant a améliorer

la tolérance a la sécheresse (Hu and Xiong, 2014).

Il existe plusieurs facteurs qui rendent l'utilisat de QTL dans I'amélioration génétique
difficile. Le probleme majeur auquel les scientig ont du faire face est la précision
d’identification des QTL. D’autres probléemes sonsa la trés imposante interaction Génétique
x Environnement, a la difficulté de répéter les mémésultats obtenus dans des expériences
précédentes et au nombre tres importants de gemedwfrolent le rendement (Ashraf, 2010).
De méme, en raison d'une interaction épistatiquaviéable, il est trés difficile de faire
exprimer l'allele désiré dans un fond génétiqudédint (variété élite) (Podlickt al, 2004 ;
Collinset al, 2008).

Les principaux QTL pour des caractéres tels queengps de la floraison, la tolérance a une
salinité élevée, la submersion, ou le gel (froojt été déterminés rapidement, et I'utilisation de
la cartographie fine des genes candidats ont égale@té identifiés. Cependant, pour des
caractéres plus complexes tels que la résistat@esécheresse et au stress thermique, certains
QTL identifies dans une étude ne peuvent pas étextés dans d’autres études qui utilisent des
populations de cartographie différentes ou desitiond de stress différentes. Pour surmonter ce
probleme, l'analyse méta-QTL a été utilisée poentifier les QTL de consensus entre les

différentes populations et environnements (Dwiyanti Yamada, 2013).

5.2. L’exploitation des espéces sauvages apparerg@ans la détermination de QTL pour la

sélection

Lorsque la variation génétique disponible est ifisamte pour parvenir a des améliorations
significatives de la résistance a la sécheressmtarieur d'une espece, de plus en plus de
nouvelles variantes alléliques sont recherchéesrtr gles espéces sauvages adaptées a des
environnements secs (Abbertenal, 2016). Les résultats obtenus montrent que s@B1 qui
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affectent des caracteres agronomiques, 43 all@agfiques appartiennent au parent sauvage.
Concernant le rendement la plupart des allélesoresgbles de I'amélioration du rendement ont

comme origine un parent sauvage (Talanal, 2004). Mais dans la pratique seule une poignée
d'exemples de parents sauvages contribuant aitdarése génétiqgue aux stress abiotiques chez
les cultures ont atteint le stade cultivars bier gi¢ nombreux parents sauvages ayant un

potentiel aient été décrits (Hajjar and Hodgkin 200

Des alleles QTL bénéfiqgues ont été trouvés dantiner parents sauvages. En effet, La
comparaison entre les séquences du génome duunaga Qryza rufipogoh et celui du riz
cultivé (O. sativajaponicg a révélé un nombre significatif de génes perdud’pspéce cultivée
(Sakai and Itoh, 2010). Les alléles QTL peuvera &tentifiés au moyen de techniques tel que
advanced back-cross QTL analysis (AB-QTL), une a@ipe basée sur I'évaluation des familles
de rétrocroisements dérivées d'un croisement amiee variété élite, utilisée comme parent
récurrent et les accessions donatrices d'especegages qui doivent étre sexuellement
compatibles (Tanksley and Nelson, 1996).

Les légumineuses alimentaires , en comparaison lagecultures céréalieres, n‘ont pas recu la
méme attention en ce qui concerne l'utilisationlele#s parents sauvages pour la sélection de
nouveaux cultivars et 'amélioration de leurs té@sise aux stress environnementaux (Gentzbittel
et al, 2015).

Chez le pois chiche par exemple I'absence de viirttaenétique chez les variétés cultivées a
nécessité la collecte et I'évaluation des espeaesgagies pour les utiliser dans les programmes
d’amélioration (Singh et al. 2008). Des QTL pouctauleur des fleurs, I'épaisseur et le poids des
graines ont été trouvés en utilisant les cartdgespde populations issues de croisement
interspécifique et intraspécifiques, mais aucucekeQTL n'a montré de lien tres étroit avec les

marqgueurs nécessaires pour faire une MAS (séfeatisistée par marqueur) (Singh et al. 2008).

Le degré élevé de synthénie entre la plante modkeléruncatula et certaines Iégumineuses
cultivées peut étre exploité pour améliorer lesesagénétiques et identifier les génes candidats
pour les caracteres agronomiques dans les cultnogss bien caractérisées (Gentzbitelal,
2015). Comme cela a été décrit pour la forme deslde chezVigna unguiculata(L.) Walp
(Vaughnet al, 2014), des caractéres d'adaptation a la séckerbegVicia faba(Khazaeiet al,
2014) ou des genes symbiotiques chez le pois (Newak, 2015), ou encore le géne RCT1 de
M. truncatulaqui procure une résistance a I'anthracnose chazdane (Yanget al, 2008).
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Chapitre 1l : Variabilité génétique et effet du stress hydrique sur des caracteres de fitness

chez quelques lignées dd. truncatula.
1. Introduction

la sécheresse est I'un des stress abiotiques Ussiplportants qui touche autant les plantes
naturelles que celles cultivees (Juenger, 200@)s ¢ toutes les contraintes abiotiques qui
réduisent la productivité des cultures, la séclserest la plus dévastatrice et la plus récalcdrant
aux efforts des sélectionneurs (Tuberosa and S406).

En effet, le déficit hydrique est un stress enviemental habituel rencontré par les plantes. Cela
affecte a la fois le développement et la croissateda plante, et a un effet négatif sur sa
productivité (Versluest al., 2006; Tuberosa and Salvi, 2006). Le stress hydriquegestifié
généralement de stress multidimensionnel, carfelctd les plantes a différents niveaux de leur
organisation, c'est-a-dire aux niveaux morphologgjphénologiques et de production (Anjum
etal., 2011).

La tolérance des plantes a la sécheresse est me ggnéral appliqué a la fois aux plantes
sauvages et cultivées pour décrire les caractélagstatifs qui leur permettent de faire face a un
manque d'eau (Atwedt al. 1999). Mais alors que chez les espéces agricelghénomene est
étroitement lié a la productivité ( maximisatioa kh biomasse et/ou de la quantité de grain)
chez les végétations naturelles, elle représergeéunlution destinée a assurer le succes de la
reproduction ou « fitness » (Bodretral., 2015).

Le terme «fitness» a été largement utilisé pabiekgistes et bien qu’ils aient offert un nombre
important de définitions, ils sont largement d'adcsur I'essence de l'idée. Le terme fitness est
défini comme la capacité d'un organisme (des ptipuk ou des especes) a survivre et a se
reproduire dans I'environnement dans lequel ils@event et a produire une future descendance
(Orr 2010).

L'étude des mécanismes biologiques utilisés pdétpsnineuses, en réponse a des conditions de
stress abiotiques, a été facilitée par la mise lacepde plusieurs especes modéMedicago
truncatula, Lotus japonicus ainsi que la plante cultivé8lycine max (soja) (Araujoet al., 2015;
Gentzbittelet al., 2015). En effet, les [égumineuses modeles omnfaine ressource précieuse
servant a disséquer les réponses physiologiquemlétulaires aux stress abiotiques (Aragtjo

al., 2015).
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ConcernanM. truncatula et si on prend la biomasse végétale comme indicdtela tolérance a

la sécheresse, c’est une espece assez tolérang@eéhleresse par rapport a d'autres légumineuses
comme le pois (Gonzalet al., 1998) ou le soja (Gonzalezal., 1995). La tolérance au stress
hydrique peut-étre différente selon les cultivars écotypes étudiés de la méme espéce
(Gonzalezt al., 2007).

Dans une autre étude, Nuretsl. (2008) ont évalué les mécanismes d’évitement ¢dldeance

a la sécheresse développés Matruncatula cv. Jemalong. Les plantes ont été testées dans des
conditions de stress moyen, lorsque la teneur erdeaol a diminué de moitié par rapport a son
maximum. Les résultats obtenus ont révélé que lestgs stressées dd. truncatula ont
préservé leur teneur relative en eau des feuiR @) et leur taux net de fixation du Qe
départ ainsi que leurs habituels procédés photaghes et biochimiques intervenant dans la
photosynthese, suggérant que les plantes ont klildé d’éviter la déshydratation des feuilles
(Gonzélezt al., 2007).

D’un autre coté, le stress di a la sécheresseépeutppliqué de diverses maniéres, toutes avec
des résultats différents. L'approche suivie dédengement du type de questions que l'on veut
aborder (Poorteet al. 2012). Souvent, le stress hydrique est considénéne une condition
binaire, comparant un traitement de stress artgtravec un contréle et on a généralement

tendance a sous estimer la grande variété desuxideastress (Claeys and Inzé, 2013).

En effet , alors que I'étude des réponses au sthezsles plantes a jusqu'ici porté principalement
sur les stress séveres et aigués (Boyer, 19823, ldarconditions naturelles et sur le terrain, les
plantes éprouvent souvent une grande variété dmumxde stress, ce qui nécessite une série de
mécanismes de réponses différentes. Par exem@écheresse qui menace la vie de la plante
est tres différente d'un déficit hydrique transdcet ils provoquent, tous les deux, des réponses

différentes (Claeys and Inzé, 2013).

D'autres complications dans I'estimation des effetgiéficit hydrique résultent, dans la grande
variabilité des réponses, aux manque d’eau enitondes stades de développement des plantes
(Vinocur and Altman, 2005). En effet, un stressriquae appliqué en début de croissance n’aura
pas les mémes répercussions qu’un stress hydrigdie dle saison sur le comportement de la

plante.

L’originalité de ce travail réside dans le fait go’a appliqué un stress hydrique cyclique qui
consiste a priver la plante d’eau jusqu'a atteinordaux de tarissement de 80% de la réserve
utile (RU) et a l'irriguer, par la suite, pour glaeplante puisse retourner aux conditions initiales
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Cette opération est répétée plusieurs fois avearmwbjectif de mimer ce qui se passe dans la
nature ou la plante subit une période de précipitatsuivie de périodes de sécheresse et ainsi de

suite.

En effet, les cycles de desséchement et de rélayidratsont des processus qui se manifestent
dans des conditions naturelles au cours des difigsesaisons, et dans les pratiques agricoles
telles que l'irrigation et le lessivage du sol (ar and Altman, 2005) "intérét de la répétition

du manque d’eau est de donner a la plante le tempieclencher ses mécanismes d’adaptation
ou de résistance a la situation de sécheressdegsigdhit (Ludlow 1989). Afin d’atteindre cet
objectif, nous avons réhydraté les plantes de @énard ce que I'état de I'eau du sol soit contrélée
individuellement pour chaque pot. Ceci implique duguantité d'eau fournie remplacera celle

absorbée par les plantes, en gardant un état cbestant et égal dans le sol.

L'objectif recherché a travers ce premier chapede faire une caractérisation des différentes
lignées deMedicago truncatula et de mettre en évidence la diversité de compamende cette

espece, que ce soit en condition irriguée ou hiecoadition de stress hydrique.

En effet, la caractérisation de ces lignées enngpa@u stress hydrique a travers différents
caracteres de fitness a pour objectif de choisiplrents les plus contrastants. Ces derniers et a
travers une population de lignées recombinantessjRél’'une carte génétique et des résultats du
phénotipage permettront de passer a I'étape seyvani est celle du déterminisme génétique

(recherche QTL) des différents caracteres etudiégitre Ill).

2. Matériels et méthodes

2.1. Conduite de la culture

L’essai a été reéalisé dans la station expérimeri@adi Boualem de I'Institut National de
Recherche Agronomique (INRAA), Alger. Le semis & éffectué le 18 janvier 2011 dans une
serre couverte en plastiqgue polyéthyléne et ouvdatedeux cotés. Le but étant d’abriterl’essai

des pluies.

Les graines deM. truncatula ont été semées directement apres scarificatios das pots
individuels de 5 L. Trois graines ont été seméeass didhaque pot. Aprés développement des
plantes, un démariage au stade premiére branclid®&@auet al., 2006) a été effectué, laissant

une seule plante par pot.

Le substrat utilisé est composé d’un tiers de a@ilp-sableux) appartenant a la station, un tiers
de tourbe et un tiers de sable de riviere. Le kel gable ont été tamisés a 5 mm.
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2.2. Méthode d’application du stress hydrique

Les plantes ont été conduites en irrigué jusqapplarition de la premiere fleur, ou un premier
stress hydrique a été effectué en prenant en dmasioh la floraison de chaque plante
individuellement. Pour rendre cette méthode apbledes plantes ayant fleuri a la méme date
ont été balisées par une méme couleur afin daséagliées des autres groupes de plantes qui se
succédent et auxquels on attribue des couleureliffes.

Le desséchement du sol doit correspondre a undauarissement de 80% de la réserve utile
(RU); une fois atteint, le sol est réhydrater jusquaapacité de rétention (Cr). Trois cycles de
stress successifs ont été appliqués pour chaqgogepka la fin du troisieme cycle de stress le sol
est remis a sa capacité de rétention maximale reluiben régime hydrique optimum (ETM)
jusqu'a la sénescence totale des plantes.

2.3. Détermination du taux de tarissement de I’eadu sol

Afin de contréler le desséchement graduel du ses, gesées ont été réalisées pour chaque pot
tous les deux jours. Le stress est maintenu jusgttéindre un poids final (PF) qui a été
déterminé auparavant, et qui correspond dans wage& un taux de tarissement de 80% de la
réserve utile (RU). Le poids finale de chaque mbtd&terminé en fonction du poids initial (Pi)
du pot a la capacité de rétention (Mouhouehal., 1998). Le calcul de I'humidité du sol a la
capacité au champ se fait par la formule suivaiitméxe 01}

L’humidité du sol H % = P (poids humide) — P’ (poids sec)
P’ (poids sec)

Le stress est arrété lorsque le poids du pot entléepoids final tel que :

Pf=Pi-0.8RU
Pf : Poids final du pot a la fin du stress (g)
Pi : Poids initial du pot a la capacité de rétemteu début du stress (g)
RU : Reserve utile du sol (en g/g de sol sec)

Sachant que :

Pi=Ps + Cr

Ps : Poids du sol sec du pot

Cr : Poids de I'eau du pot a la capacité de réiar(t)
Pi=Ps +0.309 Ps =1.309 Ps
Ps = Pi/1.309
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La fraction de la réserve utile du sol est défiaigpartir de sa composition granulométrique.
Notre sol étant de texture argilo-sableuse auguel mjouté du sable et de la tourbe, la réserve

utile représente 50% de I'eau total retenue apacse de rétention (Smith, 1992)

RU = 0.50 * 0.309 Ps = 0.1545 Ps

RU = 0.1545 * Pi /1.309 = 0.1180 Pi

PF = Pi— 0.8 Ru=Pi-0.8*0.118

PF = Pi — 0.0944 Pi = Pi (1-0.0944)

PF= 0.9056 Pi

Le stress est arrété lorsque chaque pot a perdi®de son Pi a la capacité de rétention (CR).

2.4. Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué de 10 lignéesigliees méditerranéennes diverses (Tab. 2). A
I'exception d’ALG423-406, les autres lignées (Allkmalong-Al7, DZA315.16, F83005.5,
F83005.9, TN1.11, TN1.21, TN6.18, et TN8.3) apeartent & une collection de lignées qui sont

utilisées dans le séquencage du genomd.deuncatula (http://wwwl1.montpellier.inra.fr/BRC-

MTR/mauquio/mauguio.php?page=menu2l&menu=barmenu&mno=2.

Plusieurs cartes génétiques ainsi que des popugate RILs sont issues du croisement entre
certaines de ces lignées alors que d'autres soptragression [LR1 DZA315.26 x DZA45.6
(Pierre et al., 2008), LR3 DZA45.5 x F83005.5 (Aviaet al., 2013b), LR4 : Jemalong-6 x
DZA315.16 (Julieret al., 2007; Benet al., 2013) LR5 : A17 x F83005.5 (Arraouadtial., 2010,
2012; Badriet al., 2011; Benet al., 2013), LR6: A17 x A20 (Lagunes Espinozt al., 2012),
LR7:TN1.11 x A17 (Foroozanfaat al., 2014)] (Fig. 7).

Les lignées utilisées dans cet essai ont été fguanile Pr. Huguet Thierry (INRA-CNRS
Toulouse) et le Pr. Gentzbittel Laurent du LabadratdcoLab, Université de Toulouse. La
lignée ALG423-406 est d’origine algérienne obtempae Dr. Laouar Meriem (INRAA/ENSA

Alger) et Abdelguerfi Aissa (ENSA Alger).

Tab. 2: Origines dedignées deM. truncatula étudiées

Lignée Origine Lignée Origine
TN1.11 Tunisie F83005.5 France
TN6.18 Tunisie Al7 Inconnue
TN8.3 Tunisie Al0 -
TN1.21 Tunisie ALG423-406 Algérie
F83005.9 France DZA315.16 Algérie
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Fig. 7: Populations de cartographie créées et en cowstddon cheM. truncatula

(Foroozanfar, 2008).es lignées étudiées sont entourées par un cenatger

2.5. Dispositif expérimental

Le dispositif utilisé est un criss cross a raidertrois blocs. Chaque bloc est représenté par deux

répétitions/lignée (plants). Les deux facteurs iémdsont lignées et régime hydrique. Les

lignées étudiées sont au nombre de 10, auxquedies Egimes hydriques sont appliqués : un

déficit a 80% de la RU ou bien on maintient a I'ET$4ns aucune restriction hydrique.

2.6. Caracteres étudiés

Longueur du rameau (LB): mesuré sur la tige principale avant I'applicatiangsiress
hydrique (LTO) et aprés la fin de chaque cycletdess (LB1, LB2, LB3) ;

Nombre d’entrenceuds (IN): relevé avant I'application du stress hydrique (NEO)
apres la fin de chaque cycle de stress (IN1, IN3) t

Date de floraison (FD) :relevée apres apparition de la premiére fleun@dgge plante et
calculée en nombre de jours a partir de la datedss ;

Nombre de gousses sur les deux tiges principalesR8) : noté au 3"cycle de stress
Poids total des gousses (TPW)noté aprées récolte sur I'ensemble des goussesifgsd
par chaque plante

Nombre de graines par gousse (MSN)noté apres récolte sur un échantillon de 30
gousses et représente le nombre moyen de graineshlagque gousse

Nombre total de gousses (TPN) représente le nombre total de gousses produites pa

plante (pot) en fin de stress
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« Nombre total de graines par plante (TSNP) calculé en multipliant le nombre de
graines par gousse par le nombre total de goussas @e stress ;
* Poids moyen des gousses (MPWXalculé par la division du poids total des gousses

le nombre total des gousses.

2.7. Analyses statistiques

Pour cet essai et afin de faire ressortir les wifiées qui existent entre les 10 lignées testées en
situation de déficit hydrique et a 'ETM nous avdag une analyse de variance en utilisant la
fonction ‘strip.plot’ du package ‘agricolae’ avee logiciel R (R Development Core Team,
2011). L’effet lignée a été testé par rapport @id¢raction Bloc*Lignée et |'effet traitement a été
testé par rapport a l'interaction bloc*traitemelninteraction lignée*traitement a été testé par
rapport a la résiduelle. Les moyennes des lignédas dhaque situation ont été calculées afin de
les utiliser dans le calcul de I'Analyse en Commbss Principales (ACP) et des matrices de
corrélations. L'ACP a été calculée par le logidrelen utilisant la fonction PCA du package
‘FactMineR’. I'objectif est de faire ressortir lesmilitudes et/ou les différences qui existent

entres les 10 lignées en fonction des caractémr@sopypiques étudiés.

3. Reésultats

3.1. Analyse de variance et effet du stress hydrigusur les paramétres notés

3.3.1. Longueur du rameau (LB)
L’analyse de variance pour la longueur du rameperenis de déceler une trés grande variabilité
au sein des 10 lignées étudiées et ceci avantres application du stress hydrique. L'effet
traitement n'a eu dimpact sur ce parametre, quatip du deuxieme cycle de stress.
L’interaction entre les deux effets étudiés a é¢mificative durant les trois cycles de stress
appligués (Annexe 2). La lignée Al17 s’est distirgpar la longueur de rameau la plus élevée
alors que la lignée F83005.9 a donnée les valearplus faibles et ceci apres avoir subi les trois
cycles successifs de stress hydrique (Fig. 8).

La comparaison entre la longueur du rameau en tiondiriguée par rapport a la condition de
déficit hydrique a permis de mettre en évidencenédection progressive de la longueur au fur
et a mesure que les cycles se succeédent avec duetioh allant de 6 a 35% en moyenne
(Annexe 2). La lignée la plus touchée par I'effet déficit hydrique a été TN1.11 avec une
réduction de 47% alors que TN6.18 n’a subi que @i@%€duction (Annexe 6).
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A1D AlT ALG423-406 || DZA315.16 || FB3005.5 F83005.9 TN1.11 TN1.21 TNB.18 TN8.3
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Fig. 8: Effet des traitements hydriques sur la longueuratitieau par lignée aprés le 3eme cycle

de stress hydriquecft : Controle, Str : Stressé)

3.1.2. Nombre d’entrenceuds (IN)

La comparaison entre les moyennes des différeigeéds a travers une analyse de variance a
révélé un effet trés hautement significatif pousffet lignée avant I'application du stress
hydrique. Des différences hautement a trés hautesignificatives ont aussi été enregistrées
apres application des trois cycles de stress hydrfgnnexe 3). L'effet traitement par contre n'a
pas été significatif au premier cycle mais sigaifita hautement significatif aprés I'application
du deuxieme et le troisieme cycle respectivemenmingXe 3). L'interaction entre les deux
facteurs étudiés n'a été significative qu'en demdecycle de stress hydrique (Annexe 03). Le
nombre d’entrenceuds le plus élevé a été noté aHemkEe TN6.18 alors que F83005.9 a donnée
le nombre le plus faible (Fig. 9).

Nous avons remarqué aussi que le nombre d’entreneeddé influencé par la succession de
cycle de stress hydrique appliqués, puisque au ipremycle la réduction de nombre
d’entrenceuds entre les deux conditions hydriquas &t moyenne de 'ordre de 6%, seulement
au deuxieme et troisieme cycle, ce taux a augnmmiédevenir 14 et 23% respectivement. Les
lignées TN1.11 et F83005.9 ont été les plus inftées par I'effet du stress hydrique avec une
réduction de 29% alors que TN8.3 a été la moinshée avec seulement 13% de réduction
(Annexe6, Fig. 9).
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Fig. 9: Effet des traitements hydriques sur le nombre déteuds par lignéert : Contréle,
Str :Stressé)

3.1.3. Date de floraison (FD)

Une trés grande diversité a été observée pourtla da début floraison chez les 10 lignées
étudiées et I'analyse de variance a été tres hamesignificative pour ce paramétre (Annexe 4).
La lignée la plus précoce a été A10 avec 60 joprésasemis, alors que la lignée ALG423-406 a
été la plus tardive pour fleurir avec 13 jours diesppar rapport a A10. Les lignées TN1.11 et
A17 ont donné des valeurs intermédiaires (65 gbu®) (Fig. 10).
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Fig. 10: Diversité de la date de floraison pour les 10 legédeM. truncatula en condition

irriguée

3.1.4. Nombre de graines par gousse (MSN)

Pour le nombre de graines par gousse, l'effet ditetnent hydrique a été significatif mais le
taux moyen de réduction entre les deux traitemétag seulement de 5%. La lignée la plus
sensible a été F83005.5 avec 12% de réductionseligeées la moins affectée par le stress
hydrique sont F83005.9 et A10 avec seulement 1%édection pour le caractere nombre de
graines par gousse (Annexe 6, Fig. 11).

La comparaison entre les moyennes des 10 lignaekéés a révélée des différences tres
hautement significatives (Annexe 5). Les lignées7 A&t TN1.11 se sont distinguées par le
nombre de graines le plus élevé, ce qui représemedifférence de plus de 50% par rapport a
TN6.18 et A10 qui ont donné les valeurs les plusléa. L'interaction entre les deux facteurs
étudiés a été non significative ; c'est-a-dire lguelassement des lignées est resté le méme quel

que soit le traitement hydrique (Annexe 5).
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Fig. 11: Effet des traitements hydriques sur le nombre dangs/gousse par lignéen :

Contréle, Str :Stressé)

3.1.5. Nombre total de gousses (TPN)

L’analyse de variance pour le nombre total en gemiss révélé une interaction hautement
significative entre les deux facteurs étudiés. Bllaussi montré des différences trés hautement
significatives entre les lignées, révélant une gg@nde variabilité génétique pour ce parametre.
Une différence hautement significative a été estege aussi entre la condition stressée (déficit
hydrique) et la condition irriguée (Annexe 5).

La comparaison entre les lignées en condition éa permis de classer les lignées ALG423-
406, DZA315.16, TN1.11, F83005.9 en téte de listteeme de production de gousses, alors que
les lignées A10 et A17 ont donné les valeurs les fhibles (Fig. 12). En condition de déficit
hydrique les lignées ont accusé une chute de ptiodude gousses qui dépasse les 70% en
moyenne (Annexe 5).Malgré cela les lignées ALG4@8;4DZA315.16, F83005.5, F83005.9
sont restées les plus productives dans ces comslile méme que les lignées A10 et A17 sont
restées les moins productives. La lignée TN1.1léala plus affectée par I'effet du stress
hydrique avec une réduction de plus de 83%. Plauesl les lignées TN6.18 et A10 ont été les

moins affectés avec une réduction d’environ 5478t Sespectivement (Annexe 6).
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Fig. 12: Effet des traitements hydrique sur le nombre ti¢agjousses par lignéenf : Controle,
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Str :Stressé)

3.1.6. Poids total des gousses (TPW)

Des différences tres hautement significatives ¢din@ises en évidence entre les lignées pour le
poids total des gousses. L'effet de chaque fa@eaté significatif et I'interaction trés hautement
significative (Annexe 5).

La comparaison entre les lignées a montré que quelsoit le traitement hydrique TN1.11 a
donné le poids total des gousses le plus élevé (B)y Cependant, elle reste avec TN1.21 les
lignées les plus affectées par le stress hydrigpécué avec des réductions de plus de 80 a 84%
respectivement (Annexe 6). Réciproquement, A10 mnéle le TPW le moins élevé dans les
deux conditions de traitement hydrique et accusaug& de réduction le plus faible avec 57%
(Fig. 13).

A10 AT IMLG423-406| | DZA315.16 | | FB30055 F83005.9 TH1.11 TN1.21 THE.18 TN8.3
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Fig. 13: Effet des traitements hydriques sur le poids t¢sl gousses par lignéen(: Controle,

Str :Stressé)
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3.1.7. Nombre total de graines par plante (TSNP)

Une interaction trés hautement significative arété&lée entre les deux facteurs étudiés pour le
nombre total de graines par plante. L'applicatiimdstress hydrique a eu effet trés important
sur ce parametre, causant une diminution moyersrevidon 74% entre les deux conditions
expérimentales (Annexe 5). Une tres grande vaii@béntre les lignées a aussi été mise en
evidence avec des différences tres hautement isiginies (Annexe 5). En situation irriguée,
TN1.11 a donné le TSNP le plus, élevé alors que atdnné les valeurs les plus faibles. En
condition de déficit hydrique, les lignées F83008t5-83005.9 ont été les plus performantes
pour ce parametre contrairement a A10 qui mainsarfaible production (Fig. 14).

La comparaison entre les performances des lign#es lés deux situations hydriques a montré
que la lignée TN1.11 a été la plus touché pardtatii stress avec une diminution d’environ 85%
en nombre de graines. Par contre TN6.18 a été Iasnadfectée avec une réduction d’environ
56% (Annexe 6).

A1l AlT ALG423-406| | DZA315.16 || FB30055 || F83005.9 TN1.11 TN1.21 TNG.18 TN8.3
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Mombre total de graines par plante

Cnt  Sir Cnt  Str Cnt  Sir Cnt  Shr Cnt S Cnt Sl Cnt St Cnt S Cnt  Str Cnt  Sfr
Lignées

Fig. 14 Effet des traitements hydriques sur le nombre tigajraines par lignéeit : Controle,

Str :Stressé)

3.1.8. Poids moyen des gousses (MPW)

Pour le poids moyen des gousses, I'analyse dengaria’a pas révelé d’effet pour le facteur
traitement hydrique, par contre des différences b@utement significatives ont été mises en
évidence entre les lignées. L'interaction a étéiigative entre les deux facteurs étudiés
(Annexe 5). En effet, en comparant les deux sibuatihydriques on trouve que les lignées
DZA315.16, TN1.21, TN 6.18 ont subi une diminutide leur MPW qui varie entre 22 a 37%,

alors que d’autres lignées (A10, TN1.11, TN&83005.9) ont donné un poids moyen de
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gousses plus élevé en condition contrdle gu’enitioncde déficit hydriquéAnnexe 6, Fig. 15).

A10 AT ALG423-406| | DZA315.16 | | F830055 || F830059 TNT.11 TN1.21 TN6.18 TN8.3
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Fig. 15: Effet des traitements hydriques sur le poids malgshgousses par lignéenf: Controle,
Str :Stressé)

3.1.9. Nombre de gousses sur les deux tiges priralgs (NP3)

L’'analyse de variance a révélé des difféerences heegement significatives entre les lignées.
L'effet traitement a été significatif et I'interach entre les deux facteurs hautement significative
(Annexe 5).

En condition irriguée, les lignées TN1.11 et TN1@i donné le nombre le plus élevé en

gousses avec une différence d’environ 30% par ra@gpd®N8.3 et A17 qui ont donné les plus

faibles moyennes. En condition de déficit hydrigeiest la lignée F83005.9 qui s’est distinguée
avec une production de gousses de 25% plus élevéecejle de Al7 (classée la derniére)

(Annexe 6).

La comparaison entre les deux conditions hydrigéesle une chute importante dans le nombre
de gousses pour pratiguement toutes les lignées v variation allant de 50% chez TN8.3

jusqu'a 77% chez TN1.11 (Fig. 16).
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Fig. 16: Effet des traitements hydriques sur le nombre desggs/deux tiges principales par

lignée €nt : Controle, Str :Stressé)

3.2.Analyse de correlations
L’'analyse des corrélations entre les différentsaci@res en condition controlée a révélé des
corrélations fortes et significatives entre le noenmoyen de graines par gousse (MSN) et
respectivement la longueur de la tige (LB3 ; 0.€8)e poids total des gousses (TPW ; 0.66),
ainsi qu’entre le nombre de gousses (NP3) et ldspimital des gousses (TPW). Des corrélations
hautement significatives ont été révélé entre idgptotal des gousses (TPW) et les paramétres
nombre total de gousses (TPN) ainsi que le nomerthl de graines par plante (TSNP). La
corrélation entre le nombre de graines par plah&N@) et le poids total des gousses (TPN) a

éte trés hautement significative (Fig. 17).

En condition de déficit hydrique, le nombre de geai par plante (TSNP) présente, d'une part,
une corrélation significative avec le poids totasdgousses (TPW) et d’autre part, une
corrélation hautement significative avec le nomioél des gousses (TPN). Le nombre
d’entrenceuds au®8ycle (IN3) est corrélé négativement au poids tdes gousses (TPN) (Fig.
18).

L'analyse de corrélation effectuée entre les dearditions expérimentales (stressée, non
stressée) a révélé des corrélations significattveéses hautement significatives pour tous les

parametres étudiés (Annexe 10).
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Fig. 18: Matrice des corrélations entre les différents déras en condition de déficit hydrique.
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3.3. Analyse en composantes principales

L’analyse en composantes principales appliquédesucaractéres en condition non stressante a
révélé deux axes principaux expliquant respectivemd.38% (axe 1) et 27.57% (axe 2) de la
variabilité observée (Fig. 19 et 20). Les carastdomgueur de la tige ainsi que le nombre
d’entrenceuds (LB1, LB2, IN1, IN2) ont participé piwement a la construction du premier axe
(Fig. 20). Le deuxiéme axe est corrélé positivenzeic le nombre d’entrenceuds et la date de
floraison ; par contre, il est corrélé négativemarec le poids moyen des gousses et le nombre

moyen de graines par gousse (Fig. 20).

L’ACP a permis de mettre en évidence une tres gramadgiabilité génétique entre les différentes
lignées (Fig. 19). La lignée TN1.21 s’est distingy&r un nombre de gousses, un nombre total
de graines par gousse et un poids total des goudseés ainsi que des tiges longues,
contrairement aux lignées TN6.18, TN8.3 et A10 (Fi§). Les lignées TN1.11 et TN8.3,
contrairement de la lignée TN6.18 ont développénsidientrenceuds (INO, IN3) et ont été plus
précoces pour fleurir, par conséquent elles ondygtanoins de graines par gousse et ont donné
un poids moyen des gousses faible. La lignée aigéei DZA 315.16 s’est distinguée par le
nombre de gousses et de graines par gousse |lélpigsen comparaison avec la lignée A10 et la

lignée de référence A17 (Jemalong) qui ont donmeepuaduction plus faible (Fig. 19).

L’analyse en composante principale appliquée ssradeacteres notés en condition de déficit
hydrique (Fig. 21 et 22) a révélé deux axes impdstaxpliquant respectivement 39.46% (axe 1)
et 30.82% (axe 2) de la variabilité. Les caractgraisls total des gousses et nombre total de
graines par plante sont corrélés positivementxel’s; alors que le nombre d’entrenceuds, au
deuxieme et troisieme cycle de stress, sont négaant corrélés a cet axe. Le deuxieme axe est
positivement corrélé au nombre moyen de graineg@asse et au poids moyen des gousses. Par
contre, il est négativement corrélé au nombre tgagousses (Fig. 21). Les individus projetés
sur les deux premiers axes révélent une grandabiié génétique et des réponses différentes
au stress hydrique appliqué. Les lignés TN1.11880B5.9 se sont distinguées par un poids total
des gousses et un nombre total de graines paepbus élevé et un nombre d’entrenceuds plus
faible en comparaison aux lignées TN6.18, A17 b Alii ont eu un comportement contraire.
La lignée TN 6.18 s’est distinguée aussi par umigponoyen des gousses, un nombre moyen de

graines par gousse plus faibles en comparaisofignée A17 (Fig. 22).
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Classification ascendante hiérarchique (CAH)

A partir des caracteres étudiés, on a réalisé breate classification hiérarchique basé sur les
distances Euclidiennes et représenté par une destdimgrégation (Fig. 23). Cette analyse a
permis de regrouper au sein d'une méme classeideges semblables possibles et les
distinguées des autres classes (Fig. 23). A urtandis d’agrégation égale a 2, on distingue
guatre groupes distincts : i) A17, TN1.2il); ALG423-406, F83005.5, F83005.9, DZA315.16 ;

iii) TN8.3, TN1.11 jv) TN6.18, A10 (Fig. 23).
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Fig. 23: Classification ascendante hiérarchique (méthod&/ael) des 10 lignées di.

truncatula basée sur les distances euclidiennes.
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4. Discussion et conclusion générale

Dans I'objectif de disséquer la variabilité généécexistante chez 10 lignées Me truncatula
soumises a deux conditions de régimes hydriquessésie et non stressée), un stress hydrique a

été appliqué en fin de saison (apres floraisonyelmaniere progressive et cyclique.

L’analyse de variance pour les dix lignées soumigeson a une contrainte hydrique a révélée
un effet significatif du traitement, du génotype de leur interaction pour la majorité des

caracteres de fitness étudiés.

Les résultats obtenus montrent une trés grandabibité génétique entre les lignées étudiées et
ceci que ce soit en condition non stressée ousgiges a variabilité génétique chiéztruncatula

a été mise en évidence par plusieurs études, nwatrsur des caractéres agronomiques (Julier
et al., 2007), phénologiques (Piergeal., 2008), de résistance au stress salin (Arraoetaali,
2011; Foroozanfaet al., 2014; Friesenet al., 2014), de résistance au stress hydrique (Badri
al., 2013, 2016) et de résistance a des maladiesdiztn 2013).

D'autres études sur des populations naturellepétes, comm@rabidopsis lyrata (Sletvold
2012), Boechera hoelbodlli (Knight et al., 2006), Avena barbata (Fletcheret al., 2015) et
Brachypodium distachyon (Luo et al., 2011), ont aussi montré une tres grande variébili

génétique en réponse au stress hydrique.

La comparaison entre les moyennes, obtenues eritioondtressée avec celles obtenues en
condition non stressée, met en évidence une dimmutonsidérable pour la plupart des
caractéres étudiés. Notamment, pour le poids thal gousses (TPW), le nombre total de
gousses (TPN) et le nombre total de graines paitgl@ SNP). En comparaison avec les autres
composantes du rendement, Stoker (1974) et Mouleaieh. (1998) ont trouve, dans des essais
sur le haricot, que le nombre de gousses par pésttde loin le plus sensible a I'effet du stress
hydrique. Des résultats similaires ont été trouumé guelgues populations dd. truncatula
(Chebouti and Abdelguerfi, 2000) et sur le poichbi(Leporéet al., 2006)

Les études menées par Clarkson and Russell (18@6Qjuelques especes du gektadicago

dans des conditions de stress hydrique, suggeuentas especes annuelles cherchent a éviter les
conditions seches par une floraison précoce, efgmélération du développement de certaines
phases. En effet, la durée de la floraison a @ifgiativement réduite chelgl. truncatula cv.
Jemalong et l'intervalle de temps entre la premilena et la premiere gousse a été réduit en

condition de stress hydrique par rapport a la dardirriguée.
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Une analyse de corrélation a été effectué entrddag conditions expérimentales (stressée, non
stresseée) et ceci pour tous les parametres étuRidscorrélations positives et significatives ont
été mises en évidence. En effet, des études gdieslfdites sur des espéces cultivées, ont permis
de mettre en évidence des corrélations génétiqosgiyes entre les différents caractéres
mesurés dans des conditions optimales d’irrigatédnde sécheresse, notamment pour le
rendement et ces composantes (Cattieeli. 2008). L'intérét de faire ce genre d’analyse résid
dans le fait qu'elle permet de démontrer dans quetlesure ces parametres sont-ils
génétiquement corrélés dans des conditions enudrigt de déficit en eau? En effet une
corrélation génétique parfaite suggere que le méroape de genes contrdle la variation du
caractére dans les deux conditions expérimentales:corrélation positive révele une action
génétique cohérente alors qu'une corrélation négaévele des compromis ou une action de
géne antagoniste a travers les environnementséu@013).Ces résultats ont une importance
capitale, puisque la sélection pour un meilleurdeznent dans des conditions bien arrosées
entrainera indirectement une augmentation du readesous stress en améliorant la vigueur

générale (Juenger 2013).

L’analyse en composantes principales a permis algssévéler une grande variabilité entre les
lignées, qui s’est traduit par des réponses diftéseen présence d’'un stress hydrique. Certaines
lignées comme la lignée TN1.11 s’est distinguéeypmapoids total des gousses et un nombre
total de graines par plante plus élevé en comparasec les lignées TN6.18, A17 et A10 qui
ont eu un comportement contraire. En se basantesurésultats nous avons choisi les deux
lignées A17 et TN1.11 comme parent d'une populatiedignées recombinantes, indispensable
pour l'analyse QTL. Le choix de ces génotypes paren repose sur le fait qu'ils soient
contrastants pour la majorité des caractéres desht étudiés mais, aussi au fait qu’ils sont
connus pour étre contrastants pour différents taex morpho-physiologiques en condition de
stress salins (Zahat al., 2012 ; Foroozanfaat al., 2014).
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Chapitre 11

Chapitre Il : Déterminisme génétique de caractéereségétatifs et de fitness en réponse a un

stress hydrique chea. truncatula.
1. Introduction

Sans aucun doute, la sécheresse est I'un despaumcstress abiotique au monde. Les pertes de
rendement des cultures liées au stress causé peclaresse sont considérables. La sélection
pour la résistance a la sécheresse constitue dengeatres important pour les chercheurs. Ceci
est d0 en partie a la complexité du phénoméne masi par ce que dans la réalité les plantes
n'utilisent pas les mémes mécanismes de résistateeécheresse que ce soit a I'échelle de la

plante ou a I'échelle des génes (Blanal., 2005).

Diverses approches ont été utilisées pour attéfeféet de la sécheresse sur les cultures. Les
méthodes classiques et conventionnelles d’amélorates plantes semblent étre des moyens
efficaces et économiques d'adaptation des cultaredes environnements propices a la
sécheresse. Mais, bien que les sélectionneurs faikntu cours du siecle dernier, de grands
progres en développant des lignées ou des cultichésants a la sécheresse pour certaines
cultures sélectionnées, l'approche nécessite beputde temps, beaucoup de main-d'ceuvre et

des codts.

Comparé a l'approche classique l'utilisation desil®wyénomiques offrent des opportunités
nouvelles pour disséquer les caractéres quargitatifravers la détection et I'étude de leurs
déterminants génétiques (QTL : quantitative tr@af)l les plus simples (Morgante and Salamini,
2003) qui feront par la suite I'objet d’'une sélentiassistée par marqueurs (MAS) et
éventuellement le clonage de ces QTL (Salvi anceflaga, 2005)

La tolérance des plantes a la sécheresse, commelg®oautres contraintes abiotiques, est
controlée par différents génes mineurs (polygéerms) ont des effets additifs dans leur
expression (Mohammadeét al., 2005) et la cartographie de QTL permet d'évallesr
emplacements, les nombres, la magnitude des gffgisotypiques et le schéma d’action des
genes (Ashraf, 2010).

Pour une analyse QTL, I'évaluation phénotypiqueedfsictuée a partir d'un grand nombre de
plantes provenant d'une population ségrégée, & dartignées contrastées pour les caracteres
recherchés, pour une variété de marqueurs génstiqlers une partie ou toute la population est
génotypée ; et enfin une analyse statistique apig@st effectuée pour identifier les loci qui

contrdlent un trait (Asins, 2002).
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La détermination de QTL pour des caracteres deaind® a la sécheresse a été réalisée sur
différentes cultures et en grande partie ceci aétksé grace a I'étude des «especes modeles», a
savoir, les espéeces dont la génétique et la génmnsignt plus traitables que dans de nombreuses

plantes cultivées.

Chez les graminées, les exemples les plus impertamtcernent le blé (Valkoun, 2001), l'orge
(Verhoevenet al., 2004), le mais (Prasanna, 2012), et le riz (Sakdiltoh, 2010 ; Menguet

al., 2017).Chez les légumineuses aussi, en comparaison avegdeinées, l'identification de
QTL de résistance a la sécheresse a suscité umu@amgat remarquable pour cette approche
(Cattivelli et al., 2008), notamment pour la lentille (Idrissi et2016; Singh et al. 2016),le pois
chiche (Hamwieh et al. 2013; Varshney et al. 2@t4¢ haricot (Miklas et al. 2006).

Dans la pratique et lorsque la variation génétidjgponible chez une espece n’est pas suffisante
pour apporter des ameliorations concernant latedsis a la sécheresse, les recherches sont
généralement orientées vers les especes sauvagEsesia des environnements secs et a partir
desquelles de nouvelles variantes alléligues sgploiées (Abbertonet al., 2016). Mais
contrairement aux graminées, les légumineuses rpastrecu la méme attention en ce qui
concerne l'utilisation de leurs parents sauvagesr pa sélection de nouveaux cultivars et

I'amélioration de leurs résistance aux stress enmgmentaux (Gentzbittel et al., 2015).

Dans cette perspective, hous nous sommes baséss@sultats du chapitre Il pour choisir la
population de RILs (LR7) issue du croisement emde deux parents TN1.11 et Al7, afin
d’entreprendre une analyse QTL et tenter d’examiimaechitecture génétique des caractéres de
fitness en condition irriguées et en situation égoit hydrique.

2. Matériels et méthodes

2.1. Conduite de I'essai

Un essai a été répété durant deux années succel@B/déévrier 2013 et 03 février 2014). La
méthode utilisée pour le semis et celle utiliséeirpbapplication du stress hydrique sont
semblables aux méthodes utilisées dans le prersgai €e I'étude de la variabilité génétique

(chapitre 11).
2.2. Matériel végétal

Afin d’'identifier des QTL expliquant la variabilitgénétigue observée, nous avons utilisé la
population de lignées recombinantes LR7 (chapitréig. 07), issue du croisement entre les
deux génotypes (Lignées pures) TN1.11 et A17.
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La population de lignées recombinantes (appelée) Ige@ nous avons utilisée comporte 150
lignées recombinantes (RILs) en génération F6giskucroisement des deux parents TN1.11 x
Al7. Tous les génotypes sont des lignées pureswabtd’'une seule plante par la technique
« Single Seed Descendant », par le laboratoire &ltadu Centre National de la Recherche
Scientifique (CNRS) de Toulouse.

2.3. Carte génétique

777 N\

La carte génétique issue de ce croisement a digéeta partir d’'une population de 192 RILs et
146 marqueurs SSR en se basant sur le résultagguerscage du génome déedicago
truncatula (Younget al., 2011) (http://www.medicagohapmap.org/?genome)céawde obtenue
couvre 470 cM avec une moyenne d’intervalles emiaequeurs de I'ordre de 3.28 cM (Tab. 03,
Fig. 27).

Tab. 03: Distribution des marqueurs sur les 8 groupes @solia

Groupe de liaisor Nombre de marqueurs Longueur (cM) Distance moyenne (cV

1 28 80.7( 2.8¢
2 17 61.6( 3.62
3 15 53.4( 3.5¢
4 14 47.5C 3.3¢
5 25 73.6( 2.9¢
6 13 44.2( 3.4(C
7 18 55.6( 3.0¢
8 16 53.4( 3.3¢
Total 14¢ 47C 3.2¢
Pourcentage génotyp 93.2%

Génotypes (%) AA :48.3 BB :51.7

Avant de commencer a travailler avec cette camdesravons jugeé intéressant de la recalculer
une autre fois avec le logiciel JoinMap (Van Oqjj2806). Une fois la confirmation des groupes
de liaison a été faite (Fig.25; 26 ; 27), notreteale travail a été numérotée selon la carte
publiée. L'analyse de cartographie génétiqgue arétdisée a l'aide du package R-QTL du

logiciel R (Bromaret al., 2003).

2.4.Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental adopté pour les dewaiss@013-2014) est un ‘Split plot augmented
design’. L'intérét de ce dispositif est qu’il a &éncu pour les essais qui génerent un nombre
tres important d’'unités expérimentales et qu’ilagietres difficile d’'installer ou de contrdler sur
le terrain, plus particulierement les études de QFé&dérer and Arguillas, 2006). Le facteur
principal étudié, régime hydrique, est composé el@xdraitements : stressé (déficit en eau) et
non stressé (en irrigué) ; le deuxiéme facteuriétast le facteur lignées. Chaque traitement est

appligué sur les 150 lignées RILs et les deux kgn@arentales de croisement. Les 152 lignées
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Fig. 24 : Différentes étapes de culture Eletruncatula : (A) le semis ; (B) la levée ; (C) stade début

floraison ; (D) Application du stress hydrique ) (Ecolte des gousses.

sont réparties sur 14 blocs, dans chaque bloc aemss 18 lignées (Fig.24). Les deux parents
(Al7 et TN1.11) ainsi que 6 autres lignées (128, ZD3, 78, 87, 203) ont été reprises sur
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chaque bloc (Lignées check) alors que pour le r@sselignées qui completent les blocs, elles
ont été choisies aléatoirement parmi les 144 Rligeptent, mais elles ne sont utilisées qu’une

seule fois.

2.5.Caracteres étudiés
2.5.1. Les caractéres notés avant application du stress tgique

* Vigueur hivernale (WV) : notée de 1 (vigueur la plus faible) a 5 (viguearplus
élevée) ;

* Vigueur printaniere (SV) : notée de 1 (vigueur la plus faible) a 7 (viguearplus
élevée) ;

» Longueur de rameau (LB0): mesurée sur la tige principale avant I'applicationstress
hydrique en début floraison ;

* Nombre d'entre-nceuds (INO): relevé avant I'application du stress hydrique ;

* Envergure de la plante (SP) calculée a partir de la moyenne des deux mesures
perpendiculaires au diametre de la plante ;

* Nombre de ramifications (NB): représente le nombre de ramifications primaireé n
en début floraison ;

« Date de floraison (FD) :relevée apres apparition de la premiére fleurn@dgge plante et
calculée en nombre de jours a partir de la datedss.

2.5.2. Les caracteres notés aprés application du stressdyque

 Nombre total de gousses par plante (TPN)représente le nombre total de gousses
récoltées par plante et par pot en fin de stress ;

» Poids total de gousses par plante (TPW)noté apres la récolte sur I'ensemble des
gousses produites par chaque plante ;

* Nombre de graines par gousse (MSN)noté apres la récolte sur un échantillon de 5
gousses et représente le nombre moyen de graingsysse ;

* Poids total des graines par gousse (TWSP)représente le poids total des graines
présentent dans une gousse et calculé sur trossgsu

» Poids moyen des graines (MSW)calculé par la division du poids total des gesipar
gousse sur le nombre de graines par gousse ;

» Poids moyen des gousses (MPWXalculé par la division du poids total de gousses s
le nombre total de gousses ;

e Longueur du rameau principal en fin de cycle (LB3) mesuré sur la tige principale

apres la fin du 3cycle de stress hydrique.
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2.6. Analyses statistiques

2.6.1. Analyses de variance

Avant l'application du stress hydrique, l'analyse dariance a été calculée on prenant en
considération l'effet bloc, et l'effet lignée selomn dispositif en bloc aléatoire. Apres
'application du stress hydrique, l'analyse de amade a été calculé selon le dispositif
expérimental ‘split plot augmented design’ (Fédéasrd Arguillas, 2006). On prend en
considération l'effet bloc, l'effet traitement eteffet lignée ainsi que les interactions
traitement*bloc et traitement*lignée. L'effet ligpg est considéré comme aléatoire alors que
I'effet traitement et I'effet bloc sont considé@mme fixes. L'effet bloc et I'effet lignée ont été
testés par rapport a leurs interactions respectives |'effet traitement selon le modeéle suivant :

Y = mu + traitement + bloc + bloc * traitement + Lignée + Lignée * Traitement + Résiduelle

Les variances des lignées et de la résiduelleténéstimées en modeéle aléatoire par la fonction
Lmer du package Lme4 du Logiciel statistique Ryrdtservi par la suite a calculer I'héritabilité

au sen large :

Var Lignée

Var Lignée + Var Résiduelle

Les moyennes ajustées des lignées ont été calcpéekm fonction Ismeans. Ces moyennes
corrigées ont servi au calcul des corrélationseelets différents caractéres étudiés avant et apres

I'application du stress hydrique.
2.6.2. Analyses de QTL

L’'analyse QTL a été faite en utilisant le logic@fL Cartographer version 1.17 sous UNIX
(Bastenet al., 2005) ainsi que le package RQTL sous R. L'analysd#é faite en utilisant les

résultats du phénotypage et la carte génétiquéseptant les 150 lignées de la population RILs.

Afin d’identifier des QTL et d’estimer le pourcegtade variabilité phénotypique expliqués par
chaque QTL (B ainsi que I'effet additif des alléles induit garparent femelle (TN1.11), nous
avons utilisé la méthode du composite interval nrapfprocedure Zmapqtl, model 6). Le seuil
d’acceptation d’'un QTL détecté aprés 1 000 perrnartatet un risque de 5% et un LOD3
(Churchill and Doerge, 1994). Les positions des QFL été estimées a 'emplacement du pic
maximum du LOD score dans la région considéréeintémvalle de confiance de part et d’autre

du pic de chaque QTL a été estimé a LOD - 1 (Lawraher Botstein, 1989). La représentation
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graphique des groupes de liaisons et des posities®QTL a été faite par le logiciel MapChatrt,
version 2.2 (Voorrips, 2002).

3. Résultats
3.1.Confirmation de la carte génétique

Nous avons pu confirmer que chaque marqueur pdysende cartographie génétique a bien été
affecté au groupe de liaison adéquat. La figuren@htre clairement que tous les marqueurs sont
liés les uns aux autres et que leur répartitioragesez equitable sur 'ensemble des chromosomes

(Fig. 26).

Pairwise recombination fractions and LOD scores
LG1 LG2 LG3 LG4 LG5 LGB LG7 LG8
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Fig. 25 Calcul des fractions de recombinaigBartie supérieure : plus c’est bleu plus le taux de
recombinaison est important entre les marqueusj.des marqueurs sont loin les uns des aufPestie inférieure :
c’est la valeur du LOD score du test, qui compasetdux de recombinaison (haut du graphe) par reppm taux
de %, c.a.d. les marqueurs sont totalement indémgsicEn rouge : plus le Lod score est faible plus laation
est rouge, tous les marqueurs sont liés de pratipecehe).

— FAtZn —— muav —7— e
otz i
—— R

—— s —— mtaa —— mt101

mto —— mtio>
—— mt7 —— mt11s
mt103

nnnnn L
20 - —— mos 1 res == mi1z

|
\
3
3
5

== misg B E—— . —— 110

111111

aw- || n=s

il
Il
33
#
£

Lozation ohf)

F— mtso

|
\
3
3
8

|
\
E
i
8

so0 —

—— mt21

—— mit22
s ames

—— m2s 1
meas mtao
—— mt27

Fig. 26 :Visualisation de la répartition des marqueurs awarte génétique
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Fig. 27 :Représentation graphique des génotypes manquargsadearte génétique

3.2.Analyse de variance et effet du stress sur Iparameétres notés
3.2.1 Parametres notés avant application du stress hydrige
3.2.1.1Vigueur hivernale (WV)

L’analyse de variance a montré un effet lignée trastement significatif pour la vigueur
hivernale (WV) en 2013, mais n’a montré aucun eéet 2014 (Tab. 04) ; par contre, des
différences significatives en 2014 ont été enreggst entre les deux parents (Annexe 07). Les
valeurs des lignées suivent une loi normale alars lgs deux parents donnent des valeurs
intermédiaires. L’héritabilité pour ce parametreieaentre faible (0.19) en 2014 et moyenne
(0.42) en 2013(Annexe 07).

Tab. 04 : Analyse de variance (carrés moyens) pour la vighawrnale de la population RILs
deM. truncatulaen 2013 et 2014

Carrés moyens
Effet DL Année 2013 Année 2014
Bloc 13 0,529 NS 3,851 NS
Lignée 151 0.914 **=* 1,222 NS
Erreur 174 0,366 1,058

NS : non significatif a B 0.05, ***: significatif a P < 0.001 ; DL : nombde degrés de liberté
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3.2.1.2 Vigueur printaniere (SV)

Des différences significatives ont été révéléeseeles lignées pour la vigueur printaniere (SV)

en 2013 (Tab. 05). Les deux parents ont donné désung moyennes par rapport a celles
enregistrées chez les lignées (Annexe 07). L’Hg@hté pour ce caractére est considérée comme
faible (Annexe 08).

Tab. 05 : Analyse de variance (carrés moyens) pour la vigpgataniére de la population RILs
deM. truncatulaen 2013 et 2014

Carrés moyens
Effet DL Année 2013 Année 2014
Bloc 13 1,914 NS 2,241 NS
Lignée 151 2.702 * 1,231 NS
Erreur 174 1,927 1,000

NS : non significatif a P 0.05 ; * : significatif a P < 0.05 ; DL : nombre degrés de liberté

3.2.1.3 Longueur du rameau principal (LBO)

Une importante variabilité a été observée entrdigeges pour la longueur du rameau principal
avec un effet lignée trés hautement significative 2013 (Tab. 06). Des différences tres
hautement significatives (2013) et significativ@®14), entre les deux parents, ont aussi été
signalées (Annexe 07). L’héritabilité pour ce pagtnm varie entre faible (0.16) en 2014 et
moyenne (0.49) en 2013 (Annexe 07).

Tab. 06 : Analyse de variance (carrés moyens) pour la longdewuameau principale la
population RILs déV. truncatula en 2013 et 2014

Carrés moyens
Effet DL Année 2013 Année 2014
Bloc 13 18,25 NS 21,8 NS
Lignée 151 20.92 *** 9,57 NS
Erreur 174 7,660 7,060

NS : non significatif a B 0.05 ; ***: significatif a P < 0.001 ; DL : nombmde degrés de liberté

3.2.1.4 Nombre de ramifications primaires (NB)

L’analyse de variance n'a pas mis en évidence fléréinces significatives pour le nombre de
ramifications (NB) entre les lignées durant lesxdeanées d’essai (Tab. 07). Les deux parents se
sont comportés de la méme maniére pour ce paraetétr@ donnés des valeurs intermédiaires
par rapport a leur descendance (Annexe 07). Ldddgtité calculée a donnée des valeurs faibles
(Annexe 07) variant entre 0.25 en 2013 et 0.17044 2
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Tab. 07 : Analyse de variance (carrés moyens) pour le nonimamifications de la population
RILs deM. truncatula en 2013 et 2014

Carrés moyens
Effet DL Année 2013 Année 2014
Bloc 13 1,14 NS 6,341 NS
Lignée 151 1.808 NS 1,456 NS
Erreur 174 0,830 1,350

NS : non significatif a B 0.05 ; *** : significatif a P < 0.001, respectivemt ; DL : nombre de degrés de liberté

3.2.1.5 Nombre d’entrenceuds (INO)

L’analyse de variance a fait ressortir des difféemntres hautement significatives entre les
lignées en 2013 (Tab. 08), alors que les deux pardiN1.11, A17) ont donné des résultats
sensiblement proches, mais qui restent moyens epam@ison avec ceux de la population de
RILs (Annexe 07). L’héritabilité est faible en 201@.23) et relativement moyenne en 2014
(0.34) (Annexe Q7).

Tab. 08 : Analyse de variance (carrés moyens) pour le nomilergrenceuds de la population
RILs deM. truncatula en 2013 et 2014

Carrés moyens
Effet DL Année 2013 Année 2014
Bloc 13 2,144 NS 7.234*
Lignée 151 1,808 NS 1,456 NS
Erreur 174 1,261 1,108

NS : non significatif a B 0.05 ; * : significatif a P < 0.05 ; DL : nombre degrés de liberté

3.2.1.6Envergure (SP)

L’envergure a été notée en une seule année (2G13) donné des différences hautement
significatives entre les lignées (Tab. 09) et uiféémdnce significative entre leurs parents.
L’héritabilité, pour 'envergure, est de 0.57 (Axeed7).

Tab. 09 : Analyse de variance (carrés moyens) pour I'enverdada population RILs dil.
truncatula en 2013 et 2014

Carrés moyens
Effet DL Année 2013 Année 2014
Bloc 13 34,2 NS -
Lignée 151 44,9 ** -
Erreur 174 28,100 -

NS : non significatif a B 0.05 ; ** : significatif a P < 0.01 ; DL : nombuoe degrés de liberté
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3.2.1.7Date de floraison (FD)

Des différences trés hautement significatives tétrévélées par I'analyse de variance entre les
lignées durant les deux années d’expérience (T@b.Les deux parents ont aussi des dates de
floraison significativement différentes (Annexe OwWais qui restent moyennes par rapport a
leurs descendances. L’héritabilité, pour la datdla@ison, est relativement moyenne a élevéee
(Annexe 07) avec des valeurs entre 0.34 (201366t (2014).

Tab. 10 : Analyse de variance (carrés moyens) pour la daflodesonde la population RILs de
M. truncatula en 2013 et 2014

Carrés moyens
Effet DL Année 2013 Année 2014
Bloc 13 46,9 NS 78,33 NS
Lignée 151 61.7 *** 73.12 ***
Erreur 174 17,800 14,990

NS : non significatif a B 0.05 ; *** : significatif a P < 0.001 ; DL : nombrde degrés de liberté

3.2.2 Parametres apres application du stress hydrique

L’analyse de l'effet du déficit hydrique sur lesrgaetres de fithess montre qu’il existe une

grande variabilité génétique au sein de la popariatie RILs.
3.2.2.1Nombre de graines par gousse (MSN)

L’analyse de variance montre un effet traitemees thautement significatif (Tab. 11) pour ce
parametre (2013-2014). L'effet du stress hydrigppligué a été hautement significatif durant
les deux années d’essai (Tab.11) et a causé ureutiom du nombre de graines de plus de 17%
(Annexe 9).

Tab. 11 : Analyse de variance (carrés moyens) pour le nomdigraines par gousse de la
population RILs déV. truncatula sous deux contraintes hydriques en 2013 et 2014.

Carrés moyens
Effet DL Année 2013 Année 2014
Traitement 1 352.7 *** 643.45 ***
Lignée 151 2.5* 2.21 *+*
Traitement*Lignée 150 1,6 NS 1.14 NS
Erreur 173 1,60 0.92

NS : non significatif a B 0.05 ; ** et *** : significatif a P < 0.01 et P 8.001, respectivement. DL : nombre de
degrés de liberté

La comparaison entre les deux parents (Annexe @8)g soit en condition de stress ou bien en
condition de control ne montre pas des différemeg®rtantes pour ce parametre par contre les
lignées recombinantes montrent une grande varti@kiliec des valeurs qui dépassent celles des

deux parents (Annexe 9).

66



Chapitre 11

3.2.2.2Nombre de gousses par plante (TPN)

L’analyse de l'effet du stress hydrique sur le noantbe gousses par plante montre une grande
variabilité génotypique pour ce parametre (Tab.. 12gffet stress a été tres hautement

significatif durant les deux années d’essai etgerdré une réduction de plus de 34% pour ce
paramétre (Annexe 9). Une forte ségrégation trassgre a aussi été observée pour la
population RILs par rapport aux deux parents quidemnés des valeurs moyennes (Annexe 8).

L’héritabilité pour ce parametre est comprise eftB5 et 0.42 (Annexe 9).

Ta. 12 : Analyse de variance (carrés moyens) pour le noniigousses par plante de la

population RILs déV. truncatula sous deux contraintes hydriques en 2013 et 2014

Carrés moyens
Effet DL Année 2013 Année 2014
Traitement 1 58045 *** 130750 ***
Lignée 151 684 *+* 426 ***
Traitement*Lignée 150 17% 206™°
Erreur 173 218 162,00

NS : non significatif a P > 0.05 ; *** : significd&@ P < 0.001 ; DL : nombre de degrés de liberté

3.2.2.3 Poids total des gousses par plante (TPW)

Des difféerences hautement significatives ont étegstrées entre les deux parents pour ce
parametre que ce soit en situation de stress hyaog bien en situation non stressée (Annexe
8). La comparaison entre les différentes lignéfstaessortir un effet trés hautement significatif
(2013, 2014) démontrant une importante variabfliigb. 13). L’application du stress hydrique a
fait ressortir aussi un effet trés hautement sigaiif (Tab. 13) et a engendré une diminution du
poids total des gousses de plus de 40% (Annexd. 'Bgritabilité, pour ce parametre, est

comprise entre 0.16 et 0.28 (Annexe 9).

Tab. 13 : Analyse de variance (carrés moyens) pour le poids des gousses par pladiela

population RILs déVl. truncatula sous deux contraintes hydriques en 2013 et 2014

Carrés moyens
Effet DL Année 2013 Année 2014
Traitement 1 1668.7*** 5449 ***
Lignée 151 13.9 *** b5 *x*
Traitement*Lignée 150 4,20 NS 3,00 NS
Erreur 173 5,50 3,00

NS : non significatif a P > 0.05 ; *** : significd&@ P < 0.001 ; DL : nombre de degrés de liberté
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3.2.2.4 Poids total des graines par gousse (TWSP)

L’effet du traitement hydrique a été tres hautensggrificatif pour ce parametre (Tab.14) mais
la réduction en poids total des graines n’'a padrégimportante (5%) (Annexe 9). De méme
pour l'effet ligné ou on a enregistré des difféendres hautement significatives (Tab. 14).
L’héritabilité est comprise entre 0.15 et 0.17 extfyement en situation de stress et en irriguée
(Annexe 9).

Tab. 14 : Analyse de variance (carrés moyens) pour le poids des graines par gouskela

population RILs déV. truncatula sous deux contraintes hydriques en 2013 et 2014

Carrés moyens
Effet DL Année 2013 Année 2014
Traitement 1 - 19047.4 ***
Lignée 151 - 67.5 **
Traitement*Lignée 150 - 25%7
Erreur 173 - 37.2

NS : non significatif a P > 0.05 ; *** : significd&@ P < 0.001 ; DL : nombre de degrés de liberté

3.2.2.5 Poids moyen des gousses (MPW)

Les résultats obtenus montrent que I'applicationsttess hydrique a eu une influence sur le
poids moyen des gousses avec des réductions quemteallez jusqu'a 12% (Annexe 9). La
comparaison entre les deux parents (TN1l.11 et Ahdptre des différences hautement
significatives pour ce caractere dans les deuxitiond et pour les deux années (Annexe 8). Le
calcul de I'héritabilité a donné des valeurs moyenqui varient entre 0.31 et 0.53 (Annexe 9).

L’analyse de variance a révélé des différenceshaggement significatives entre les lignées et

entre les deux traitements hydriques appliqués.(Iab

Tab. 15 : Analyse de variance (carrés moyens) pour le pomgemdes gousseke la population

RILs deM. truncatula sous deux contraintes hydriques en 2013 et 2014

Carrés moyens
Effet DL Année 2013 Année 2014
Traitement 1 0.019 *** 0.227 ***
Lignée 151 0.0017*** 0.001 ***
Traitement*Lignée 150 0,0005 NS 0.0004 NS
Erreur 173 0,0005 0.0004

NS : non significatif a P = 0.05 ; ** et *** : sigficatif a P < 0.001 ; DL : nombre de degrés deilb
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3.2.2.6 Poids moyen des graines (MSW)

Le poids moyen des graines a été fortement infligrar I'application du stress hydrique. Les
plantes en situation de stress hydrique ont prodiest graines de poids plus faible avec une
réduction avoisinant les 25% (Annexe 9). La comigaraentre les deux parents, en situation de
stress comme en situation irriguée, fait ressaldis différences trés hautement significatives
(Annexe 8). L’héritabilité pour ce caractere vaaetre 0.23 et 0.45(Annexe 9). L’effet

traitement a été trés hautement significatif du0it3 et 2014, alors que l'effet lignée n’a été

significatif que durant I'essai de 2014 (Tab. 16).

Tab. 16 : Analyse de variance (carrés moyens) pour le poimgem des grainase la population
RILs deM. truncatula sous deux contraintes hydriques en 2013 et 2014

Carrés moyens
Effet DL Année 2013 Année 2014
Traitement 1 9.6835 *** 78.64 ***
Lignée 151 0.4223 *** 0,5%°
Traitement*Lignée 150 0.135% 0.52 ***
Erreur 173 0.2007 0,2800

NS : non significatif a P > 0.05 ; *** : significéta P < 0.001 ; DL : nombre de degrés de liberté

3.2.2.7Longueur du rameau principal en fin de cycle (LB3)

L’application du stress hydrique a eu un effet th@sitement significatif sur la longueur du

rameau principal (Tab. 17). Une tres grande vdri@ba été enregistrée en présence et en
absence de stress hydrique sur les différenteédgy(irab. 17). Des différences significatives ont
été notées entre les deux parents en conditiorstiegsée, mais les disparités s’amenuisent en

condition de stress hydrique (Annexe 9).

Tab. 17: Analyse de variance (carrés moyens) pour la longdewameau principal en fin de cyde la

population RILs déV. truncatula sous deux contraintes hydriques en 2013 et 2014

Carrés moyens
Effet DL Année 2013 Année 2014
Traitement 1 14222 *** 5307.5 ***
Lignée 151 98.6 *** 94,1 ***
Traitement*Lignée 150 455 * 397
Erreur 173 34,5000 38.7

NS : non significatif a P = 0.05 ; * et *** ; sigfitatif a P < 0.05 et P < 0.001, respectivement ;; Bombre de

degrés de liberté
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3.3 Analyses de correlations

3.3.1 Caracteres avant application du stress hydrique

Pour les deux années d’essai, les caracteres andés I'application du stress hydrique sont tres
hautement corrélés entre eux (Fig. 28, 29). Leglaiions sont toutes positives a I'exception de
la date de floraison qui est corrélé négativemest d'ensemble des caracteres étudiés. Cela
indique que les lignées les plus précoces sordgscglli sont les plus développées.
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0 T s I i | |

* A e | e e ] e e ] P ***E =
VGH 0.85 0.65 0.64 0.50 038 oes 25
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Fig. 28 : Matrice des corrélations pour les différents cinas avant stress en 2013
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Fig. 29 :Matrice des corrélations pour les différents canast avant stress en 2014
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3.3.2 Caracteres aprés application du stress hydrique

Que ce soit en condition de contréle ou en condlitie stress hydrique (Fig. 30, 31, 32 et 33),
nous avons obtenu des corrélations tres hautenggiticatives entre le poids total des gousses
et le nombre total de gousses durant les deux ardiéepérimentation. Alors que la corrélation
est négative entre le nombre de graines par gaidsgroids moyen des goussdés poids total
des graines par gousse a donné des corrélatiaes fetrpositives avec le nombre de graines par
gousse, le poids moyen des graines et le poids mage goussesalors que la corrélation a été
négative avec le nombre total des gousses parepl@etqui implique que plus la plante produit
de gousses et plus le poids total des goussedgrde st élevé. Par contre, le poids moyen des
gousses et le poids total des graines par gousseu#nt sensiblement.

L’analyse des corrélations entre la situation d&réde et la situation de stress hydrique, pour les
différents parametres, a révélé des corrélationsitipes, significatives a tres hautement
significatives durant les deux années d’expérintemtiaa I'exception du poids moyen des
graines en 2013 (Annexe 11). L'importance de cegtlaiions tient au fait qu’elles permettent
de prédire la réaction de ces lignées en conditenstress hydrique a partir de leurs

comportements en condition de contréle.
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Fig. 30 : Matrice des corrélations pour les différents ctinas de fitness en irrigué (2013)

71



Chapitre 11

30

Lng

10

020

020 030

010

3.5 5.0 B.5 80 100 180 o.10 0.20
I I | S I T | 1 1
* Je R H
NGr 0.59 g
3 =y
- e Fede e e ]
= ] PGr 0.68 -0.51 = 0.53 .

160

0 100

020

040

12

il

70

30

12 168 20

i

40

Fig. 32 :Matrice des corrélations pour les différents camas de fithess en

irrigué (2014)

72



Chapitre 11

3.0 40 50 40 80 0.10 0.20
| N Y I | 1 1 1 L 1 1 L

#* * kK e de K] i
NGr « 0.75 o= . 038 K
L o=
k| . *k e e K|
PGr 047 = o 0.49

an 45
e I O s

¥ ¥ %

10

0.66 L
8
2 ¥ HHH F
- 0.72 -0.52 a
2
e % % ]
PTG - 0.37

TTTT1
4 B 12

010 020
11 1 1

Lng

050

@
o
]
T
4

T T T T
5

T
4 6 8 10 6 & 12 30 50

Fig. 33 :Matrice des corrélations pour les différents canas de fithness en stressé (2014)
3.4 Localisation et identification des QTL

La forte variabilité génétique observée pour lesadares etudiés que ce soit avant ou apres
I'application du stress hydrique, nous a conduitdentifier plusieurs régions génomiques
impliquées dans cette variabilité génétique (Anngxe Au total 49 QTL ont été trouvés dans
cette étude, dont 6 pour les parametres relevés'ais stade début floraison et 43 QTL pour les
caracteres relevés apres le stade début floraggguli¢ation ou non d’'un stress hydrique), ceci
durant les deux années d’expérimentation. Au tbfaQTL ont été trouvés en condition stressée
et 26 QTL en condition de contrdle. Un a trois Qdht été mis en évidence pour chaque
parametre en fonction de I'année d’expérimentadbude la condition hydrique appliquée aux
lignées. A I'exception du chromosome 6, des QTLéiattrouvés sur chaque chromosome, avec
un effet des alléles parfois positif, parfois néfigate pourcentage de la variance phénotypique
expliguée par chaque QTL se situe entre 6% et 3&mombre le plus élevé de QTL a été
trouvé sur le chromosome 7 avec 16 QTL, suivi desrnosomes 2 et 4 avec 8 QTL. Trois QTL
sont trouvés sur le chromosome 3, six QTL sur leomlmsome 1 et deux QTL sur les
chromosomes 5 et 8 chacun. Le nombre de QTL troendenction des années est presque égal
avec 25 QTL en 2013 et 24 QTL en 2014.

Le chromosome 7 rassemble des QTL représentantcalextéres notés dans différentes
conditions et qui sont co-localisé# regroupe des QTL relatifs a des caractéregsavant le

début d’application du stress hydrique : date deafson (FD), longueur du rameau principal et
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vigueur printaniére, ainsi que des QTL représerdastcaracteres préleves apres I'application du
stress hydrique : en condition stressée (poids madgs graines, poids total des gousses, poids
moyen des gousses) ou bien en condition de confpoles total des gousses, la longueur du
rameau principale, poids moyen des gousses). Le £€ite le plus élevé (21.7) a été trouvé sur

ce chromosome pour la date de floraison, avec arniance phénotypique expliquée de 38%.

Plusieurs QTL sont co-localisés aussi sur les authtomosomes comme c’est le cas pour le
chromosome 1 entre 70 et 81 cM, le chromosomer ébtet 45 cM, le chromosome 3 entre 28

et 42 cM, le chromosome 4 entre 0 et 10.5 et lernbsome 5 entre 30 et 45 cM.
3.4.1 Parametres avant application du stress hydrique

Pour les caractéres vigueur printaniere (SV) eguenir du rameau principal (LBO) nous avons
pu mettre en évidence un QTL pour chacun d’eux30dositionnés sur le chromosome 7, avec
un LOD score de 3.1 et 8 respectivement (Tab. U&)recherche de QTL de date de début
floraison (FD) a permis de détecter quatre enduifférents sur le génome dé. truncatula.
Deux QTL ont été trouvés sur le chromosome 7 ($4g.35) avec un effet additif positif et avec
des LOD score de l'ordre de 7.9 et 21.7 en 20123&4, respectivement. Deux autres QTL ont
été trouvés sur le chromosome 4 et sur le chromesoavec un effet d’additivité négatif et des
LOD de 5.6 et 3.5, respectivement (Tab. 18).

Tab. 18 : QTL de caractéres notés avant I'application dusstlg/drique

Caractere Année chromosome  Marqueur Posmog 0?]:;; necte”zf:el}\;l\;a”e de LOD Effet addéh_lt_l;‘\llielllallele R2

SV 2013 7 mt119 30.71 24-32.5 3.1 .330 8.77
FD 2013 4 mt69 40.21 35-42 5.6 -1.34 .028
FD 2013 7 mt126 51.61 51-52 21.7 3.12 38.02
FD 2014 1 mt19 58.21 56-67 35 -1.44 7.34
FD 2014 7 mtl122 42.91 39-43 7.9 2.43 19.34
LBO 2013 7 mt126 51.61 50-52.5 8.0 1.41 18.38

La variance phénotypique, expliquée par ces QTlLigwentre 8 et 38% (Tab. 18). Aucun QTL
n'a été trouvé pour les parametres vigueur hiveri§aD13), nombre d’entrenceuds (2013) et
I'envergure des plantes (2013). Il est importansig@aler qu’aucune recherche de QTL n’a été

faite pour les caractéres n’ayant pas d’effet lggsignificatif.
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Fig. 35: QTL de la date de floraison sur le chromosome 7rpls deux années
d’expérimentation (2013 et 2014)

3.4.2 Parametres apres application du stress hydrique
3.4.2.1 Nombre de graines par gousse (MSN)

Au total 6 QTL ont été identifiés pour ce parametient cing en 2013 et un seul QTL en 2014
(Tab. 19 ; Fig. 36). Quatre QTL ont été détectéesammdition non stressée et deux en condition
de stress hydrique. Le QTL situé prét du marque@i7raur le chromosome 1 (en contrdle) a été
retrouvé exactement au méme endroit durant les danges d’expérimentation (Annexe 12).
Alors que les autres QTL ont été trouveés sur lesrnbsomes 2, 4 et 5 indépendamment de la
contrainte hydrique appliquée. Cependant, le QTL s situe entre l'intervalle 30-46 cM
(Annexe 12) semble indifférent a la contrainte apme et représente un QTL commun aux
deux conditions hydriques. Les LOD scores, poucam@ctére, sont compris entre 3 et 4 alors
que la variance phénotypique expliquée par chaqued3t comprise entre 7.7 et 10.7 (Tab. 19).
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Tab. 19 : QTL détectés pour le nombre de graines par gaariss®ndition irriguée et en
condition stressée (2013-2014)

Caractere  Année  chromosome  Marqueur POS”'OEO?];I;;?;?S\;\)@”(% de LOD De I’i{lfglteaggl'tllfl\ll.ll R2
MSNw 2013 1 mt27 76.01 73.5-78 3.3 20.4 1.7
MSNw 2013 2 mt34 18.31 15-24 4.2 -0.51 .6920
MSNw 2013 5 mt87 34.01 30-39 3.3 -0.47 659.
MSNw 2014 1 mt27 76.01 73.5-79 4.0 50.3 9.85
MSNs 2013 4 mt71 45.61 43-46 29 0.43 772
MSNs 2013 5 mt91 41.81 34-45.5 3.1 410. 7.96

LOD Score {Nombre de graines par gousse)
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Fig. 36 :LOD score pour le nombre de graines par gousse entmmuliiguée (2014)

3.4.2.2 Nombre total de gousses par plante (TPN)
La recherche de QTL pour ce parametre nous a pedientifier 7 QTL, dont 4 sur le
chromosome 7, deux sur le chromosome 3 et un QTlesthromosome 2 (Tab. 20). Un QTL
proche du marqueur mt 126 sur le chromosome 7 @gAnnexe 12) et commun aux deux
conditions d’étude a été retrouvé en condition d@t(2013 et 2014) et en condition stressée
(2013) exactement sur la méme position. La varigienotypique expliquée par ces QTL est

comprise entre 7 et 24%, alors que les LOD scaneestre 3.3 et 11.7 (Tab. 20).

Tab. 20 : QTL détectés pour le nombre total de gousses patgen condition irriguée et en

condition stressée (2013-2014)

Position QTL et intervalle de

Caractere  Année  chromosome  Marqueur Effet additif de l'aliéle de

) LOD R2
confiance (cM) TN1.11
TPNw 2013 3 mt46 0.01 00-03 4.0 -7.01 .637
TPNw 2013 3 mt52 30.31 28-33 55 7.97 0al1.
TPNw 2013 7 mt126 51.61 48-53 11.7 12.30 24.89
TPNw 2014 7 mt114 06.41 1.2-8.9 3.3 4.56 337
TPNw 2014 7 mt125 50.51 47-56 35 491 577.
TPNs 2013 7 mt126 51.61 51-53 9.5 10.14 2.12
TPNs 2014 2 mt43 56.61 53.5-61 3.3 354, 8.41
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LOD Score NTG2013

o
S -+ mifd

Nombre total de gousses par plante en imigué (2013)
Nombre total de gousses par plante en stressé (2013)

- mti14
Fmtis [
- mt

T
10

= mtft
B - mtf18

E
L

= mt120
= mtiz2

T
30

Map Position on LG (cM)

T
40

- mti23
= mti24

50

-tz
S
= ni2e
- 30

Fig. 37 :LOD Score pour le nombre total de gousses par@lkamistressé et en irrigué (2013)

3.4.2.3 Poids total des gousses par plante (TPW)
Cing QTL ont été identifiés pour le poids total desisses et 3 chromosomes ont été impliqués
(chromosomes 3,7 et 8). Trois QTL sont situés suchromosome 7 (Fig. 38), dont deux se
localisent sur le méme locus (mt127) et représemtemx situations hydriques différentes (2013)

(Annexe 12). Les LOD scores observés sont compitie & et 8.4 et la variance phénotypique
expliquée est comprise entre 6 et 19 (Tab. 21).

Tab. 21 : QTL détectés pour le poids total des gousses patg@n condition irriguée et en

condition stressée (2013-2014)

Caractere Année chromosome Marqueur

Position QTL et intervalle de

Effet additif de I'allele

confiance (cM) LOD de TN1.11 R?

TPWw 2013 3 mt53 31.51 28.5-33 3.9 1.04 .738
TPWw 2013 7 mt127 53.11 47-54 4.9 1.21 121
TPWw 2014 7 mt113 6.01 01-09 4.6 0.69 3.31
TPWs 2013 7 mt126 51.61 48-53 8.4 1.23 .838
TPWs 2013 8 mt134 9.11 06-14 3.0 0.67 .346
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Fig. 38 :LOD score pour le poids total des gousses par planterttion stressée (2013)
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Fig. 39 :LOD Score pour le poids total des gousses pargkamicondition stressée sur le

chromosome 8 (2013)

3.4.2.4 Poids total des graines par gousse (TWSP)

Les QTL relatifs au poids total des graines parsgeuont été mis en évidence sur quatre
chromosomes différents (chromosomes 2, 3, 4 etTiis QTL sont représentatifs de la
condition irriguée et deux QTL pour la conditionessée. Parmi ces QTL, deux se co-localisent
sur le méme chromosome 4 (Fig. 40) et sont reptdisndes deux conditions hydriques. La

variance phénotypique expliquée par ces QTL vaié @ 13.5%, alors que les LOD score sont
compris entre 3 et 5.5 (Tab. 22).

Tab. 22 :QTL détectés pour le poids total des graines pasggen condition irriguée et en
condition stressée (2013-2014)

Caractére  Année chromosome  Marqueur Positiogan;li'IE;n(zteirES\;I\)/alle de LOD de I’ilflfglteagedi'tri:\ll 1 R2
TWSPw 2014 3 mt57 43.51 34-49 3.0 -1.72 6.02
TWSPw 2014 4 mt63 7.11 6-10.5 3.8 1.93 268.
TWSPw 2014 7 mt127 53.11 44-56 4.2 -2.18 8.9
TWSPs 2014 2 mt37 33.31 32-36.5 2.9 172. 7.19
TWSPs 2014 4 mt62 6.21 3.8-08 55 2.55 13.56
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Fig. 40 :LOD Score pour le poids total des graines par goaascondition irriguée (2014) sur le

chromosome 4

3.4.2.5 Poids moyen des gousses (MPW)
Les de QTL détectés, et impliqués dans I'expresdmoe caractére, sont au nombre de 7 (Tab.
23) répartis sur 5 chromosomes (chromosomes 2, 3,et 8) (Fig. 41). Quatre QTL ont été
trouvés en 2013 et trois QTL en 2014. Quatre déeriux ont été trouvés en condition de
contrdle et trois en condition de stress hydriqeux QTL se co-localisent sur le chromosome 3
dans l'intervalle 34-41 cM (Annexe 12) et représanies deux conditions de stress testées. Les

valeurs de la variance phénotypique expliquée paguee QTL sont comprises entre 6 et 15,
alors que les LOD scores sont entre 2.9 et 6.3.(d2b

Tab. 23 : QTL détectés pour le poids moyen des gouseeondition irriguée et en condition
stressée (2013-2014)

Position QTL et intervalle de

Effet additif de I'allele

Caractere Année chromosome Marqueur confiance (cM) LOD de TN1.11 R2
MPWw 2013 7 mt129 54.91 52-57 2.9 -0.01 .696
MPWw 2013 8 mtl141 41.91 37-44.8 35 10.0 8.59
MPWw 2014 2 mt44 60.71 59-62 4.6 0.01 020.
MPWw 2014 3 mt56 37.81 34-40.5 2.9 10.0 5.9
MPWs 2013 2 mt41 50.51 47-54 3.9 0.01 29.3
MPWs 2013 3 mt55 37.51 34-41.5 4.2 0z10. 10.37
MPWs 2014 4 mt62 6.21 5-10 6.3 0.01 025.
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Fig. 41 :LOD Score pour le poids moyen des gousses en comditiguée (2014) sur le

chromosome 2

3.4.2.6 Poids moyen des graines (MSW)
L’analyse QTL pour ce paramétre a été faite juster pannée 2014, étant donné qu’en 2013
I'effet lignée n’a pas été significatif. Les rési#t obtenus ont fait ressortir six QTL, trois drent
eux en condition de stress et les trois autresoeditton non stressée (Tab. 24 ; Fig. 42). Sur
l'intervalle 1-10.5 cM du chromosome 4 (Annexe 1@®ux QTL, représentant chacun une
condition hydrique, se co-localisent; de méme péarchromosome 7, sur la région
chromosomique 45-50 cM (Tab. 24, Annexe 12). Le®LlsBore sont compris entre 3 et 7 et la

variance phénotypique expliquée par chaque QTkLasprise entre 6 et 14.7 (Tab. 24).

Tab. 24 :QTL détectés pour le poids moyen des graaresondition irriguée et en condition
stressée (2013-2014)

Caractere  Année chromosome  Marqueur Position QTL et intervalle LOD Effet additf de R2

de confiance (cM) I'alléle de TN1.11
MSWw 2014 2 mt44 60.71 59-62 3.0 0.13 6.1
MSWw 2014 4 mt63 7.11 4-10.5 4.5 150. 9.08
MSWw 2014 7 mt124 48.91 47.5-50 7.0 -0.20 14.36
MSWS 2014 4 mt62 6.21 01-08 55 0.18 11.01
MSWS 2014 4 mt68 28.61 26-34 29 -0.14 546.
MSWS 2014 7 mt123 47.01 45-50 6.7 -0.21 4.73
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Fig. 42 :LOD Score pour le poids moyen des graines parsgoes condition irriguée (2014)

3.4.2.7 Longueur du rameau principal en fin de cycle (LB3)

La longueur du rameau principal semble étre inftéenpar plusieurs QTL que l'analyse QTL a
mis en évidence. Sept QTL ont été découverts, daatre en condition contrdle et trois en
condition de stress hydrique (Tab. 25). Quatre mimsommes sont concernés (chromosome 1, 2, 3
et 7). En condition de stress hydrique, un QTLétéiuve sur le chromosome 2 (34 a 45 cM)
durant les deux années d’expérimentation (Fig.AMBexe 12). Les LOD scores sont compris
entre 2.8 et 5.3 alors que la variance phénotypexpéiquée est comprise entre 6.5 et 13 (Tab.
25).

Tab. 25 : QTL détectés pour la longueur du rameau principdirede cycleen condition

irriguée et en condition stressée (2013-2014)

Caractéere Année chromosome Marqueur Position QTL et |(nct,(\e/|r)valle de confiance LOD I’zi?éﬁé?jid‘lltllilgil R2
LB3w 2013 1 mt24 72.81 70-73.5 4.0 2.90 9.73
LB3w 2013 3 mt58 48.81 44-53 3.9 -2.98 9.5
LB3w 2013 7 mtl122 42.91 39-46 3.6 2.87 38.5
LB3w 2014 1 mt5 6.81 05-09 4.9 -2.59 11.77
LB3s 2013 2 mt37 39.31 34.8-42 3.4 -2.47 8.91
LB3s 2014 1 mt27 78.01 74-81 2.8 2.13 96.5
LB3s 2014 2 mt38 39.71 36-45 5.3 -3.29 812.
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Fig. 43 :LOD Score pour la longueur du rameau principal@mddion stressée (2014) sur le

chromosome 2

4  Discussion

4.1 Variation génétique

Les résultats obtenus a partir de la populatiorRtles (LR7), que ce soit pour les caractéres
végétatives notés avant I'application du stressijyé ou bien pour les caractéres de fitness
(condition irriguée ou sous stress hydrique) sardeux années d’essai, ont révélé une grande
variabilité génétique. Sur cette méme populatidR), mais en condition saline, Foroozardar
al.(2014) ont aussi trouvé un résultat similaire.

En comparaison avec les deux parents (TN1.17 x A&7population de RILs a montré une
ségrégation transgressive notable dans les deit@ntents, ce qui pourrait étre interprété par
I'effet de I'accumulation d'alleles positifs (ougadifs) provenant des deux génotypes parentaux.
Certaines de ces nouvelles combinaisons alléligoesraient entrainer une meilleure fitness et
une meilleure adaptation aux conditions environmeaies (Siolet al., 2008). Ce résultat
indique que, grace a la variation génétique etr@dambinaison génétique disponibles dans les
populations naturelles, de nouveaux génotypes aneaneilleure adaptation aux conditions de
sécheresse peuvent étre sélectionnés au sein dlaseendance a faible différenciation
phénotypique. Des résultats similaires ont été vigsusur différentes populations dé.
truncatula : en condition de stress hydrique précoce (Bedal., 2011), en condition des stress
salin (Arraouadet al., 2010 ; Foroozanfaat al., 2014), en condition de gelé (Awhal., 2013a),

pour des caractéres de germination (Deasl., 2011), pour des caracteres morphologiques
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(Julieret al., 2007) ou bien pour la date de floraison (Pietia., 2008).

4.2 Analyse des correlations

Avant I'application du stress hydrique, des cotiéles phénotypiques négatives ont été trouvées
entre la date de floraison et les parametres i®lati développement végétatif de la plante. Les
génotypes a floraison tardive ont, par conséquiag, branches primaires plus courtes, moins
d'entrenceuds et de branches primaires et une vigliesi faible que les génotypes a floraison
précoce. Ces résultats sont concordant avec ceuxés par Julieet al. (2007) et Lagunes
Espinozaet al. (2012) qui ont trouvé une corrélation négativereet date de floraison et les

caracteres liés au développement végétatif danresspopulations de RILs d. truncatula.
4.3 Héritabilité

L'héritabilité, & sens largédf), calculée pour les caractéres mesurés aprésrkisbn sous les
deux traitements hydriques, a montrée des valeodgrmes n'excédant pas 0,53. Alors que pou
pour les caractéres végétatifs notés avant le stadet floraison (Avant application du stress
hydrique), I'héritabilité a atteint 0,66 pour latdale floraison. Selon Tuberosa (2012), la plupart
des caracteres qui déterminent les performancesulieses dans des conditions de sécheresse
ont généralement une héritabilité faible (0,3-@4) au mieux, intermédiaire (0,4-0,7). En effet,
selon Barton and Turelli (1989), les caracteresefoent associés a la fithess ont tendance a
présenter une faible héritabilité. lls sont gérérant moins héritables que les caractéres
morphologiques ou physiologiques (Mousseau and,R887). Dans notre étude, la faiblesse de
I'héritabilité peut étre justifiee par une plusagde variance environnementale plutét que par
une variance génétique faible, comme suggérée granBand Turelli (1989).

4.4 Cartographie des QTL

Cette étude représente la premiére analyse QTL gesircaractéres de fithess appliqué sur la
plante modelé. truncatula. Des QTL ont été trouvés pour la majorité desataras étudiés et

sur la plupart des chromosomes du génome de léepBeaucoup de QTL ont été identifiés, que
ce soit pour les caracteres végétatifs avant agjit du stress hydrique ou bien pour les

caractéres de fitness en condition irriguée owssée et ceci pour les deux années d'expérience.

En se basant sur les intervalles de confiance iffésethts QTL, des co-localisations de QTL ont
été trouvés sur la plupart des chromosomes. Daptufmart des cas ces co-localisations sont
compatibles avec les corrélations entre les diffisrearacteres. Pour les caractéres végeétatifs, la
date de floraison et la longueur de la premieradira primaire ont été fortement corrélées et le

QTL pour la date de floraison sur le chromosomeéféatrouvé exactement a la méme position
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que le QTL pour la longueur de la premiere branohimaire. Des résultats similaires de co-
localisations entre la date de floraison et des @&Llcaractéres morphologiques ont été décrits
dans d'autres populations de RILs Me Truncatula (Julier et al., 2007 ; Pierreet al., 2008 ;
Lagunes Espinoza and Julier, 2013 ; Foroozastfalr, 2014).

Pour les caracteres de fitness, le poids totagdesses par plante (TPW) et le nombre total de
gousses par plante (TPN) en condition de stressdual (2013) sont fortement corrélés et leurs
QTL sont situés dans la méme position sur le chemme 7. Dans une étude visant a identifier
I'architecture génétique de divers caracterestdeds suBrasica rapa en plein champs et sous
serre, Dechainet al. (2014) ont constaté que plusieurs caractéres desft présentaient de
fortes corrélations et une co-localisation des @&tectés dans les différents environnements.

Ces différents exemples de co-localisation sugdgénem régulation génétigue commune pour les
caractéres qui sont corrélés. Cependant Il n’est gmssible de faire la distinction entre la
pléiotropie et la liaison génétique (linkage) comecaeise d'un effet corrélé sur deux caracteres
jusqu’a ce que ce que l'on ait passé a la cartbgrdme (QTN) de ce QTL (Mackay, 2001 ;
Tuberosa, 2002).

La plupart des QTL qui concernent les caracterdgriess ont été trouvés sur le chromosome 7.
Ces derniers co-localisent avec des QTL de caexteégétatifs et de la date de floraison.
Cependant, bien gu'on s’attende a trouver une calikation entre QTL pour les caracteres
végetatifs et la date de floraison en raison de ¢eurélation phénotypique, la co-localisation
observée entre QTL pour la date de floraison etdeactéres de fitness n'était pas envisagée. En
effet, dans notre essai, le stress hydrique apilqaé apres la floraison de chaque lignée afin
d'étudier séparément la date de floraison et lesctéxres de fithess. Toutefois, il est bien connu
que la date de floraison est un composant majeua digness car elle joue un réle important
dans l'adaptation des populations aux conditiomsatiques ou environnementales stressantes
(Kelly and Levin, 2000 ; Le Corret al., 2002 ; Dittmaet al., 2014 ; Friesesrt al., 2014).

D'autres QTL pour les caractéres de fitness (anir@le et en stressé) ont été trouvé sur le
chromosome 4 mais pas de co-localisation avec altestéres végétatifs. C’est le cas aussi dans
certains travaux similaires, notamment sur le Qégrieet al., 2006), le pois (Burstiet al.,
2007) ou bien suBrassica rapa (Dechaineet al., 2014)ou aucune co-localisation de QTL de

caractéres reproductifs avec des caracteres vidgétatété observé.

Des QTL de fitness ont également été trouvé suchesmosomes 1, 2, 3 et 5 dans les deux
conditions expérimentales, mais ils n'ont expliqgg€une faible proportion de la variation
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phénotypique. Certains des QTL révélés étaientifgpées a un seul caractere dans une seule
condition environnementale. Selon Arraouatial. (2010) et Foroozanfagt al. (2014), ces
régions peuvent contenir des genes adaptatifsreliffé qui ne sont pas stables entre les
conditions contrblées et les conditions stress@mss conferent plus d’adaptation a la plante
dans chaque condition. D’autres QTL interviennamsdles deux conditions de stress. Dans ce
cas, ces régions peuvent contenir des genes geomepas impliqués dans des mécanismes
d’adaptation au stress hydrique, mais sont liés ditfierences génétiques globales entre les
génotypes, permettant a un génotype donné d'ameiffithess quelles que soient les conditions
(Foroozanfaet al., 2014)

Dans cette étude et comme c’est le cas aussi danmses études sur le déterminisme génétique
des QTL de tolérance au stress hydrique, aucun Qadjeur spécifique a la sécheresse ou a la
condition irriguée n'a été détecté. Des résultatslares ont été trouvés chez le tournesol
(Poormohammad Kiangt al., 2009) chezM. truncatula (Badri et al., 2011) et chez le pois
chiche (Varshney et al. 2014). La plupart des QTit exprimé de faibles effets additifs
suggérant que la réponse a la sécheresse estpagusieurs genes avec des effets faibles
(Ashraf, 2010). C’est ce qui explique le fait que dombreux genes sont impliqués dans
I'expression de caracteres quantitatifs. Dans e dm figure, les genes individuels ont
généralement de petits effets. Cela implique qusi@lirs QTL doivent étre manipulés en méme
temps par le sélectionneur pour obtenir un impigctifecatif (Cattivelli et al., 2008). Cependant,
cela n'empéche pas les possibilités d'adaptatisrpdpulations au stress. En effet, la sélection
d'individus transgressifs, portant une nouvelle loimmison d'alléles positifs a différents loci en
raison de la recombinaison génétique, aura undeuel fitness que les génotypes d'origine. De
méme, les programmes de sélection, de préférenuduite avec des méthodes assistées par

marqueurs (SAM) pourraient générer des génotypésatus au stress dans les especes cultivées.
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Synthese générale

L’objectif général de cette thése était d'intédesrconnaissances tirées de I'étude du génome de
la plantes modeléviedicago truncatulapour améliorer les performances agronomiques de
certaines espéeces cultivées d'importance économitptamment en condition de sécheresse.
L’objectif qu’'on s’est fixé a travers ce projet tihese est d’identifier les déterminants génétiques
(QTL) pour des caracteres de fithess cheglicago truncatulan réponse a un stress hydrique
cycligue et progressive de fin de cycle (débutdikon) en exploitant la variabilité génétique

naturelle existante.

Dans un premier chapitre nous avons abordé I'étledéa variabilité génétique existante chez
guelques lignées de I'espékk truncatulaet la détermination des caractéres de fitnesplies
affectés par le stress hydrique (déficit) appligdén d’atteindre cette objectif, nous avons
entameé un premier essai (2011) ou nous avons coo@mgsr choisir 10 lignées d’origines
méditerranéennes diverses (A10, Al7, DZA315.16,0883%, F83005.9, TN1.11, TN1.21,
TN6.18, et TN8.3), qui a I'exception d’ALG423-40&ppartiennent a une collection de lignées
qui sont utilisées dans le séquencage du génomigl.dieuncatula et dont plusieurs cartes

génétiques ainsi que des populations de RILs senes du croisement entre ces 10 lignées.

Le choix de la méthode qui a été utilisée pourigppl le stress hydrique a été motivée par le
souci de se rapprocher le plus possible des condijue subi la plante dans son environnement
naturel. En effet, l'originalité de ce travail rdsidans le fait que nous avons appliqué un stress
hydrique cyclique qui consiste a priver la planad jusqu'a atteindre un taux de tarissement de
80% de la réserve utile (RU) et a lirriguer ensuytour que la plante puisse retourner aux
conditions initiales. En effet, les cycles de stres de réhydratation sont des processus qui se
manifestent dans des conditions naturelles au argdifférentes saisons, et dans les pratiques
agricoles telles que lirrigation et le lessivages#l. Cette opération est répétée plusieurs fois
avec comme objectif de mimer ce qui se passe @anatlre ou la plante subit une période de

précipitations suivie de périodes de sécheressmgtde suite.

Les résultats obtenus ont révélé une tres grandebidaé génétique entre les génotypes étudiés
qguel que soit le régime hydrique. La comparaisoimeeles moyennes obtenues en condition
stressée avec celles de la condition non stresa@ie an évidence une diminution considérable
pour la plupart des caracteres étudiés, notamneamtle poids total des gousses, le nombre total
de gousses et le nombre total de graines par plBateni les différents génotypes étudiés le
génotype de référence Al7 (utilisé dans les diffiag études génomiques) et le génotype
d’origine tunisienne TN1.11 (collecté dans une @agisaline) ont montré des résultats
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contrastants dans la condition stressée. La diestsiin ascendante hiérarchique a permis de
classer les génotypes étudiés en 4 groupes dsstifci7, TN1.21 / ALG423-406, F83005.5,
F83005.9, DZA315.16 / TN8.3, TN1.11/ TN6.18, A10.

Dans un deuxiéme chapitre nous avons entamé I'@adebases génétiques de la tolérance au
stress hydrique chedl. truncatula Pour entamer ce genre d’études nous avions beaie
population de lignées recombinantes issue du ena@eé entre deux parents contrastés, dans
notre cas nous avons choisi la population de ligméeombinantes LR7, issue du croisement
entre deux génotypes (lignées pures) TN1.11 x Ag7choix de ces deux génotypes parentaux
repose sur le fait gu’ils sont contrastants pounégorité des caracteres de fitness étudiés mais
aussi au fait gu’ils sont connues pour étre cotardspour différents caracteres morpho-
physiologiques en condition de stress salins. laxctie la population de lignées recombinantes
LR7 a aussi été motivé par la disponibilité d'umete génétique saturée préte pour étre utilisé

immédiatement.

Afin d’entamer la deuxieme partie de notre essaisnavons choisi d'utiliser le ‘split plot
augmented design’ comme dispositif expérimentahtétét de ce dispositif est qu’il a été congu
pour les essais qui génerent un nombre tres imgadtanités expérimentales et qu’il serait tres

difficile d’installer ou de contrdler sur le temaj plus particulierement les études QTL .

Deux essais similaires ont été réalisés sur dengemsuccessives (2013 et 2014). Les résultats
de phénotypage obtenus a partir de la populatian(ER7) ont été utilisé pour la détection des
QTL que ce soit pour les caractéres végétativessnatant I'application du stress hydrique ou
bien pour les caracteres de fitness (condition abou sous stress hydrique).

« L’analyse de variance sur les deux années d’ess@vélée une grande variabilité
génétique entre les différentes lignées pour lescteres étudiés;

* la population RIL a montré une ségrégation trarssjve notable par rapport aux deux
parents dans les deux traitements.

* Avant I'application du stress hydrique, des cotiétes phénotypiques négatives ont été
trouvées entre la date de floraison et les paraséglatifs au développement végétatif
de la plante. Ceci implique que les génotypes &aiion tardive ont des branches
primaires plus courtes avec moins d'entre-nceudsnetvigueur plus faible que les
lignées a floraison précoce.

 L'héritabilité & sens largéif) calculée pour les caractéres mesurés aprégéastm dans
les deux conditions de régimes hydrique a montesevdleurs modérées n'excédant pas
0,53.
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L’analyse de QTL nous a permis de trouvé 49 QTlntdbpour les paramétres relevés
jusqu'au stade début floraison et 43 QTL pour E®materes relevés aprés stade début
floraison (application ou non d'un stress hydriquegci durant les deux années
d’expérimentation. Au total 17 QTL en été trouvé amdition stressé et 26 QTL en
condition controle.

 Un atrois QTL ont été mis en évidence pour chgomprameétre en fonction de I'année
d’expérimentation et de la condition hydrique appée aux lignées.

« A I'exception du chromosome 6, des QTL ont étéwésusur chaque chromosome, avec
un effet des alleles parfois positif, parfois négat

* Le pourcentage de la variance phénotypique ex@diguar chaque QTL se situe entre 6%
et 38%.

* Le nombre le plus élevé de QTL a été trouvé swhimmosome 7 avec 16 QTL. Ce
dernier rassemble des QTL représentant des caractaptés dans différentes
conditions et qui co-localisent. La plupart des QWi concernent les caractéres de
fitness ont été trouvés sur ce chromosome.

* Le LOD score le plus élevé (21.7) a été trouvé cairchromosome pour la date de
floraison, la variance phénotypique expliqué éttnB88%.

« Plusieurs caractéres fortement corrélés et doms$ I©TL sont en co-localisation ont été

trouvés notamment sur le chromosome 7, suggérantégulation génétigue commune

pour les caracteres qui sont corrélés.
Perspectives

Au terme de cette thése nous pouvons dire que motmpréhension du comportement des
plantes Iégumineuse vis-a-vis d'un stress hydriqueif et ces répercussions sur des parametres
de fitness ou de production (especes cultivées)@es claire a la lumiére des résultats obtenus.
Cependant et dans une perspective plus large, Bloggérons que d’autres essais similaires
puissent étre effectués notamment sur d’autreslatipos de RILs afin de vérifier la stabilité
des zones du génome impliquées dans l‘expressigrcalactéres étudiés. D'autres caracteres
peuvent aussi étre étudiés comme les caracteresofggiques pour voir si ce sont les mémes
QTL qui interviennent. On pourrait aussi faire earle type de stress hydrique appliqués a
travers différents environnement pour faire laididion entre les QTL constitutifs et les QTL

spécifiqgues aux environnements.
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Annexe 01: calcul de I'humidité du sol a la capaditde rétention (Cr)

Poids ala Cr: P| Poids sec:P’| % de l'eau ala Cr
Echantillon 1 | 164.789 128.450 28.29
Echantillon 2 | 179.607 136.745 31.34
Echantillon 3 | 171.547 128.910 33.07
Moyenne 30.9%

Annexe 02 : Résultats de I'analyse de variance slas lignées, les traitements et de leurs
interactions pour la longueur du rameau principale(essai 2011).

Analyse de variance Moyennes des lignées
Traitements (stressé
Caracteres| Traitements lignées X Non stressé|  stressé /non
lignées stressé)*100

LBO - 390.14*** |- 23,85 - -

LB1 46.92 291.23*** | 54.42%** 32,57 30,56 93,81%

LB2 1463.70* 382.91*** | 114.55*** |49,15 38,01 77,33%

LB3 6125.5* 576.0%** 130.1* 64,51 42,37 65,68%

Annexe 03: Résultats de I'analyse de variance sued lignées, les traitements et de leurs interactien
pour le nombre d’entre nceuds (essai 2011).

Analyse de variance Moyennes des lignées
Traitements (stressé /
Caracteres| Traitements | Lignées X Non stressé stressé non
lignées stressé)*100

INO - 24.60*** - 7,48 - -

IN1 4.83 6.91** 1.08 9,69 9,08 93,64%
IN2 39.61* 13.95*** 3.01*** 13,42 11,59 86,40%
IN3 192.66** 7.91** 1.06 16,27 12,49 76,79%

Annexe 04 : Résultats de I'analyse de variance slas lignées, les traitements et de leurs
interactions pour la date de floraison (essai 2011)

Analyse de variance Moyennes des lignées
Traitements (stressé /
Caracteres| Traitements| Lignées X Non stressé| stressé non
lignées stressé)*100
FD - 113.36*** |- 68,05 - -
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Annexe 05 : Résultats de I'analyse de variance slas lignées, les traitements et de leurs
interactions pour les caractéres de fitness (essz2011).

Analyse de variance Moyennes des lignées
Traitements (stressé /
Caracteres| Traitements lignées X Non stressé| stressé non
lignées stressé)*100
NP3 4849.8* 310.4*** 179.5%* 32,02 13,58 42,43%
TPN 333704** 13066*** 6374** 221,07 63,28 28,63%
TPW 2611.12* 173.66*** | 84.97*** 19,09 4,83 25,31%
MSN 2.30* 14.73*** 0.16 7,57 7,16 94,56%
TSNP 20467998** | 954929*** | 586633*** | 1692,13 440,15 26,01%
MPW 0.000073 0.0058*** | 0.00039* 0,08 0,08 95,65%
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Annexe 06 : Taux de réduction entre les deux condins chez les différents génotypes pour les différes caracteres étudiés (essai 2011).

Lignée LB1 IN1 LB2 IN2 LB3 IN3 NP3 TPN TPW MSN TSNP MPW
A10 -1% -1% 10% 8% 22% 21% 52% 58% 49% 1% 58% -19%
Al7 -18% 2% 12% 14% 33% 23% 63% 68% 72% 7% 70% 12%
ALG423-406 15% 10% 21% 21% 36% 26% 65% 2% 76% 2% 73% 14%
DZA315.16 8% 17% 30% 20% 35% 21% 58% 71% 79% 6% 73% 22%
F83005.5 6% 7% 17% 12% 28% 22% 60% 65% 66% 12% 69% 5%
F83005.9 16% 8% 36% 23% 42% 29% -2% 74% 73% 1% 75% -7%
TN1.11 29% 16% 38% 17% 47% 29% 7% 83% 80% 10% 85% -18%
TN1.21 24% 12% 38% 20% 43% 18% 65% 75% 84% 4% 76% 37%
TNG6.18 -49% -11% -25% -10% 10% 24% 56% 54% 65% 2% 56% 24%
TN8.3 -5% -2% 12% 4% 31% 13% 50% 73% 68% 5% 75% 20%
Moyenne 2% 6% 20% 13% 33% 23% 54% 69% 71% 5% 71% 5%
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Annexe 07 : Caractéres mesurés avant I'applicatiodu stress hydrique, comparaison entre parents etdnitabilité (2013, 2014).

Caractéres |  Année TN1.11 A17 | Moyenne | Moyenne Intervalle H2
Parents RIL des valeurs
WV 2013 2,536 2,679 2,607 2,398 0.82-4.14 0.42
2014 3.17* 3,786 3,482 3,558 1.23-5.23 0.19
sV 2013 3,107 3,321 3,214 3,482 41821,000 0.22
2014 4,286 4,821 4,554 4,519 252-6.14 0.26
LBO 2013 4.21%** 7,679 5,946 6,567 1.02 - 19.49 0.49
2014 6.75% 8,161 7,455 7,575 255-12.71 0.16
INO 2013 4,607 4714 4,661 4,715 2.18 - 6.68 0.34
2014 9,071 8,500 8,786 8,370 5.52-10.77 0.23
NB 2013 3,964 3,929 3,946 4,177 2.03-7.22 0.25
2014 5,929 5,964 5,946 5,947 3.96-79 0.17
FD 2013 64.07** 60,214 62,143 61,640 53.05-75.05 0.34
2014 61.46*** 65,500 63,482 65,893 549-814 0.66
sp 2013 17.19* 17,196 17,196 16,938 7.54 - 43.54 0.57

2014
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Annexe 08 : Caractéres mesurés aprées I'applicatiotiu stress hydrique,

comparaison entre les deux situations hydrique pouchaque parent (2013, 2014).

Irrigué (r)

Stressé (s)

Irrigué (r)

Stressé (s)

N p Moy-parents | Moy-parents TNs/TNr Al7s/Al17r
Caractéres |  Année TN1.11 A17 TN1.11 A17 )(/MpPr) {hfps) MPs/MPr (x100) (x100)
MSWY 2013 4,96 4,87 4,02 3,87 4,01 3,04%** 80,35 81,10 79,58
2014 4,58 4,42 4,34 4,07 4,50 4,20 93,45 94,79 92,06
VSN 2013 9,17 9,57 8,07 7,14 9,37 7,60%* 81,20 88,05 74,63
2014 11,10 10,59 8,83 8,52 10,85 8,67 80,02 79,61 80,45
PN 2013 67,79 59,50 46,07 33,21 63,64 39,64 ** 62,29 67,97 55,82
2014 95,64 96,07 59.64* 69,86 95,86 64,75 ** 67,55 62,36 72,71
PW 2013 12.05* 7,85 747 4,16 9,95 5,81%** 58,48 62,01 53,05
2014 17.21% 14,74 10.17** 9,24 15,97 9,70%** 60,78 59,12 62,71
MPW 2013 0.21%** 0,17 0.27%** 0,17 0,19 0,19 Ns 99,11 98,40 99,96
2014 0.20%** 0,18 0.17%** 0,13 0,19 0,15%** 81,50 86,79 75,71
B3 2013 53.57* 59,50 51,79 53,14 56,54 52,46Ns 92,80 96,67 89,32
2014 50.00% 56,14 43,79 46,29 53,07 45,03*** 84,86 87,57 82,44
TWSP 2013 _ - - ' - ' - - -
2014 50.62* 46,52 38.42* 34,50 48,57 36,46°** 75,07 75,92 74,16
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Annexe 9 : Caracteres mesurés apres I'applicationudstress hydrique,

comparaison entre les RIL dans les deux situatiortsydrique et valeurs d’héritabilité (2013, 2014).

Irrigué (n) Stressé (s)
Caractéres Année Moyenne Intervalle Moyenne Intervalle RILs/RILr _ H?
RIL RIL des valeurs (x100) H2 (Irrigué) | (stréssé
MSW 2013 4,81 2.42 - 8.65 4,08 2.54 - 6.63 84,83 0.28 0.45
2014 4,51 3.42-6.47 4,24 2.99-5.77 94,17 0.23 0.23
MSN 2013 9,24 5.17-12.64 7,67 3.07-11.01 83,00 0.24 0.13
2014 10,46 5.97 - 13.67 8,28 3.77-11.2 79,12 0.31 0.36
TPN 2013 60,37 8.46 - 129.96 38,47 1.27-94.77 63,73 0.42 0.35
2014 98,41 54.66 - 162.53 63,61 23.11 - 98.06 64,64 0.39 0.38
TPW 2013 9,21 0.17-18.42 5,54 0.01-11.79 60,19 0.28 0.26
2014 16,02 11.93-22.09 9,27 3.75-13.78 57,87 0.18 0.16
MPW 2013 0,20 0.11-0.31 0,18 0.1-0.31 93,68 0.53 0.31
2014 0,19 0.1-0.27 0,15 0.08 - 0.25 78,72 0.47 0.43
LB3 2013 54,26 26.73 - 81.88 51,09 26.63- 72.77 94,16 0.33 0.52
2014 50,63 32.87-72.62 45,17 27.68-67.3 89,20 0.28 0.38
TWSP 2013 - - - : - . -
2014 46,97 31.51 - 70.55 35,26 15.04 - 53.91 75,08 0.17 0.15
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Caractére Année 2011
LB3 0.796**
IN3 0.772**
NP3 0.853**
TPN 0.718*
TPW 0.812**
MSN 0.987***
TSNP 0.759*
* **% gt *** significatif a 0.05, 0.01
et 0.001 respectivement

Annexe 11 : Corrélation entre caractéres mesurés aonditions irriguées et en stressées (2013-2014)

c . Année
aractere 013 >o1d

MSW 0.25*%* 0.26**
MSN -0.06"° A
TPN 0.58*** 0.20*
TPW 0.47*** 0.23**
MPW 0.45*** 0.43***
LB3 0.33*** 0.37***
TWSP - 0.41***
NS : non significatif a P = 0.05*, ** et ***: significatif a 0.05, 0.01 et 0.00
respectivement

Annexe 10 : Corrélation entre caracteres mesurés aonditions irriguées et en stressées (2011)
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Annexe 12 : Représentation graphique des QTL pourak caracteres végétatifs et de fithess sur la carte
génétique du croisement TN1.11 x A17
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