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Résumé :

Cette étude ce propose de décrire quelques ascension d’orge sélectionnées pour la
région semi aride de Sétif. Le choix a porté sur six génotypes considérés trés adaptés aux
conditions locales, parmi eux le génotype local Tichedrett.

La description phénotypique a été faite sur la base de la réponse aux conditions de
la région, avec un suivi du comportement physiologique, biochimique et agronomique de
ces génotypes pendant deux compagnes. Nous avons noté que le polymorphisme
phénotypique est largement dépendant des conditions du milieu. Les années seches
favorisent une bonne production de biomasse, surtout épi, et une accumulation des sucres
totaux. Alors qu’en année moins séche les génotypes présentent un rendement élevé régulé
par ’augmentation de la RWC, la proline, et favorisé par une biomasse et un poids de mille
grains assez élevés. Les variétes telle que Tichedrett semblent étre programmées pour
investir plus dans le tallage, qui est un caractére de tolérance au stress s’il est associé a un
bon rendement grains.

Le polymorphisme génétique a ¢été étudié par [’utilisation de marqueurs
biomoléculaire et par comparaison avec des génotypes dont la variabilité vis-a-vis de ces
marqueurs est connue. Nous avons décris le type d’adaptation saisonniere (VRN-H1/VRN-
H2) des sélections locales et qui ont été du type printemps. Les génotypes Soufara ‘s’,
Rahma et Tissa ont les mémes alléles de précocité a 1’épiaison que Nure dont la récessivité
de ppd-H1 et de vrn-H3. Tichedrett et Elbahia ont présenté une sensitivité a la
photopériode par la présence d’un géne différent et une récessivité du gene vrn-H3.

Les genes de résistance au froid Fr-H1 (VRN-H1) et Fr-H2 (Hvcbf4), les génotypes
sélectionnés en la région semi aride de Sétif se sont distingués par la variabilité de cette
résistance. Les marqueurs déhydrines (DHN3 et DHN7), le CBFs (3A, 8, 10B et 12), ICEL,
FRY1, LOS2 et HYWRKY38 ont permis de décrire le polymorphisme existant entre les
individus.

Les génotypes ont été soumis a un stress hydrique et Le résultat a été comparé avec
les marqueurs des génes candidat a la résistance au stress abiotique. Nous avons trouvé que
I’indice de stabilit¢é membranaire était largement impliqué dans la résistance au stress
hydrique des genotypes étudiés.

Mots clef: Orge, polymorphique phénotypique, polymorphisme génétique, stress
hydrique.
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Physiological and biochemical and bimolecular agronomic
characterization of some genotypes of barley (Hordeum vulgare L.)
selected in semi arid region.
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Abstract :

This study describes some genotypes of barley selected for the semi-arid region of
Setif. The choice has focused on six genotypes considered highly adapted to local
conditions, among them the local genotype Tichedrett.

The phenotypic description was made on the basis of the responsiveness of these
genotypes to the region, by monitoring of physiological, biochemical and agronomic
characters during two years. We noted that the phenotypic polymorphism is largely
dependent on environmental conditions. Dry years lead to good production of biomass,
especially the spikes biomass, and an accumulation of total sugars. While in year less dry,
the genotypes have a high yield regulated by increased RWC, proline, and promoted by a
biomass and a high thousand grain weight. Varieties as Tichedrett is programmed to invest
more in tillering, which is a character of stress tolerance when combined with a good grain
yield.

Genetic polymorphism was studied by the use of biomolecular markers and by
comparison with genotypes whose variability among these markers is known. We describe
the growth habit (VRN-H1/VRN-H2) of local selections which have been spring types.
Genotypes Soufara 's', Rahma and Tissa have the same alleles of Nure, earliness at heading
with recessiveness of ppd-H1 and vrn-H3. Tichedrett and Elbahia showed sensitivity to
photoperiod by the presence of one different gene and recessive gene vrn-H3.

The genotypes selected in the semi arid region of Setif present variability for frost
resistance Genes Fr-H1 (VRN-H1) and Fr-H2 (Hvcbf4). Dehydrins (DHN3 and DHN7),
the CBFs (3A, 8, 10B and 12), ICEL, FRY1, LOS2 and HYWRKY38 were polymorph
between genotypes.

The genotypes were subjected to water stress and the result was compared with
markers of candidate genes for abiotic stress resistance. We found that the index of
membrane stability was involved in the resistance to water stress of the genotypes studied.

Key words: barley, phenotypic polymorphism, genetic polymorphism, growth habit,
abiotic stress.
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Introduction générale

L’orge est une céréale qui nourrit un quart de la population mondiale avec le blé, le riz
et le mais. Sa production mondiale a régressé de plus de 4% en 2009 aprés une nette
progression de 13,8% en 2008 (FAO, 2009). La principale cause de cette régression est
principalement due aux conditions climatiques défavorables comme la sécheresse qui a
fortement affecté les récoltes de certains pays producteurs, surtout 1’ Argentine. Le manque de
pluies méne a un stress hydrique, qui est un phénomeéne fréquent, provoqué par la rareté des
pluies et I’absence d’irrigations (Wang et al. 2005). La sélection pour des variétés tolérantes a
la sécheresse est une approche qui permet de répondre a ce probléme.

La sélection variétale est en faveur de variétés résistantes qui peuvent produire des
rendements élevés et réduire les dangers économiques d’une mauvaise récolte, non seulement
dans les zones semi-arides, mais aussi dans les zones tempérées ou la sécheresse et la chaleur
sont temporairement menacantes. Par ailleurs, la progression en cet aspect a été lente en
raison de la complexité des caractéres de tolérance et des liaisons génétiques.

Les Traits affectés par les relations de I'eau de la plante, comme la teneur relative en
eau des feuilles (RWC) et I'ajustement osmotique indiquent clairement les modéles
d'extraction de I'eau. L’adaptation du cycle de croissance a la disponibilité en eau devient une
priorité. Développer les cultures bien adaptées pourrait améliorer les rendements dans de
telles conditions, comme c’est le cas de 'orge (Gonzalez et al., 2007). Le potentiel hydrique
et la capacité d'ajustement osmotique sont les caractéristiques qui peuvent étre sélectionnés
pour améliorer la tolérance a la sécheresse de cultures différentes (Teulat et al., 1997; Nayyar
et al., 2005).

L’augmentation de la biomasse de la culture contribue a l'amélioration du rendement
des céréales. L’épiaison est un stade ou une partie de la biomasse correspond aux épis. Cette
proportion doit étre élevée pour obtenir de meilleurs rendements et un indice de récolte plus
élevé (Siddique et al., 1989).

Outre les conditions de I'environnement, le rendement en grains de I'orge final est
déterminé par le produit de trois composantes: le nombre d'épis par métre carré, le nombre de
grains par épi et le poids du grain (exprimée par le poids de mille grains). La durée de
remplissage du grain et le cycle de croissance contribuent aussi grandement a 1’¢laboration du
rendement des cultures (Garcia del Moral et al., 1991).

Chaque composante du rendement pourrait étre affectée par des déficits d'eau
temporaires, dont I'ampleur dépendra du stade de développement de la plante lorsque ces

conditions se produisent. Un stress hydrique tardif raccourcit la periode de remplissage du

1
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grain car elle conduit a la dessiccation prématurée de I'endosperme et limite la taille des

embryons. La réduction de rendement est donc principalement due a une réduction du poids
des grains produits (Gibson et Paulsen, 1999). Le maintien de surface foliaire verte a maturité,
appelé stay green, est considéré comme un indicateur de la résistance a la sécheresse apres
I’épiaison, dans les programmes de sélection végétale aux Etats-Unis et I'Australie (Borrell et
al., 2000). Cependant, la recherche sur le sorgho a indiqué que stay green est associé avec un
contenu plus élevé en chlorophylle des feuilles a tous les stades de développement, et les deux
étaient associés a I'amélioration du rendement et I'efficacité de transpiration en cas de
sécheresse (Borrell et al., 2000).

Les mécanismes d'adaptation changent avec le génotype, lI'dge de la plante,
I'environnement, le type d'organes et de tissus (Difonzo et al., 2000). C'est dans cette
approche qu'il est souhaitable d'étudier différentes conditions auxquelles est soumise la plante
afin d'observer le type de réponses gque se soit physiologique, biochimique ou morphologique.

Les genes du développement sont importants dans 1’adaptation des cultures a leur
environnement agricole. Ces génes sont connus pour avoir des effets pléiotropiques sur la
tolérance aux stress abiotiques (Semikhodskii et al., 1997). L'avenement des outils de
génétique moléculaire et de génomique a intensifié le rythme des découvertes dans I'étude des
réponses des plantes aux stress environnementaux et mis en lumiére une multitude de
mécanismes physiologiques. ce qui permet d’accéder a des informations précises : le nombre
et I’effet des genes intervenant dans I’expression d’un caractére, leur localisation sur les
chromosomes et leur mode d’action (Prioul et al., 1997).

L’utilisation de marqueurs moléculaires est encore limitée mais plusieurs projets
cherchent a développer une méthodologie de sélection assistée par marqueurs (SAM) adaptée
aux programmes d’amélioration des plantes. La recherche d’homologies de séquences avec
des séquences de genes connus chez les especes modeles (Arabidopsis et le riz) est une
stratégie communément utilisée pour isoler des génes candidats.

Plus que jamais, I’amélioration variétale est un impératif pour relever un tel challenge.
De nouvelles méthodologies, de nouveaux outils et des ressources — telles que la séquence du
génome — ont été développés afin de permettre une meilleure efficacité et une plus grande
précision du processus de sélection variétale, et d’établir de nouveaux schémas de sélection
plus performants et a cycles plus courts.

L'orge est un excellent exemple dans lequel les marqueurs génétiques sont utilisés
pour élaborer de nouvelles méthodes de sélection (Powell et al, 1996, Toojinda et al, 1998.).

Une fois les marqueurs genétiques ont été développés pour un trait particulier les marqueurs
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peuvent étre utilisés pour évaluer la variation a la disposition des sélectionneurs. A partir de

ces données des décisions plus éclairées peuvent étre faites sur des combinaisons parentales.

La sélection de l'orge dans la zone semi aride algérienne s'est basée sur la
considération de caractéres lui permettant de donner de bons rendements ceci malgré les
fluctuations des conditions climatiques du milieu. Toutefois ces caractéres peuvent étre
corrélés dans les différents environnements, tels que la hauteur ou le poids de grains ou la
précocité qui sont en relation avec les caractéristiques climatiques des sites de culture. En
effet, le climat de cette zone se caractérise par des compagnes arrosées alors que d'autres ne le
sont que peu. Il faut noter que les gelées tardives qui coincident avec le stade épiaison et la
sécheresse précoce qui affecte le remplissage du grain ont un effet trés marquant sur
I'instabilité du rendement.

Selon Bouzerzour (1998), la sélection multicaractére a été largement adoptée en zone
semi aride de Sétif et est en faveur du génotype qui posséde la capacité de produire une
biomasse élevée avant I'épiaison et fait une bonne utilisation de cette biomasse. La sélection
de céréales précoces est le moyen le plus utilisé pour lutter contre la sécheresse de fin de
cycle. Elle s'exprime par une vitesse de croissance printaniere élevée du génotype et par une
capacité de croissance aux basses températures et I’insensibilit¢ a la photopériode
(Monneveux, 1991).

Plusieurs génotypes ont été sélectionnés en cette zone, mais il semble difficile
d'expliquer les fluctuations observées aux cours du développement de la plante. Chaque
individu présente une spécificité quant aux mécanismes de résistances a la sécheresse qu'il
développe.

Afin d’accompagner la sélection des nouvelles variétes, une meilleure compréhension
des bases génétiques, physiologiques et moléculaires, qui sous-tendent les caracteres d’intérét
agronomique est impérative. Pour avancer dans cette direction, I’accés a I’information de
base, cachée au coeur du génome et des chromosomes de 1’orge, est plus que jamais

fondamental.
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Objectif et organisation de la thése

L’objectif de ce présent travail est de déterminer les criteres de résistance pour
I’adaptation aux contrastes de I’environnement survenant en fin de cycle en zone semi aride
algérienne, chez quelques génotypes d’orge.

Cette étude porte essentiellement sur I’évaluation de la diversité de ces génotypes par
une approche phénotypique se basant sur la connaissance des caractéristiques physiologiques,
biochimiques et agronomiques liés au rendement, ou encore [’adaptation au milieu qui
explique largement le comportement agronomique des génotypes sélectionnés dans un
contexte environnemental.

Une deuxieme approche est adoptée et qui se base sur la description génotypique. Elle
permet de décrire les caractéristiques au sein d’une méme variété. L’acces au(x) genes
responsables d’un caractére permet de soutenir 1’amélioration variétale de plusieurs fagons,
qui peuvent étre complémentaires. Elle permet de développer de trés nombreux marqueurs
moléculaires, qui peuvent étre utilisés pour accélérer la sélection dans le cadre de programmes
de sélection assistée par marqueurs (SAM). D’autre part, elle permet de rendre beaucoup plus
efficace I’identification du ou des geénes responsables de caractéres d’intérét agronomique.

Dans un premier temps nous nous sommes consacrés a décrire la réaction de six
génotypes face aux conditions naturelles de la région semi aride, ou ils ont été sélectionnés.
Durant deux compagnes des caracteres physiologiques, biochimiques, morphologiques et
agronomiques ont été suivis et traités fin de faire ressortir les liaisons entre les formes
d’adaptation.

La deuxiéme partie de cette these est consacrée a la description biomoléculaire par
I'utilisation de marqueurs moléculaires relatifs a 1’adaptation a savoir la floraison et la
résistance au froid et a la sécheresse. La stratégie mise en ceuvre est de comparer les six
génotypes avec deux génotypes dont les alléles ont été cartographiés. Sur la base de cette
comparaison le polymorphisme a été facile a identifier. Dans le cas ou les génes ont été
différents de ceux des deux génotypes de référence, le recourt au séquencage des genes a été
réalise.

Dans un troisieme temps nous avons essayé de cerner la réponse de la plante au stress
hydrique. La décision de prendre en considération ce type de stress par rapport aux autres
stresses abiotiques vient suite au fait que le manque d’eau est devenu le facteur majeur qui
contribue a la chute du rendement dans la zone semi aride. Au cours de cette partie les
mécanismes physiologiques et biochimiques de résistance a la secheresse impliques par les

génotypes testés ont été mis en evidence.
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En dernier, une association de la réponse au stress hydrique avec les genes candidat de

la résistance a la sécheresse a été réalisée pour lier le géne a I’effet. La description, ainsi
considérée, constituerait un outil de sélection efficace et précis pour mieux cibler les variétés

résistantes.
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CHAPITRE I : Synthése bibliographique

1.1. Présentation de I’orge (Hordeum vulgare L.)

1.1.1. Description de la plante

L’orge est une plante annuelle, autoféconde, elle est trés semblable au blé par la
morphologie de ses organes végétatifs et floraux. Sa taille varie de 50 & 150 cm, et présente
plusieurs talles et de longs épis (7 a 10 cm). L’orge comporte deux épillets par entre nceud,
chaque épillet produit une seule fleur fertile (Simon et al., 1989). Les variétés d’orge sont
regroupées d’apres les caractéristiques de leur épi (Winch, 2006). On peut distinguer :

e Les orges a deux rangs ou seuls les épillets médians se développent en grains.

e Les orges a six rangs dont les épillets médians et latéraux sont fertiles et produisent
six lignes de grains.

e Un troisieme type d’orge existe avec quatre rangs dont les épillets latéraux sont

fertiles, ce type d’orge n’est pas trop cultivé.

1.1.2. Taxonomie et origine

L’orge (Hordeum vulgare L. ssp vulgare) est une monocotylédone de la tribu des
Triticeae et est placée dans la sous tribu des Hordinae du fait de la différence constatée au
niveau de la structure de ses épis. Le genre Hordeum comprend 32 espéces (Von Bothmer et
al., 1991).

L’orge cultivé a évolué a partir de I’espéce H. vulgare ssp Spontaneum CC.KOCH. qui
est une orge spontanée possédant un épi a rachis cassant (facilite la dispersion de la semence)
a deux rangs (Von Bothmer, 1985). En effet, Zahory et Hopf (1988) considérent que les
formes spontanées appartiennent a une méme espéce H. vulgare et ils leurs assignent le nom
de sous espéce : ssp spontaneum pour les formes spontanées, ssp hexastichum pour les formes
cultivées a six rangs, ssp Distichum pour les formes cultivées possédant deux rangs et ssp
tetrastichum pour ceux a quatre rangs.

L’orge est originaire du croissant fertile (centre A) du proche orient de la Palestine et de
la Jordanie (Harlan, 1976). C’est une espéce trés ancienne, sa culture remonte a 7000-6000
ans Avant Jésus-Christ selon les épis découverts par les archéologues. Les orges a six rangs
remontent a 6000 ans Avant Jésus-Christ, issues d’une mutation mendélienne simple. Elles

sont dérivées d’orge domestiquée possédant un épi a deux rangs.
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1.1.3. Aspect génétique

L’orge est I’'une des espéces les plus utilisées en expérimentation pour des études
génétiques (Hockett et Nilan, 1985) en raison de :

e Sa nature diploide contrairement aux blés cultivés tétraploides et hexaploides. Ce qui
offre la possibilité d’étudier, de classifier et analyser plusieurs caracteres héréditaires.

e Son nombre de chromosome réduit soit 2n=14.

e Ses larges chromosomes (6-8 um) lui permettent de détecter plusieurs types
d’aberrations.

e Son degré ¢élevé d’autogamie.

e Facilité¢ d’hybridation.

Le génome de l'orge est large d’une taille de 5,35 X 10°paires de bases
(Arumuganathan et Earle, 1991). Les sept chromosomes de ’orge ont en grande partie le
méme contenu génétique que ceux des autres Triticeae. Dans la Triticeae systéeme, la
désignation de 1’orge sur la carte génétique est la suivante :

e Chague chromosome est désigné par un chiffre de 1 a 7 suivis par la lettre H.

e Les bras du chromosome sont désignes par la lettre S (bras court) et L (bras long).

e Les genes sont symbolisés par des lettres aussi breves que possible et écris en italique,
ils sont trois: la dominance est représentée en majuscule et ceux d’un géne récessif en

minuscule.

1.1.4. Ecologie et méthodes de culture de I’orge

Compte tenu de l’origine de 1’orge et de ses caractéristiques de croissance, les
conditions écologiques propices a sa culture devraient étre relativement similaires a celles du
blé. Cependant, cette espece possede un potentiel d’adaptation élevé.

La culture d’orge se fait autant dans les régions froides délimitées aux latitudes 55 —
65°N que dans les régions tropicales et subtropicales en altitudes qui possédent une saison
séche prolongée (Winch, 2006). Hormis ses besoins éventuels en vernalisation (Jestin, 1992),
I’orge est une plante de jours longs, mais elle semble étre adaptée aux variations de longueurs
du jour. L’orge peut se développer sous des climats froids comme elle peut tolérer des climats
trés chauds avant et aprés 1’épiaison (Winch, 2006). Par ailleurs, la température optimale pour
la germination et I’émergence est de 15-20°C le minimum étant de 2°C. Le seuil de mortalité
varie entre -12 et -16°C (Simon et al., 1989).

L’orge est une espéce résistante a la sécheresse, ses besoins en eau sont estimés a 450 —

500mm par cycle de culture (Simon et al., 1989 et Winch, 2006).
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Généralement, I’orge présente un cycle végétatif de 180 jours pour le type d’hiver et de
85 — 120 jours pour le type de printemps (Winch, 2006). D’apres Jestin (1992), en zone
tempérée, I’orge d’hiver présente des besoins en température de 1900 a 2000 en degrés jours
alors que 1’orge de printemps se caractérise par des sommes de températures de 1500 & 1700
en degrés jours.

La production d’orge est optimisée sur sols alcalins a lIégerement acides a texture
moyenne et bien drainés mais produit peu sur des sols sablonneux, pauvres et fortement
acidifiés (Winch, 2006 ; Baldridge et al., 1985).

1.1.5. Place de I’orge dans la céréaliculture algérienne

D’apres Khiati (2008), la production moyenne en céréales a augmenté de 18 millions de
quintaux entre 1981 et 1985 a 24 millions de quintaux entre 1991 et 2000, avec une récolte
exceptionnelle en 1996 (49 millions de quintaux) due a une excellente pluviométrie. En
revanche, elle a chuté a moins de 10 millions de quintaux en 1997, en raison de la secheresse.
Selon le méme auteur, depuis plus d’un siecle les rendements moyens n’ont pas dépassé
7q/ha, a titre d’exemple durant la décennie 1880-1889, le rendement moyen était de 5,36 g/ha,
entre 1980-1989, il n’a été que de 7,29 g/ha.

Les superficies cultivées en orge sont en progression continue. En effet, elles passent de
815340 ha en 1982 a 900000 ha en 2007 (http://faostat.fao.org/06/12/2010). Cette
augmentation n’est pas, malheureusement, couronnée par une augmentation des rendements
qui passent de 5,92 g/ha a environs 15 g/ha et qui est considéré comme un rendement faible
(Tableau 1).

Tableau 1. Superficie, production et rendement de I’orge en Algérie de 1998 a 2007

1998 | 1999 | 2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 2007
superficie (ha) | 939210 | 468960 | 215630 | 515690 | 401400 | 782380 | 915440 | 684648 | 812280 | 900000
Rendement (q/ha) | 7.4 | 108 | 75 | 11,1 | 103 | 156 132 151 15,2 16,1
production (tonne) | 700000 | 510000 | 163287 | 574654 |416112 | 1221980 | 1211600 | 1032819 | 1235880 | 1 450 000

Source: http://faostat.fao.org/06/12/2010.

En effet, malgré 1’extension des superficies emblavées avec réduction de la jachere, la
mobilisation des ressources hydriques par 1’irrigation d’appoint et I’apport technologique en
matiére de maitrise de I‘itinéraire technique les rendements restent peu appréciables. Il faut
souligner que durant longtemps la pratique de cette culture occupait en grande partie des
espaces sans qu’ils aient adéquation avec leurs vocations naturelles. Cette pratique favorisait
beaucoup plus la dégradation des sols, particulierement ceux des zones fragiles agropastorales

et steppiques.
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Les fluctuations de la production annuelle peuvent étre expliquées par les variations du
milieu. En effet, I’orge est cultivée en grande partie sous des climats semi-arides et arides des
hauts plateaux de I’Est et de I’Ouest algérien, les précipitations spatio-temporelles qui les

caractérisent varient en moyenne entre 200 mm et 800 mm.

1.1.6. Sélection de I’orge

Les méthodes de sélection les plus utilisées se basent sur le choix des parents dont les
caracteres transmis correspondent aux objectifs tracés par les améliorateurs, par augmentation
des fréquences de genes favorables pour une caractéristique donnée (Zahour, 1992). Les
progrés en productivité de I’orge a travers les 50 derniéres années ont surtout concerné
I’indice de récolte pour un rendement stable et des génotypes adaptés, ainsi qu’une vigueur
veégétative (Jestin, 1992).

Les programmes de sélection les plus adoptés par 1’Algérie se basent sur la création a
long terme qui permet le développement de génotypes a potentiel élevé, en d’autres termes
I’amélioration de la régularit¢ de la récolte en quantité et en qualité qui est obtenue par la
sélection pour la résistance aux variations de I’environnement donc résistances aux stress
abiotiques. Les méthodes de sélection sont les méthodes classiques qui font appel a la
sélection généalogique faisant intervenir (Jestin, 1992) :

e [’évaluation précoce en 2 ou 3 lieux, dés F3 ou F4 pour des maladies ou la souplesse
d’adaptation ;

e L ’estimation précoce du potentiel de productivité des descendances, par des essais sur
micro parcelles, soit par mélanges de famille ou de pépiniere.

L’étude génétique des caractéres de tolérance a la sécheresse sont souvent realisés sur
des populations ségrégantes F2 et F3. La difficulté est surtout expérimentale du fait que les
mesures doivent étre conduites sur un grand nombre d’individus hétérozygotes différents, ce
qui interdit par ailleurs toutes répétitions des mesures. Donc, 1’étude de la transmission ou
I’héritabilité des caracteres surtout physiologiques en populations ségrégantes.

Dans le but de soutenir un gain significatif dans les zones séches, les sélectionneurs ont
souvent recours aux germoplasmes diversifiés. En effet, il est reconnu que les géniteurs
sauvages et les variétés locales les plus anciennement cultivées ont accumulé durant leur
longue existence un réservoir génétique riche en geénes d’adaptation et de survie aux
conditions séveres du milieu (Grando et al., 2001). La diversité genétique existante chez les
génotypes locaux est indispensable dans I’amélioration des plantes liée surtout a 1’adaptation

aux conditions environnementales.
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L’avénement de la biologie moléculaire a permis le transfert direct de genes des
génotypes locaux anciennement cultivés vers des génotypes a haut potentiel mais a faibles

tolérances relatives aux changements climatiques.

1.2. Réponse de la plante a la sécheresse

La sécheresse est la plus commune des stress abiotiques qui affecte la stabilité de
I’orge en région méditerranéenne (Ceccarelli et Grando, 1996). Les risques liés a la secheresse
augmentent chaque année et deviennent une menace de la sécurité alimentaire du monde
entier d’ou I’intérét de comprendre les mécanismes d’adaptation des génotypes aux zones
arides, ou leur stabilité a donner un rendement acceptable sous stress.

La réponse des plantes aux stress abiotiques peut étre de diverses facons. En effet,
elles peuvent éviter les effets du stress en accomplissant leur croissance durant les périodes de
moindre stress ou bien elles ne peuvent pas le supporter et donc peuvent subir des Iésions ou
encore des modifications spécifiques de leur métabolisme leur permettant d’éviter ou de
tolérer les effets du stress.

L’évitement est défini par Levitt (1980) comme étant la capacité développée par la
plante pour résister a une période de sécheresse par le maintien d’un équilibre hydrique
interne favorable. Le plus souvent il se traduit par le développement d’un systéme racinaire
profond, de feuilles charnues, de cuticule épaisse ou par la présence de pubescence
(Deraissac, 1992 ; Hopkins, 2003).

La tolérance a la secheresse implique la survie de 1’organisme a la dessiccation qui
n’endommage pas son protoplasme et sa reprise de croissance normale lorsque le protoplasme
sera réhydraté (Hsiao et Acevedo, 1974). L’action de I’environnement crée ce qu’on qualifie
par des plantes adaptées ou encore acclimatées, suite a leur tolérance au stress.

L’adaptation se rapporte a des modifications de structure ou de fonctions héritables,
qui augmentent I’adéquation de I’organisme dans un environnement stressant. D’un autre
coté, I’acclimatation se rapporte a des modifications physiologiques non héritables qui
interviennent au cours de la vie de I’individu. Le processus d’acclimatation a un stress est
appelé résistance donnant des plantes résistantes.

La diminution des disponibilités en eau et les changements des conditions du milieu
réduisent la croissance et modifient les processus métaboliques (Hsiao, 1973) induisant des
tolérances. Par ailleurs et selon Monneveux et Depigny-This (1995), la tolérance a la
secheresse est un phénoméne complexe faisant intervenir, face a la pression erratique des
contraintes environnementales, de nombreux mécanismes interactifs et a déterminisme

génétique complexe. lls proposent une description du comportement global dans des milieux
10
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donnés, caractérisation physiologique, analyse génétique des caractéres et recherche de

marqueurs pour ces caracteres qui sont considérés comme le maillon d’une chaine (Figure 1).

Bioclimatologie Agronomie

Identification des facteurs limitants

i .
Caractérisation des contraintes (techniques culturales, variétés)

Identification des caractéres phénologiques et morphophysiologiques de tolérance
{élaboration du rendement, stabilité du rendement,
relations productivité/tolérance)

Validation Etude génétique
(lignées isogéniques, {mode de transmission,
sélection divergente) héritabilité)

Recherche de margueurs

Figure 1. Schéma général d’amélioration génétique de la tolérance a la sécheresse

(Monneveux et Depigny-This , 1995)

1.2. 1.Effet de la sécheresse sur la croissance et le développement de la plante

La réaction des plantes a la sécheresse dépend de la vitesse d’évaporation d’eau, de
la durée du déficit hydrique et de I’espece mais aussi de la variété et donc du génotype. Au
niveau cellulaire, elle varie en fonction de 1’organe considéré, du type de cellules et du stade
de développement de la plante.

En conditions mediterranéennes la recherche de la précocité a été le moyen le plus
utilisé pour éviter les effets du déficit hydrique sur le poids du grain (Dib et al. 1991). En
effet, I’amélioration des rendements en conditions séches est due, en grande partie, a la
précocité (Turner, 1979). Celle-ci serait responsable de 40 a 60% de la variabilité du
rendement. Dans une étude portant sur 53 cultivars de blé, d’orge et de triticale, Fisher et
Maurer (1978) ainsi que Turner (1986) ont montré que chaque jour de précocité
supplémentaire conduisait a une augmentation moyenne de rendement de 3 g/ha.

D’aprés Monneveux (1989) cité par Doussinault et al. (1992), cette stratégie a
présente des limites telles que:

e Réduction de la productivité due au raccourcissement du cycle,

e Augmentation des risques de gels d’épis en zones continentales ou d’altitude,

e Réduction de la taille du systéme racinaire induisant une moins bonne utilisation de
I’eau.
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La réduction de la surface foliaire transpirante est souvent associée a un évitement
de la contrainte hydrique (Keim et Kronstard, 1981). Selon Hopkins (2003), la réduction de la
croissance foliaire est bénéfique aux plantes soumises au stress hydrique puisque la surface
foliaire est diminuée et la transpiration réduite. En effet, un faible apport d’cau se traduit par
une diminution de la turgescence des cellules des zones de croissance.

Les racines sont moins sensibles au stress hydrique que les parties aériennes. La
croissance relative des racines peut étre augmentée par de faibles potentiels hydriques, de
sorte que le rapport racine/partie feuillée est modifie en faveur de la partie racinaire. Une
augmentation de ce rapport en carence hydrique est nettement avantageuse puisque il permet
au systéme racinaire d’extraire plus d’eau en explorant des volumes de sol plus importants.

D’aprés Sahnoune et al. (2004), un déficit hydrique faible ou moyen affecte le
développement des racines d’orge, alors que I’impact d’un stress sévere est beaucoup plus
maqué, en bloquant la croissance. Cet arrét de croissance serait engendré par la mort des apex
racinaires et par la non-initiation de nouvelles racines latérales. La profondeur racinaire peut
étre un bon critere de sélection dans le choix de lignées dans les programmes de sélection

pour la résistance a la sécheresse (Passioura, 1983).

1.2. 2.Effets de la sécheresse sur les paramétres physiologiques

L’étude des paramétres physiologiques en grandes cultures a permis d’accumuler un
ensemble de connaissances sur le fonctionnement des plantes ce qui fourni aux agronomes et
aux ameéliorateurs des informations et/ou des outils qui peuvent étre utilisés en conjonction
avec les méthodes classiques de sélection, une continuation de 1’amélioration de la production
et une adaptation meilleure et plus rapide aux contraintes de plus en plus changeantes (Ledent
et Girardin, 1993).

1.2. 2.1. Sécheresse et le potentiel hydrique
Les forces motrices de I’eau dans la plante sont soumises a un gradient de potentiel
de I’eau c'est-a-dire qu’elle migre de la région a potentiel élevé vers les régions a potentiel
plus faible. Le Ww de la plante peut étre définie comme étant la somme des potentiels qui le
composent (Hopkins, 2003).
Yw= ¥p+ Ys

Wp: représente le surplus de pression hydrostatique par rapport a la pression
atmosphérique.

Ws : précédee du signe « - » est le potentiel osmotique, il represente la contribution des

solutés de la solution.
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La différence du potentiel hydrique crée le mouvement de 1’eau, elle est appelée
variation du potentiel hydrique (AY). Sous I’effet de 1’évapotranspiration, le sol perd son
humidité et présente un potentiel hydrique élevé réduisant la disponibilité de 1’eau
d’absorption pour la plante ce qui diminue de la pression de turgescence des cellules causant
une cessation de la division et de 1’élongation des cellules. Pour que la plante continue a
absorber de I’eau il faudra que le potentiel hydrique racinaire soit réduit (plus négatif) pour
que I’eau du sol puisse pénétrer dans les racines (Richter, 1993; Hopkins, 2003 et Verslues et
al., 2006).

Le potentiel hydrique du sol reflete la disponibilité du sol en eau. Selon Richter
(1993), il peut étre estimé par le point de flétrissement qui est de -0,5 a -0,8 MPa pour les
plantes hydrophiles et de -1 a -2 MPa pour les plantes mésophiles et il peut étre de -2 a -

3MPa pour les plantes xérophiles.

1.2.2.2. Secheresse et I’ajustement osmotique

Dans le cas d’un stress hydrique ou salin, les cellules racinaires doivent réduire leur
potentiel hydrique par accumulation de solutés, pour que I’cau ne se perde pas. Cette
accumulation peut avoir lieu, aussi, dans les feuilles pour induire la fermeture des stomates et
limiter la transpiration. L’accumulation des solutés est appelée osmorégulation ou encore
ajustement osmotique.

L’ajustement osmotique peut étre défini comme étant une nette augmentation de la
concentration des solutés par des processus métaboliques. Cette réaction permet le maintien
du mouvement d’eau vers les feuilles et par conséquence la turgescence de leurs cellules. Les
solutés qui participent & 1’ajustement osmotique comprennent une série d’ions inorganiques,
des glucides, des acides aminés et d’autres carbohydrates (Turner et Jones, 1980). La fonction
des solutés, appelés aussi osmolytes, réside non seulement en I’ajustement osmotique mais
aussi en la stabilisation de la membrane (Levitt, 1980 et Kocheva et al., 2004), stabilisation de
la conformation des protéines et les propriétés des antioxydants (Sairam et Saxena, 2000).

Les ions inorganiques sont essentiellement les ions minéraux tels que le potassium,
les phosphates, les sulfates et les nitrates. Leurs teneurs sont modifiées en conditions de stress
hydrique. D’aprées Jones et al. (1980), I’accumulation des ions potassium contribue largement
dans ’ajustement osmotique ce qui est due a I’équilibre des charges négatives d’une part et
d’autre part de la membrane cytoplasmique qui résulte des acides aminés contenus dans la
cellule. En effet, les ions K* tendent a s’accumuler dans les cellules a cause du nombre élevé

des charges fixes portées par les protéines et d’autres macromolécules (Hopkins, 2003).
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Les solutés organiques azotés dont I’accumulation dans la cellule tend a protéger les
protéines contre les déhydratations en créant un potentiel osmotique bas sont la glycine
bétaine et la proline. La glycine bétaine est synthetisée dans les plantes via I'oxydation de la
Choline qui est dérivéee de la sérine (Breton et al., 2000). Elle intervient a un degré moindre
par rapport a la proline dans I’ajustement osmotique. Les Travaux de Grumet et Hanson
(1986) montrent que les lignées d’orge accumulant la glycine betaine présentent un potentiel
osmotique bas. IlIs suggérent que leur taux dans 1’orge est controlé par des genes
d’osmorégulation a effet pleiotropique et qui présentent des alléles conférant plusieurs
niveaux de pression Ws en influengant les concentrations en solutés.

La proline est synthétisée a partir du glutamate comme elle peut étre synthétisée a
partir de I’ornithine (Richter, 1993). Le choix du trajet qui est a I’issue de la proline dépend
du taux d’azote dans la plante qui augmente la concentration de 1’ornithine et 1’arginine (Hare
et Cress, 1997). Le déficit hydrique interviendrait d’aprés Boggess et Stewart (1976),
principalement sur la formation du P5C, plus que sur la réduction du semialdéhyde
glutamique.

Hua et al. (1995) montrent que chez les feuilles d’orge turgescentes, la proline est
oxydée en glutamate dans les conditions favorables, alors qu’en manque d’eau elle est trés
réduite. Mahdid et Kameli (1998) constatent une diminution de la concentration en proline
apres suspension du stress hydrique appliqué sur I’orge et supposent son éventuelle utilisation
dans la croissance ou dans la synthése des composes azotés. D’aprés Monneveux (1991),
I’accumulation de la proline au niveau des tissus foliaires est un phénomeéne lié au déficit
hydrique, présentant a I’intérieur d’une espece donnée une assez grande variabilité, donc 1ié
au niveau de tolérance du génotype. Paradoxalement, Eljaafari (1993) et Benlaribi et al.
(2005), sur des études faites sur blé, mentionnent la possibilité de distinguer les variétés
sensibles des variétés tolérantes a la secheresse sur la base de la proline. Les variétés
tolérantes seraient celles accumulant le moins de proline.

Dans la sélection a la sécheresse, 1’utilisation de la proline peut étre limitée du fait
qu’elle soit considérée comme un osmoprotecteur (Yoshiba et al., 1997). En effet,
I’accumulation de la proline n’est pas spécifique au deficit hydrique (Singh et al., 1972). Elle
s’accumule sous I’effet du stress salin (Stewart et Lee, 1974), et sous I’effet des basses
températures (Breton et al., 2000).

L’accumulation des sucres solubles contribue largement au maintien de la
turgescence des cellules par 1’ajustement osmotique. C’est le résultat de la poursuite du
processus de photosynthése (Acevedo et al., 1979). L’accumulation du glucose et du fructose

est une conséquence remarquable suite & une application de stress sur 1’orge (Mahdid et
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Kameli, 1998). En effet, une contrainte hydrique entraine une accumulation relativement
élevée pour le maintien d’une intégrité cellulaire élevée (Benabdallah et Bensalem, 1993).

Cette accumulation résulte d’une modification du métabolisme carboné. Elle est
considérée comme un facteur d’osmorégulation qui favorise une meilleure tolérance a la
sécheresse (Eljaafari, 1993 ; Nasraoui, 1997). Chez le blé il a été constaté qu’en cas de stress,
le malate est synthétisé activement mais les changements les plus importants ont concerné les
carbohydrates solubles. La concentration de sucrose, glucose et fructose, suggere leur action
en tant qu’osmoticum (Simier et al., 1993).

Le tréhalose se trouve chez les animaux, champignons, levures et bactéries et sauf chez
certaines plantes de la résurrection. D’apres les travaux de Goddjin et al. (1999), Wingler
(2002) et Penna (2003), il a un role protecteur par la vitrification du cytoplasme, protecteur
des protéines (stabilisation de la conformation) et la protection de la membrane.

La variation génotypique de 1’osmorégulation et ses composantes a été identifiée chez
plusieurs especes tel que le blé (Johnson et al., 1984 ; Morgan, 1983 ; Morgan et al., 1986) ;
I’orge (Blum et al., 1989)et le sorgho (Blum et al., 1989 ; Santamaria et al., 1990).
L’héritabilité des caractéres morpho-physiologiques sont contr6lés par 1’action additive de
génes (Yap et Harvey, 1972). Morgan (1983), chez une population F4, montre que
I’ajustement osmotique en milieu controlé présente des différences quant au maintien de la
turgescence par rapport a leur comportement au champ.

Outre les osmolytes cités, il existe I’accumulation particuliere de 1’acide abscissique
(ABA) par la plante en réponse au stress hydrique (Hsiao, 1973). L'ABA est une
phytohormone qui module le développement de la plante, la dormance des graines, la
germination, la division cellulaire et la réponse aux stress environnementaux comme la
secheresse, le froid, la salinité, I'attaque de pathogenes ou encore les radiations UV (Rock,
2000). 1l est considéré comme un inhibiteur de croissance. L’ABA est ubiquiste, il est
souvent présent en fortes concentrations dans les tissus non stressés, d’ou la difficulté de
déterminer son role exact. 1l a été rapporté que I'ABA est facilement transporté par le courant
transpiratoire des racines vers les feuilles (Zhang et Devies, 1987), ce qui est une assez bonne
preuve de l'intervention de I'ABA dans une sorte de systéme d'alarme qui communique trés

précocement des informations sur le potentiel hydrique du sol aux feuilles.

1.2.2.3. Ajustement stomatique
Il existe une relation directe entre le potentiel hydrique foliaire et la conductance
stomatique (Brown et al., 1976). L'ajustement stomatique favorise une conductance élevée en

stress hydrique Gonzalles et al., 1998) qui est en fonction du changement de la turgescence
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des cellules de gardes des stomates qui @ son tour est liée au potentiel hydrique, au potentiel
osmotique, a I'age et aux conditions de croissance de la plante (Robelin, 1984).

Les stomates peuvent se maintenir fermés jusqu'a 5 jours apres levée de stress qu'il soit
moderé ou severe (Hsiao et Acevedo, 1974). Dans les travaux de Medrano et al. (2002) il a
été proposé d'utiliser la conductance stomatique comme un parameétre de référence chez les

plantes en C3 dans leur réponse a une sécheresse progressive.

1.2.2.4. Photosynthese (stay green)

Dans des conditions de sécheresse, la durée de la photosynthése est fortement limitée
par une sénescence prématurée des feuilles. Les génotypes qui maintiennent longtemps leur
activité photosynthétique sont appelés stay green, qui est une variation dans la durée, plutot
qgue dans le taux d'activité photosynthétique (Watson, 1952), et ainsi, la sénescence des
feuilles est retardée. Gregersen et al., (2008) ont rapporté une corrélation positive entre la
sénescence retardées des cultures et le rendement en grain qui peut étre dd a une plus longue
période de photosynthése active, des assimilats supplémentaire utilisés pour le remplissage du

grain.

Stay green est un caractére souhaitable dans I’amélioration de céréales. En effet, les
génotypes possédant la capacité stay green tout au long du remplissage sont des candidats
potentiels pour assurer un rendement dans les régions semi arides (Hoang and Kobata, 2009;
Larbi and Mekliche, 2004). Ils peuvent maintenir 1’activité photosynthétique au cours du
remplissage du grain, surmontant ainsi 1’effet de la sécheresse par le maintien des assimilat,
de I’activité racinaire et de 1’absorption de 1’eau (van Oosterom et al., 1996). La progression
de I’effet du stress et avec la déshydratation des tissus entrainent une detérioration graduelle
du métabolisme incluant une limitation de la photosynthése (Tezora et al., 1999), de la
régénération du rubulose biphosphate (Gunasekera et Berkowitz, 1993) et I’activité de la

rubolose carboxylase (Pary et al., 2002).

1.2.2.5. Membrane cytoplasmique et stress hydrique

La membrane cytoplasmique est largement touchée par le stress. Elle est la premiere
ciblée par le stress (Levitt, 1980). D’aprés Hopkins (2003), le départ de 1’eau des membranes
rompt la structure normale de la bicouche lipidique et provoque I’apparition de canaux
remplis d’eau et bordés par les groupements polaires des té€tes phospholipidiques. Autrement

dit, les membranes deviennent trés poreuses lorsqu’elles sont desséchées.
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La stabilité de la membrane est un caractére trés lié a la stabilité du rendement (Difonzo
et al., 2000). Elle peut étre utilisée dans les programmes de sélection pour I’environnement
méditerranéen pour le blé et comme critére d’adaptation (Chandrasekar et al., 2000). Chez
I’orge, les dommages de la membrane augmentent avec la durée du stress et ils sont largement
corrélés au statut hydrique de la plante. En effet, plus la perte en eau est importante plus les
dommages de la membrane sont importants (Kocheva et al., 2004).

La baisse de stabilité membranaire refléte 1’étendue de 1’oxydation des lipides. 1l a été
noté que I’activité du lipide peroxydase est limitée chez des génotypes de blé tétraploides sous
conditions défavorables (Dhindsa et al., 1981). L’oxygeéne agit comme le radical super oxyde,
peroxyde d’hydrogeéne et le radical d’hydroxyde, entraine une peroxydation des lipides et
comme conséquence I’endommagement de la membrane, la dégradation des protéines,
I’inactivation d’enzyme, la décoloration de pigments et le début de rupture de I’ADN (Sairam
et Saxena, 2000).

1.2.2.6. Aquaporines

Dans les plantes, les aquaporines présentent de multiples isoformes et constituent une
famille qui est subdivisée en quatre classes distinctes par leur localisation (Luu et Maurel,
2005). Les aquaporines les plus abondantes dans la membrane vacuolaire appartiennent aux
protéines intrinséques du tonoplaste (TIP) et celles du plasmalemme dites protéines
intrinséques de la membrane plasmique (PIP).

Les PIP semblent jouer un role spécifique important dans le contréle du transport
transcellulaire de 1’eau, elles sont abondement présentes dans les racines et servent
d’intermédiaires pour 1’eau absorbée du sol (Javot et Maurel, 2002). Au niveau des feuilles,
elles contribuent a décharger la seve du xyléeme dans le mésophile et aide a définir la
trajectoire du flux transpiratoire (Morillon et Chrispeels, 2001).

Les travaux de Tyerman et al. (2002), signalent la capacité qu’ont les aquaporines a
transporter une petite quantité de solutés neutres et/ou gaz avec 1’eau, ce qui fait d’une
aquaporines un canal membranaire a fonction multiples. En effet, au niveau des tissus
foliaires, les PIP contribuent a diffuser le CO, (Terashima et Ono, 2002 ; Hanba et al., 2004).

1.2.2.7. Protéines LEA

Les protéines, généralement face a un stress abiotique, enregistrent une chute
importante de leur synthése au profit de d’autres protéines dites protéines de stress. Ce sont
une famille des protéines LEA (late embryogenesis abundant) connues sous le nom de

déhydrines (Close et al., 1993 ; Close et al., 1989).
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D’aprés Gautiers et al. (1993), les LEA sont synthétisées tardivement pendant la phase
de dessiccation du grain, juste avant la dessiccation finale de I’embryon ou I’ARNm et les
protéines LEA sont les plus abondants. Le nombre de déhydrines est variable au sein d’une
méme espéce du fait méme de la variabilité du nombre de polypeptides les constituants qui est
de 100 a 600 acides aminés (Close, 1996). Les déhydrines ont été localisé dans le noyau et
dans le cytoplasme (Ashgar et al., 1994 ; DanyluK et al., 1998).

Le role biochimique fondamental joué par ces protéines semble étre mal défini mais
les hypotheses avancées jusque la sont :

e Inhibition de coagulation des macromolécules au niveau du cytoplasme, préservant de
la sorte I’intégrité structurale (Close, 1996) ;

e Piégeage d’ions (Labhilili et al., 1995) ;

e Protection des membranes plasmiques et nucléiques ainsi que toutes les structures
Protéiques (Labhilili et al., 1995) ;

e Renaturation de certaines protéines (Labhilili et al., 1995) ;

e Inhibition de la dénaturation et la coagulation des cristaux (Close et al., 1993) ;

e Action en synergie avec les protéines membranaires pour amplifier I’exclusion de
solutés (Close et al., 1993) ;

e Contrdle des divisions mitotique pour la stabilisation de la membrane nucléaire (Close
etal., 1993).

1.3. Marqueurs moléculaires comme outil d’aide aux programmes de sélection
1.3.1. Introduction aux différents types de marqueurs moléculaires

Les marqueurs moléculaires sont trés utiles pour I’identification individuelle, variétale,
I’établissement de relations phylogénétiques et la sélection assistée par marqueurs. Ils
permettent 1’élaboration de cartes génétiques ou chaque chromosome est représenté sous
forme d’un ensemble de marqueurs moléculaires dont I’ordre et 1’espacement sont déterminés
en comparant les individus de la descendance d’un croisement (Moullet et al., 2008).

Il existe plusieurs types de marqueurs, que l’on peut classer en fonction du
polymorphisme qu’ils détectent. Certaines techniques ont I’avantage de révéler de nombreux
fragments simultanément, ce sont des techniques de révélation « en masse » de
polymorphisme, outre les marqueurs AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) et
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism, Bodstein et al., 1980). Les plus utilisés
sont les marqueurs RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA, Williams et al., 1990). Il

existe aussi des stratégies permettant de détecter du polymorphisme de facon individuelle par
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I'utilisation de banques de données et nécessitent de connaitre la séquence des fragments

amplifiés, puisqu’elles permettent de rechercher du polymorphisme de type SNP (Single

Nucleotide Polymorphism). Les marqueurs INsertions/DEIlétions (INDELSs) ont été également

employés pour la détection de polymorphisme, basé sur une insertion ou la suppression de

paires de bases qui conduit a modifier la longueur de la séquence analysée.

Ces marqueurs ont souvent été comparés pour leur commodité, reproductibilité, vitesse

de dosage, la rentabilité et facilité de I'utilisation, de l'automatisation et les approches de haut
débit (Tableau 2).

Tableau 2. Comparaison des marqueurs moléculaires et leur usage. Modifié par Rafalski et

Tingey (1993), Kalendar et al. (1999) et Ridout et Donini (1999).

RFLP RADP DAF SSRs AFLP SNPs
Principe Endonucléas | Amplificatio | Amplificatio | L'amplificatio | Ligature Analyse de
e et de|n de I'ADN | n de I'ADN | ndeséquences | endonucléase de | séquences
restriction, avec des | avec des | & simples restriction des
hybridation amorces amorces répétitions en adaptateurs et
Southern aléatoires aléatoires utilisant des amorces
blot amorces sélectives
specifiques
Type de Changement | Changement | Changement | Changements Changements Changements
polymorphisme | s d'une seule | s d'une seule | s d'une seule | du nombre de | d'une seule | d'une seule base
détecté base, base, base, répétitions et | base, Insertions
Insertions Insertions Insertions sites Délétion
Délétion Délétion Délétion
Niveau d_e élevé moyen élevé Treés élevé Tres élevé Elevé
polymorphisme
Hérédite Codor:manc Dominance Dominance Codominance Dominance Dominance
Nombre de loci 132 5410 202300u 1 100 2 150 1210.000
détectés plus
4 A%‘ﬁ?zgiise 2-15 g 10-50 ng 10-50 ng 50 ng 0.5-1.0 ug 20 ng
Besoin de
connaitre la non non non oui non oui
séguence
codt élevé bas moyen Elevé élevé Elevé
Difficultés e . . Difficile au .
. élevées facile moyenne facile . facile
techniques début
Utilisation
1-empreinte
V".metf_il? et ++ + ++ +++ +++ +++
diversité
génétigue
2- marquage
qualitatif de ++ ++ - + +++ +
genes
3- cartographie
de QTL ++ -+ - + ++ +
4- MAS ++ - - ++ +++ ++
5- cartographie
comparative ++ + - ++ ++ ++
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Le choix du meilleur syst¢tme de marquage dépend du fait qu'il sera utilisé¢ dans I’étude
des populations, la cartographie génétique ou I'empreinte génétique. Le niveau de ploidie et le
systeme reproducteur de I'organisme étudié sont également importants. Andersen et
Lubberstedt (2003) ont classé les marqueurs moléculaires non sur la de base des propriétés
techniques, mais sur le niveau de la caractérisation fonctionnelle du polymorphisme
contr6lée; nous pouvons donc distinguer:

* Les marqueurs d'/ADN aléatoires (random DNA markers, RDMs): des milliers pour
chaque espéce peuvent étre générés de ces marqueurs phénotypiquement neutres (par
exemple, RAPD, AFLP, SSR...), utile pour I'analyse de linkage ou parce qu'ils représentent
bien les génomes pour I'étude de la biodiversité.

» Marqueurs développés sur des génes (géne targeted markers, GTMs) ils sont issus de
polymorphismes dans les génes, non corrélés cependant a des caracteres phénotypiques.

» Les marqueurs fonctionnels (functional markers, FMs), les différentes études de
génomique fonctionnelle sur de nombreuses especes végétales d'intérét, permettent,
aujourd'hui, d'engendrer des marqueurs dérivés de polymorphismes dans les genes séquencés
et caractérisé fonctionnellement, des polymorphismes sont directement impliqués dans la
variation des caractéres phénotypiques.

Les SNP constituent la majorité du polymorphisme du génome. Grace a leur grand
nombre et leur répartition tout au long du génome, les SNP sont actuellement un marqueur
moléculaire de choix (Hespeels, nd): ils constituent une alternative crédible au séquencage
systématique. Les SNP s’inscrivent d’une part en génomique structurelle par leur utilisation,
entre autres dans la création de cartes génétiques. D’autre part ils peuvent jouer un role

important en génomique fonctionnelle.

1.3.2. Application dans la sélection assistée par marqueurs (SAM)

Les techniques de marquage moléculaire permettent de rendre plus précises et plus
rapides les opérations classiques de sélection. Elles interviennent a chaque étape du cycle de
sélection. Les outils mis en place sont les marqueurs moléculaires qui permettent I'analyse des
individus, la construction de cartes génétiques pour localiser les genes sur les chromosomes,
et la sélection assistée par marqueurs (SAM) pour suivre les génes au cours des générations.

La SAM est basée sur la possibilit¢ de détecter la présence d’un geéne ou d’une
caractéristique agronomique intéressante par la recherche du marqueur qui lui est étroitement
lié.

La SAM est non destructive, elle nécessite peu de tissu végétal et elle n’est pas

influencée par des facteurs environnementaux. Ce type de sélection est particulierement
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avantageux lorsque le caractére étudié est difficile, colteux a évaluer ou influencé par les
conditions climatiques ou pédologiques (résistance au stress hydrique, tolérance a
I’aluminium, résistance a la germination sur pied, etc.). Le sélectionneur doit fréeguemment
anticiper les problemes, par exemple en améliorant la résistance contre des maladies dans des
régions ou le pathogéne n’existe pas encore. Dans un tel cas, comme la propagation
artificielle du pathogene est proscrite, la SAM est incontournable.

L'efficacité de la sélection assistée par marqueurs peut étre plus efficace que la
sélection traditionnelle dans les circonstances suivantes (Lee, 1995) :

e |e caractére ciblé est d'une faible héritabilité,

e une liaison étroite entre le caractére et le marqueur (<5¢M),

e dans les générations antérieures de sélection préalable a la fixation des alléles a ou
pres de loci marqueurs,

e les grandes tailles d'échantillon pour la cartographie et la sélection des QTL sont
utilisées pour améliorer les estimations des alleles aux QTL.

Les marqueurs tres étroitement liés aux génes cibles ou méme s'ils sont situés dans le
géne peuvent améliorer grandement I'utilisation de la sélection assistée par marqueurs dans les
géneérations avancees, ou le désequilibre de liaison devient plus petit. Les emplacements
exacts chromosomiques de QTL, ainsi que lI'ampleur des effets de QTL, devraient étre
veérifiées avant leur utilisation dans un programme appliqué de reproduction. Dans l'orge,
l'effet de quatre QTL de rendement a éte vérifié en utilisant un ensemble de lignées BC2DH

différents a partir des lignes utilisées pour la cartographie (Romagosa et al., 1999).

1.3.3. Application des marqueurs dans I’étude de la diversité génétique

La connaissance de la diversité génétique et les relations génétiques entre les
génotypes est une considération importante pour la rationalisation et I'utilisation efficaces des
ressources de matériel génétique. Les informations sur la diversité génétique sont également
nécessaires pour la conception optimale des programmes de sélections, en influencant le choix
des genotypes a croiser pour la création de nouvelles populations.

L'approche moléculaire a été utilisée pour rassembler les cultivars d'orge dans des
groupes morphologiquement distincts ou encore en sous-groupes qui ont un bagage génétique
similaire. RFLP (Melchinger et al., 1994, Graner et al., 1994, Casas et al., 1998), RAPD
(Dweikat et al., 1993; Tinker et al., 1993), AFLP (Schut et al., 1997; Ellis et al., 1997) et SSR
(Dévila et al., 1999; Russell et al., 1997) ont été utilisés pour évaluer les variations dans les

collections locales et mondiales de matériel génétique de I'orge.
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Les microsatellites ont été considérés comme les marqueurs de choix pour I'évaluation
de la diversité génetique parmi les cultivars et les especes sauvages apparentées (Karp et al.,
1998; Doldi et al., 1997). L'utilité de ces marqueurs pour l'estimation de la parenté génétique
a été démontrée dans de nombreuses cultures dont le mais (Taramino et Tingey, 1996), I'orge
(Russell et al., 1997), le blé (Plaschke et al., 1995; Donini et al., 1998; Lelley et al., 2000;
Stachel et al., 2000; Pestsova et al., 2000; Hammer et al., 2000; Prasad et al., 2000; Stachel et
al., 2000; Ben Amer et al., 2001; Fahima et al.; 2002; Huang et al., 2002), le riz (Wu et
Tanksley, 1993; Ahn et al., 2000), le sorgho (Brown et al., 1996), le tournesol (Paniego et al.,
1999) et la pomme de terre (Provan et al., 1999).

1.3.4. Recherche de QTL, génes candidats

Les marqueurs moléculaires n’ont d’intérét que s’ils sont liés a des génes ou QTL
impliqués dans la variation des caracteres sélectionnés. Les QTL sont des locus contrdlant la
variation de caractéres quantitatifs.

Les marqueurs dominants n'apportent pas une information compleéte sur I'effet du QTL
en raison de la confusion des individus hétérozygotes avec certains individus homozygotes.
Les effets de dominance du QTL (écart a l'additivité) ne peuvent pas étre abordés (Santoni et
al., 2000). L'analyse fonctionnelle du génome, menée essentiellement chez les espéces
modeles, donne accés a des séquences codantes de fonction identifiée et intervenant dans
divers caractéeres. Ces séquences constituent des « genes candidats » qui peuvent rendre
compte de I'effet de certains QTL et remplacer, aprés validation, le marqueur lié au QTL. Les
marqueurs de fonctions connues (RFLP avec cDNA, STS) ont l'avantage de permettre de
manipuler ces genes candidats. La technique semi-aléatoire S-SAP présente le grand intérét de
permettre de révéler de nombreux marqueurs issus de séquences codantes qui peuvent devenir
éventuellement des genes candidats s'ils sont supposés intervenir dans le caractére étudié et
s'ils sont co-localisés avec un QTL.

Les approches « génes candidats » peuvent permettre d’identifier des génes impliqués
dans la détermination de caractéres d’intéréts. Cette approche peut étre validée par la
colocalisation du géne candidat et d’un QTL pour le caractére d’intérét sur une carte génétique
(Jannink et al., 2002). Trois étapes importantes sont a suivre, a savoir:

e Le choix du gene candidat : ils peuvent étre fonctionnels ou positionnels
(Pflieger et al., 2001). Ce choix peut étre appuyé par la cartographie comparée des autres

especes (Gale et Davos, 1998)
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e Analyse des genes candidats : par la recherche d'un polymorphisme qui permet de
localiser les génes mémes sur une carte génétique et a etudier les linkages avec le caractére
d'intérét.

e Validation du gene candidat : les corrélations statistiques et les co ségrégations sur les
cartes génétiques ne montrent pas la relation entre le polymorphisme dans le géne candidat et
la variation du caractére.

L'orge a été parmi les espéces cultivées pour laquelle des QTL ont été cartographiés
(Heun, 1992, Hayes et al., 1993). La cartographie de QTL a fourni un nouvel outil important
pour I'étude des caractéres quantitatifs de I'orge, les traits pour lesquels I'analyse génétique
n‘avait été limitée qu'a I'estimation des parameétres de population tel que I'héritabilité alliant la
capacité et le nombre effectif de génes (Hockett et Nilan, 1985). Les positions, les effets et les
interactions de QTL sont maintenant estimés pour plusieurs caractéres de l'orge. De
nombreuses et certaines de ces QTL ont été validées expérimentalement et / ou fait I'objet de
sélection assistée par marqueurs. Des informations sur plus de 750 QTL sur l'orge ont été

rapportées dans la littérature et résumés par Hayes et al. (2000).

1.3.3. Le stress hydrique : approche intégrée de la réponse moléculaire, génétique
et physiologique de I'orge.

L'acclimatation au stress est habituellement basée sur une réponse cellulaire qui
implique un grand nombre de processus physiologiques et moléculaires sous le contrdle de
divers mécanismes de régulation qui interagissent les uns avec les autres. Chaque réponse
métabolique est déclenchée par un récepteur spécifique qui signale I'évolution des cellules
dans des conditions environnementales. La perception d'une situation de stress déclenche un
réseau complexe de signaux métaboliques qui sont transmis vers le noyau, donnant lieu a une
réponse cellulaire appropriée. La complexité d'événements moléculaires qui menent au

développement de la tolérance au stress est résumée en (figure 2):

Stress abiotique —= signal — perception du signal — seconds messagers

voies de signalisation — expression de génes — réponses physiologiques

Figure 2. Séquence de réaction au stress

* La perception du stress de la cellule par des récepteurs membranaires qui détectent les

changements de I'environnement externe (Gombos et al., 1994 ; Wang et al., 2001);
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* L'information de transduction dans la cellule vers le noyau a travers une cascade
d'évenements : accumulation transitoire d'ions calcium, l'activation de la protéine Kinase,
I'accumulation d'acide abscissique, les changements dans la membrane plasmique a la fois en
structure et en composition (Hare et Cress, 1997; Geigenberger et al., 1997 ;

» L'activation dans le noyau des facteurs de transcription capable de conduire de
I'expression des genes en réponse au stress, les changements dans les mécanismes de
régulation de la photosynthése et la protection de la photoinhibition de chloroplaste;

* L'expression de genes "liés au stress™ codant pour des protéines qui permettent de faire
face a la situation de stress par la réparation ou le maintien de I'noméostasie cellulaire
(Greenway et Munns, 1980 ; Thiery et al., 2004 ; Yamaguchi-Shinozaki et Shinozaki, 2006).

L'identification des genes impliqués dans les réactions de la plante en conditions de
sécheresse a été largement explorée (Skriver et Mundy, 1990; Bray, 1993; Ingram et Bartels,
1996; Cushman et Bohnert, 2000). A ce jour, des centaines de génes peuvent étre facilement
répertoriés comme genes candidats pour la tolérance a la sécheresse.

L’expression des genes en réponse a un déficit hydrique fait intervenir une cascade de
transduction du signal extrémement complexe (Figure 3). Peu de données sont disponibles
concernant la perception du signal, bien que la variation de la turgescence ait été proposée
comme un signal physique possible. Au niveau moléculaire, Urao et al. (1999) ont identifié
chez A.thaliana, une protéine membranaire (AtHK1) qui intervient dans la perception du
stress hydrique. Elle est homologue du systéeme de capteur SLN1 osmorégulation chez la
levure (Li et al., 2002). Cet osmosenseur est essentiellement présent au niveau des
membranes racinaires en condition normale de croissance, et y est fortement accumulé au
cours d’un stress hydrique. Il semblerait que cet osmosenseur soit directement relié a une
cascade de transduction du signal, faisant intervenir des MAP-kinases.

L'augmentation de la concentration du Ca?* cystosolique est un événement précoce de
la réponse de la plante au stress environnementaux. Il a été noté que le froid est ressenti par
I'intermédiaire de changements dans la fluidité des membranes et la réorganisation du
cytosquelette qui affectent les canaux calciques (Knight et Knight, 2001). Le Ca?* agis
comme un second messager (White et Broadley, 2003). On suppose qu'il est médiateur d'une
grande variété de signaux biotiques et abiotiques (Knight et Knight, 2001).
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Figure 3. Représentation schématique des mécanismes contrélant la réponse des plantes aux

stress abiotiques chez la plante modéle Arabidopsis thaliana (Shinozaki et al., 2003). Les Petits
cercles indiquent la modification des facteurs de transcription en réponse a des signaux de stress pour leur activation, telles que
la phosphorylation. Les facteurs de transcription qui sont impliqués dans des réponses rapides et d'urgence a la sécheresse et au
froid - comme ICE, ou DREB2/NCED - figurent en rond, alors que les facteurs de transcription qui sont impliqués dans des
processus lents et plus souples dans les réponses au stress - comme AREB / ABFs, MYB / myCS et DREB1/CBFs - sont marquées
en ellipses. Deux composants histidine kinase 1 (ATHK1) est sensé fonctionner comme un osmoseur, et la phospholipase C (PLC)
est sensé fonctionner en amont du systeme DREB2. CBL1 est un capteur de calcium qui fonctionne comme un régulateur positif
des réponses au sel et a la sécheresse et comme un régulateur négatif de la réponse au froid (Cheong et al., 2003). CAX1 est un
antiport vacuolaire de ca®'/H" qui est impliqué dans la régulation aux niveaux intracellulaire de Ca’* au cours de I'acclimatation
au froid (Catala et al., 2003). HdS2, hos5, srf6 et esk1 représentent les différentes classes de mutants dont la réponse au stress
est modifiée. Les protéines FRY2 (Xiong et al., 2002) et HOS1 (Lee et al., 2001) semblent inhiber I'expression de CBFs/DREBI.
FRY1 fonctionne comme un régulateur négatif de la sécheresse, le froid et les réponses a I'ABA (Xiong et al., 2001). SnRK2 et
SnRK3-like protein kinases sont impliquées dans la signalisation de I'ABA (Yoshida et al., 2002). ABI1/ABI2 fonctionne comme un
régulateur négatif de signalisation de I'ABA. Une fleche en pointillés indique que CBF4/DREBI1D sont impliqués dans I'expression
des genes en réponse a la sécheresse (Haarke et al.,, 2002). La fleche verte a deux tétes suggere diaphonie entre DREB2 et AREB
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Pour répondre de maniére appropriée & une perturbation spécifique a I’ion Ca*
cytosolique, une cellule doit activer une combinaison unique de Ca**-binding proteins. Ces
Capteurs Ca**CYT comprennent les calmodulines (CAMS), les protéines CAM-like, la protéine
calcineurine B-like (CBL) et la Ca®*-protéine kinase dépendante (CDPKs). Beaucoup de ces
protéines se lient au Ca®* en utilisant une structure bHLH encore appelée la «main EF», qui se
lie intimement & une seule molécule de Ca®* (White et Broadley, 2003).

Un réle primordial dans la transduction du signal est joué par la protéine kinase activeée. Il a
été démontré que les cascades de protéines MAPK (Mitogen Activer phosphate kinase) sont
activées par plusieurs stress abiotiques (Ligterink et Hirth, 2001). Chez Arabidopsis de
nombreux éléments MAPK kinase ont été identifié est impliquée dans la réponse a des
conditions de stress environnemental.

Une partie du mécanisme conduisant a I'expression des genes liés au stress ont été
clarifiés. Deux voies différentes ont été décrites: la voie ABA-dépendants et la voie ABA-
indépendants (Mastrangelo et al., 2004).

L’accumulation d’ABA dans la plante induite par une déshydratation conduit a la fois a une
augmentation de sa biosynthése et a des modifications dans son catabolisme, régulé par le stress
de facon plus subtile qu’un simple ralentissement de la dégradation. L’étape la plus importante
pour augmenter la biosynthése de ’ABA semble étre le clivage des caroténoides. Une petite
famille de genes NCED codant pour 9-cis-dioxygénase epoxycarotenoide, est impliquée dans la
biosynthese de I'ABA et a été identifiés chez Arabidopsis, lors d’une déshydratation. il est plus
fortement induit que les autres NCED en réponse a ce stress (Tan et al., 2003). En effet, sa
surexpression augmente nettement la biosynthése de I’ABA et la tolérance a la déshydratation
tandis que sa sous-expression a ’effet inverse (Tuchi et al., 2001).

Un grand nombre de génes induits par I’ABA ont dans leur promoteur une séquence
proche de celles des G-box (des éléments de régulation en cis impliqués en particulier dans
I’induction par les conditions environnementales) appelée ABRE (ABA responsive element).
Cette séquence joue un role majeur dans 1’induction des genes en réponse a I’ABA (Yamaguchi-
Shinozaki and Shinozaki, 2006).

Les facteurs de transcription sont des séquences cible spécifiques placées dans les
promoteurs ou dans ’activateur (enhancer) et simultanément se lient & d'autres composantes de

I'appareil de transcription en les activant, du point de vue structurelle (Lewin, 1999).
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La famille des protéines a doigt de zinc (zinc finger), certains facteurs de transcriptions
comme le facteur général TFAIII contiennent une série de doigts de zinc du type Cys2 /His2,
Cys4, Zn2Cys6 ou les aminoacides indiqués comprennent I'ion zinc qui permet la formation de
structures repliées en forme de doigt qui s'insérent dans le sillon majeur de 'ADN. Ce type des
doigts de zinc est présent méme dans la famille de facteurs de transcription WRKY, propre aux
plantes (Eulgem et al., 2000), importants dans la réponse au stress biotique et abiotique (Singh et
a.l, 2002)

La famille Hélice-Tour-Heélice, constitué d'environ 60 aminoacides, elle a été caractérisee
pour la premiére fois comme étant impliqués dans la régulation de développement de la
drosophile (Aravind et al., 1999).

La famille de la boite a MAD (MADS box genes) formée de 57 aminoacides. Son nom
vient des quatre premiers facteurs dans lesquels on I'a identifié: MCM1 (protéine), Agamous,
Deficiens et SRF (serum response factor). On compte au dessus de cent facteurs contenant des
boites MADS, particulierement parmi les facteurs de transcription qui contrélent la
morphogeneése des plantes (Meyerowitz, 1997; Ng et Yanofsky, 2001).

La famille Hélice-Boucle-Hélice ou Helix-Loop-Helix, (HLH), elle contient 40 a 50
aminoacide comportant deux hélices alpha séparées par une région de longueur différente en
forme de boucle. La plupart des protéines HLH contiennent une région basique fondamentale
pour linteraction avec les éléments spécifiques du promoteur sur I'ADN. A ce groupe il
appartient MYB, hautement représenté dans le domaine végétal (Abe et al., 2005).

La famille des facteurs a glissiere a leucine ou leucine-zipper (bZIP), elle est constituee
d’un domaine riche en leucine (Lamber et al., 2008). Deux hélices de ce type peuvent interagir
entre elles de fagon a permettre la dimérisation de protéines, particulierement celle de facteurs de
transcription comme les membres de la famille AP1.

La famille des facteurs AP2/EREBP, elle est constituée d'une région de 68 aminoacides.
Elle représente une autre famille de facteurs de transcription spécifique aux plantes, activées
dans les voies de réponse a I'éthyléne ainsi qu'en cas de stress biotique et abiotique (a cette
famille appartiennent par exemple les facteurs de transcription CBF).

Des facteurs de transcription bZIP sont capables d’activer la transcription du géne RD29B
(responsive to drought), majoritairement induit par I’ABA et dont le promoteur contient deux

ABRE responsables de sa réponse a la deshydratation. Ces bZIP sont nommés AREB pour ABA
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Responsive Element Binding proteins ou ABF pour ABRE Binding Factors (Uno et al., 2000;
Choi et al., 2000). Ils fonctionnent d’une manic¢re dépendante de I’ABA puisque leur capacité
d’activation est réduite chez les mutants aba2 et abil et augmentée chez le mutant hypersensible
a ’ABA eral (Uno et al., 2000). AREB1/ABF2 et AREB2/ABF4 sont induits par I’ABA, la
déshydratation et le stress salin, tout comme ABF3, un autre bZIP se liant aux ABRE (Choi et
al., 2000). L’implication d’AREB1/ABF2, AREB2/ABF4 et ABF3 dans la signalisation de
I’ABA et la réponse a la déshydratation a été confirmée par les phénotypes de plantes qui les
surexprimaient : leur sensibilit¢é a ’ABA ¢était altérée. Elles étaient plus résistantes a la
déshydratation et montraient une surexpression de certains genes de réponse aux stress hydriques
(Kang et al., 2002 ; Kim et al., 2004).

L’expression de certains genes induits par I’ABA n’est pas régulée par des ABRE. C’est
le cas en particulier de RD22 dont I’induction par I’ABA est due a la liaison sur deux sites de son
promoteur d’un facteur de transcription MYC (rd22BP1 pour rd22 binding protein) et d’'un MYB
(AtMYB2). Ils participent a la régulation d’autres genes de réponse a I’ABA et leur
surexpression provoque une hypersensibilité a I’ABA. Le role de ces deux facteurs de
transcription est probablement lié a la réponse a long terme a la déshydratation car ils sont
synthétisés tardivement a la suite de ’accumulation d’ABA (Abe et al., 1997, 2003).

Une variété de génes liés au stress sont induites par la déshydratation et les basses
températures, mais ne sont pas soumises au contrdle de I'ABA. C’est la voie d’ABA-
indépendante. L'analyse de la région du promoteur de ces genes a conduit a l'identification d'un
nouvel ADN cis élément agissant nommée DRE (déshydratation-responsive element),
caractérisés par la séquence consensus TACCGACAT (Shinozaki et Yamaguchi-Shinozaki,
1994). La séquence cis acting de base de la DRE (CCGAC) est également connu comme CRT
(C-repeat) (Baker et al., 1994).

Les facteurs de transcription qui lient I'élément DRE/CRT suite a exposition de la plante a
un stress dd au froid et a la sécheresse ont été identifiés en premiers chez Arabidopsis et sont
appelés respectivement c-repeat-BINDING FACTOR (CBF) /DRE-BINDING PROTEIN1
(DREB1) et DREB2 (Stockinger et al., 1997 ; Liu et al., 1998). Ces protéines appartiennent a la
famille ERF/APETALA2 (AP2) qui sont produit rapidement et de facon transitoire a la
perception d'un signal de stress, induisant I'expression de plusieurs genes impliqués directement

dans la tolérance au stress.
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En amont de DREB1/CBFs, I'inducteur du CBF EXPRESSION1 (ICE1) gene a été identifié
sur la base de clonage de I'ICE1 sur des mutations d'Arabidopsis (Gilmour et al., 1998). ICE1
code pour une MYC-type bHLH facteur de transcription qui régule I'expression de
DREB1A/CBF3 mais pas d’autres genes DREB1/CBF et sa surexpression conduit a la tolérance
au gel. L'analyse moléculaire de la DREB1C/CBF2 promoteur a identifié deux éléments agissant
en cis congus ICErl et ICEr2 (induction de I'expression CBF région 1 et 2) qui sont impliqués
dans l'expression génique froid inductible (Zarka et al., 2003). La protéine de liaison d'ADN a
été cloné et elle s'est avéré étre un facteur de transcription MYC-type bHLH qui est différent de
ICE1 (Shinozaki et al., 2003).

Les mutants d'Arabidopsis ont permis le clonage des génes qui modifient lI'induction de
génes sensibles au stress par la sécheresse, la salinité élevé, le froid et I'ABA (Ishitani et al.,
1997), en utilisant le gene rapporteur LUC (luciférase de luciole), sous le contréle du promoteur
du géne RD29A (induit a la fois par ’ABA, la déshydratation et le froid). En plus de ICE1 cité
plus haut, nous avons:

» HOSL1, code pour une protéine contenant RING- RING-finger qui contrdle I'expression
des genes CBF et ICE1 au moyen de dégradation de leurs produits géniques, Il est situé dans le
cytoplasme mais se déplace vers le noyau aprées traitement par le froid, (Lee et al., 2001) HOS1
régule négativement la transcription de CBF/DREB1;

» LOS2, code pour une enolase qui agit comme répresseur du géne RD29 (Lee et al., 2002)

* FRY1, codifiant pour une inositol polyphosphate phosphatase FRY1 fonctionne comme un
régulateur négatif de la sécheresse, le froid et les réponses ABA (Xiong et al., 2001);

« FRY2/CPL1, code pour un répresseur transcriptionnel contenant une région partiellement
homologue au domaine catalytique de I'ARN qui pourrait étre impliquée dans le processus de
maturation de I'ARNm (Xiong et al., 2002).

1.4. Description génétique de I’induction florale et I’adaptation a la variation saisonniére
1.4.1. Floraison

La floraison est une phase cruciale dans le cycle des plantes puisqu’elle permet la
multiplication. Les saisons et les conditions environnementales en perpétuel changement ont une

grande influence sur ce stade.
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Selon Simpson et al. (1999), la floraison se caractérise par plusieurs phases. La phase
végétative étant 1’étape ou le méristéme apical commence a former le bourgeon terminal. La
phase appelée transition florale correspond au passage de la phase végétative a la phase
reproductive qui est marquée par un gonflement de 1’apex. Le méristéme apres avoir donné une
tige et des feuilles se transforme en meristeme floral pour donner la fleur. La phase de transition
est la plus critique de ce cycle car elle permet a la plante d’acquérir les capacités d’induction de
la floraison.

La floraison détermine largement 1’adaptation de la plante aux différentes régions éco
géographiques. La floraison, par sa préecocite, aide les cultures a éviter les stress dues aux
conditions du milieu. Chez Arabidopsis thaliana, un grand nombre de génes ont été isolés et qui
concernent quatre signaux de transduction de la floraison et ils incluent le photopériodisme, la

vernalisation, autonomie et la voie des gibbérellines GA (Laurie et al., 1997 ; Li et Gill, 2004).

1.4.2. Geénes de floraison chez la plante modele A. thaliana
Au cours des quinze dernieres années, de nombreux génes impliqués dans le
développement floral d’A. thaliana ont été identifiés (Tableau 3). Ces génes peuvent étre classes
en quatre catégories :
e Les genes impliqués dans la perception et la diffusion des facteurs
inducteurs de floraison
e Les génes intégrateurs de ces facteurs inducteurs
e Les geénes d’identité du méristeme

e Les génes impliqués dans la morphogenese florale

1.4.2.1. Genes impliqués dans la perception et la diffusion des facteurs inducteurs de
la floraison

La floraison chez A. thaliana peut étre induite par des facteurs endogénes (gibbérellines) et
par des facteurs de I’environnement (photopériode, température, nutriment). Chacun de ces
facteurs implique ’activation ou la répression d’un grand nombre de génes. Par exemple, la
perception de la photopériode et de la qualité de la lumiere, activent via des phytochromes les

génes de I’horloge interne (Figure 4). Ces génes activent alors le ggne CONSTANS (CO).

30



raph

Synthése biblio

(0002 “Ie 19 S1BWOS) UdIPEID SWIYIAY Svd auipioud 11z 3dN1L3z
(T00Z “/0 13 ||epuaD) uonESI[EUIDA 3P BIOA ‘|BJO]] Jn3jowoud 931| anbiploud sunewoiyd INYA T NOILVZIMYNY3IA
(0007 /v 10 42Aens) UBIpEID BWYIAY [auondudsue.y dAieINg Jndie|nda. 1001 T NOISS3ddX3 aVD 40 ONINILL
(L66T “[0 19 A9|peug) sal0A 3|diynw ‘|eJoj4 Unassalda ap auiglo.d aulwejoueyajApieydsoyd 1141 T 4IMOT4 TYNINYIL
(000z “I0 32 yoewes ‘0007 02 MIT-SNONVYOY
“|e 39 337 /000 /P 3 JauJ0g) s310A S|di3NwW ‘|eJoj4 unSjowo.d (Ajnwey sayn) uonduasuesy ap unajoey 0719V / TJ0S /T SNVLISNOD NOISSIHdXTYIAO HOSSIYddNS
(66T “[p 32 uopJe)) S3I0A d|diyNW ‘|eJoj4 Inajowold (Ainwey 4gs) uondiosuely ap unardey €1dS € IN-NIFLOYd ONIANIF YILOWOYd YSOIYNDS
(0002 “/0 33 uuewEH) Jn3ssaidal [eJo|4 (Anwey sayN) uonduosue ap Jnajdeq dns ISVHd FAILYLIDIA LHOHS
(666T “0 19 S10qpL4) YD uonE|INS. (dAy Buneuipiood suiz) uondudsuely ap unajoey IHS SIAONYILNI LYOHS
(866T I 32 BUOISIAA|IS) VO UONEINSRI (Anwey Syyo) uonduosuesy p unajey VoY €-TV9 40 ¥0SSIYdIY
(866T /0 13 IN) uonoNpsuel) [eusis 1na}dadgioloyd (Ajlwey HIHQ) uonduosuesy ap najed €did € 4O10V4 ONILOVYILNI FINOYHIOLAH
(686T ‘|leEND pue Y04ieyS) 431wn| €| 3p uoidadsad JIna3dadaioi0yd €AH / 9AHd € 1ALOJ0dAH A3LVONO13 / € INOYHIOLAHd
(6861 ‘|leEND pue Y204ieys) 431wn| €| ap uoidadsad JIna3dasaioloyd 8AH / VAHd 8 TALODOdAH @3LVONO13 / V INOYHIOLAHd
(Tooz IN'SND0T ONIYIMOT
“ID 33 193814095 “TOOT “[0 12 21y shemujred 3jdinnw ‘|euo|4 unassaudal (Alnwey savIN) uondidsuedy ap anajoey N4/ T4YIN /T ONIYIMO14 ONILDIH4Y SAVYIN
(¥66T “[0 12 397) SWoUOINE 310A ‘|eJol4 Jndjowo.d aul104d 3||3ANOU al SNIAN3JIAININNT
(TO0T /0 39 ZHNYIS) UBIPEDIID BWYIAY Svd auiploud N T NI310Yd HD13X AOT1
(T00T “/0 39 ulpnen) |eJo]4 Inassaldd. 91| anbgioud sunewoiy)y TdH1 T NI3LOYd NILYINOYHIOYILIH N
(866T “/b 19 J9JeY2S) J0Ssaudau [eao]} ‘UBIPeIIID WAL ne aA1e|as (dnoug paiejau-gAjA) uonduasuesy ap unalde4 AH1 TALODOdAH A3LVYONO13 3LV
(666T “/b 19 4ed ‘666T ‘[0 19 49|M04) Aemyied pouadoloyd ‘|esol4 Jnajowoud 9951|e20| 241B[INU BUII0.d B]]9ANOU 19 VILNVDID
(L66T “I0 13 Budd) ¥9 ap uone|nsa. (Allwey Syyo) uonduosuesy ap najeq V9 JAILISNISNI QIDV 21113439919
(#66T ‘eAiuey pue uns) 9 ap uole|nga. awAzu3 v T ONIYIND3Y VO
(0002 ““/b 19 9ddoS) [eJ0|4 Jnassaldal (Ajlwey gH) uonduosuely ap Jnajoe4 VM4 VM4
(000 “Jb 39 uosueyor) [eJoj4 Jnassaidal sau19304d 9p 3sSe|d 3||aAnou 1494 vamoliy4
(T00Z “/b 39 8unqWIOYDS) SWouoINe BI0A ‘ndjowo.d uoslel| ap ajeJol auloid YNY vdd Vvdd
(666T
1013 1yseAeqoy| ‘666T “/0 13 Ays|iepaey|) saloA sajdinnw ‘|esoj Jnajowoud uostel| ap auigioid suiwejoue YyisjApneydsoyd 14 1SNJ01 ONIYIMO14
(666T “/0
19 UOP[3YS ‘66T ‘OUISELUY pue S|aeYdII) SDI0A S3|di3NW ‘|eJo]4 Inassaldd. (Alnwey savIN) uondidsuey ap anajoey o4 JSN201 ONIYIMO
(£66T “/0 19 eluey) [eJo|4 Jnajowoid sau19104d 9p 3sSe|d 3||aAnou Tdd4 T 4YO1OV4 ONILOWOYd TvdO14
(0002 “/p 32 UOS|3N) UBIPEIID BWYIAY Svd auigioud T4 X048 4 ‘1¥3d3d HJT3X ‘ONIANIE NIAYT4
(T00T “/0 33 BYYSOULY) [EJO|4 UNISSAIADI 991 anbiloud sunewoly) 14 INY3dSOAN3 LNIANIdIANI NOILYZITILY3A
(£66T “/0 19 y31uxde|A)) Swouoine 310A ‘|esol4 Jnajowo.d uosiel| ap auiRloud YNY Vo4 Vo4
(T00Z “|e 1@ epIYSOA) Sa10A s3|d1}NW ‘|eJol Jnassaidal 99| anbiao4d aunewoJy) Z4IN3 Z 4IMO14 DINOAYAINT
(1007 “[e 12 Wagny) s810A Sa|di|NW ‘|eJoj4 Jnassaldas aAneind uonduosuesy ap Jnajoey ap adAy nesanou T4N3 T ¥Y3IMO14 DINOAYEINT
(91002 “[e 32 NIT*TOOT “[B 32 SYIIH ‘T00T “[0 33 UOIBUIADD) UBIpEdIId SwyMRY aJ1eppnu suiplold |3anoN €413 € ONIYIMOT ATHV3
(866T "0 19 onp) apolpdoloyd ap a0 ‘2IRIWN| €] 9P UoIdIDIad JInajdadaioloyd VH4 / ZAY¥D VH4 / T INOYHIOLdAYD
(€66T ‘@J0Wyse] pue pewyy) 431wn| e dp uodadad JIna3dadaiol0yd YAH / TAY¥D ¥ TALODOdAH A3LY9ONO13 / T INOYHIOLAYD
(66T “/v 13 |lu91INg) Swsipoldoloyd np 310A ‘|eJo]4 Jnajowo.d (2dAy Buneuipiood auiz) uondidsued) ap Jnae4 0) SNVISNOD
(666T /b 12 ouedns ‘86T “/p 12 ouedns) uaipedurd sawyhy aseuly au1104d Jy) /1S ap a11e|N3. 9UUN-SNOS )] )]
(866T
‘uiqo] pue Suep :£66T “/0 39 Suep\) [e0]4 Jn3ssaidal ‘UaIPEeId SWYIAY (dno.3 pajejau-gAIA) uonduasues) ap najoed V2D T Q3LVID0SSY %2010 NVIQVIdID
(0002 “0 13 9813 “666T [0 32 0GNY) [e40|4 INISsAIARY (@H 3|jiwey) uondidsuesy ap Jnajoed TINY TSSTININVADOHLINY
90UdI9J24/3]04 /3107 9ud3 np unpoud np |guuoilouoy adAy d|oquAs duldo

31

“eueley) sisdopigr.p, p ansed e sguojd uosielol) ap saualb sa g nesjgel



Synthése b'bl'ogragh'g“e
\'A 1011 |

La température (température ambiante + vernalisation) active deux autres voies qui
convergent vers 1’inhibition du FLOWERING LOCUS C (FLC), gene répresseur de la floraison
(Henderson et Dean, 2004; Bernier et Perilleux, 2005; Chuck et Hake, 2005).

Light inputs
{daylength, light quality)
Photoperiod pathway

. Autonomous
Photoreceptor Circadian clock pathway
signaling —— LHY, CCA1,
PIF3... .

GA signals ——— GAIl, RGA

FLC p—— VRN2

\ CO \
GA N/ Vernalization
Floral repressors responses SOC1 signals
EMFZ2,
FIE, LHP1 \

Floral transition
Vegetative LFY Reproductive
growth AP1 growth
Expression of CAL
meristem identity genes

Biotic stress Abiotic stress Metabolic state
(population density, (drought, temperature,
predation, disease...) salt, nutrient availability...)

Figure 4. Les différentes voies connues du contréle de la transition florale d’Arabidopsis

thaliana L. (Ratcliffe et Riechmann, 2002)

1.4.2.2. Genes intégrateurs

Les différentes voies d’induction de la floraison (lumicre, température, hormones) sont
intégrées au niveau de trois genes « intégrateurs » : FLOWERING LOCUS T (FT), SUPRESSOR
OF OVEREXPRESSION OF CO1 (SOC1) et LEAFY. En effet, tous les signaux inducteurs ou
répresseurs de la floraison convergent vers ces trois géenes (Figure 4) (Henderson et Dean, 2004;
Bernier et Perilleux, 2005; Chuck et Hake, 2005).

1.4.2.3. Génes d’identité du méristéme

L’identité du méristéme (végétative ou florale) est contrélée par deux groupes de geénes :
Le premier groupe comprend le géne TERMINAL FLOWER 1 (TFL1) qui assure le maintien de
Iactivité¢ végétative du méristéme. Le deuxieéme groupe comprend les genes d’identité du

méristeme floral LEAFY, APETALA1 (AP1) et CAULIFLOWER (CAL).
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Lors de I’induction florale, les trois génes intégrateurs (LEAFY, FT et SOC1) vont activer
les trois genes d’identit¢ du méristeme floral (LEAFY, AP1, CAL). L’activation de ces génes va
réprimer I’expression de TFL1 (maintien de 1’état végétatif) d’une part, et d’autre part activer les
génes impliqués dans la morphogenése florale (Alvarez, et al., 1992; Liljegren, et al., 1999;
Ratcliffe, et al., 1999; Bernier et Perilleux, 2005; Chuck et Hake, 2005).

1.4.2.4. Génes impliqués dans la morphogenése des organes floraux

Les fleurs sont constituées par quatre types d’organes, répartis sur quatre verticilles : de
I’extérieur vers I’intérieur, on trouve les sépales, les pétales, les étamines et les carpelles.

La formation de ces organes se fait grace a I’activation de génes homéotiques suivant le
modele ABC: Ce modéle prévoit 1’activation de trois groupes de génes homéotiques A, B et C
(Coen et Meyerowitz, 1991). Le groupe A comprend les génes APETALAL et APETALAZ?, le
groupe B les génes APETALAS et PISTILLATA, et le groupe C le géne AGAMOUS.

Une autre classe de geénes est nécessaire au fonctionnement de ce modéle : les génes
SEPALLATAL, 2 et 3. SEP1 et 2 sont exprimés dans les quatre verticilles, SEP3 dans les
verticilles 2, 3 et 4 (Pelaz et al., 2000; Jack, 2001).

1.4.3. Voies de contrdle de la floraison
La capacité a promouvoir la floraison peut étre acquise en réponse au stress causé par une
longue exposition aux basses températures, les plantes induisent un processus nommeé
vernalisation qui consiste a induire une floraison précoce chez les plantes sensibles. Elle peut
étre régulée par la sensibilité de chaque plante aux longues ou courtes expositions de lumiere,
représentée par le photopériodisme. Ces mécanismes d'adaptation favorisent une floraison au

moment opportun et assurent une bonne reproduction.

1.4.3.1. Vernalisation
La vernalisation est connue pour étre une période d’exposition a de basses températures
afin de permettre a la plante de transiter vers la floraison (Ritchie, 1991). Les plantes présentant
une réponse positive a la vernalisation ne fleurissent que si elles sont soumises a une période de
basses températures typiquement 4 a 8°C. La floraison peu étre délaissée pendant plusieurs mois

(Laurie, 1997). La vernalisation commence apres la germination et se termine quand les
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températures basses ont suffisamment durée, généralement, avec I’initiation florale (Weir et al.,
1984). L’exposition de plantes, a réponse favorable a la vernalisation, aux températures basses
leur permet de reduire leur phase végétative en diminuant le nombre final de feuilles (Wang et
al., 1995).

Dubrovsky et al. (1998) ont standardisé la nomenclature des locus de vernalisation avec le
terme Vrn. L’orge présente trois génes de vernalisation (Shl, Sh2, Sh3) Shl = Vrn-H1
(chromosome 5H); Sh2 = Vrn-H2 (chromosome 4H); et Sh3 = Vrn-H3 (chromosome 1H).

Le traitement par le froid entraine la répression du géne FLC qui code un inhibiteur de
floraison (Michaels et Amasino, 1999; Sheldon et al., 2000a). Cette expression réduite du locus
C de floraison (FLC) est maintenue pendant la suite du développement (aprés traitement par le
froid) par activité du gene de vernalisation (VRN). Vrnl code pour une protéine qui se lie a
I'ADN, une DNA-binding protein (Levy et al.. 2002) tandis que VRN2 code un homologue de
I’'un des genes du groupe polycombe qui maintient le « silencing » de certains génes durant le
développement des animaux, une protéine homologue a celles en doigt-de-zinc (Gendall et al.,
2001).

Levy et al. (2002), illustrent les roles multiples de la vernalisation dans le controle de la
transition floral (Figure 5). Dans la réponse a la vernalisation, VRN1 associé a des facteurs
induits par le froid maintien la répression de FLC. VRNL1 agit aussi sur la voie qui n’affecte pas
le taux d’ARN de FLC mais régule positivement AGL20 (AGAMOUS-LIKE 20, facteur de
transcription de la floraison) et FT. Ceci est considéré, sur la figure 5, comme une voie
indépendante du photopériodisme.

VRN1
Fca *eoldl  co

A

FLC I
I
v

AGL20, FT

floral pathway
integrators

Figure 5. Modéle illustrant les différents roles de VRN1 dans le contréle de la transition florale
(Levy et al., 2002)
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Yan et al. (2004), dans leurs travaux sur les Triticées, suggérent un modele explicatif des
interactions d’épistasie du rapport VRN2/VRN1. VRN2, qui est un facteur de transcription du
Zinc-CCT (ZCCT1), est un répresseur dominant de la floraison lié & APETALAL ou AP1
d’Arabidopsis (VRN1) qui est un gene a boite MAD. La vernalisation réduit I’expression de Vrn2
permettant I’expression de Vrnl chez les variétés d’hiver. Un manque dans les besoins en froid
survient chez les génotypes ayant une delétion du gene ZCCT (vrn2 récessive), sans tenir compte
de I’allele Vrnl, aussi bien que chez les génotypes qui présentent Vrn2 mais ils manquent de
cible pour le site de liaison pour le répresseur dans le géne a boite MAD (Vrnl dominant).
Autrement dis, seuls les génotypes qui ont vrnlvrn1Vrn2 ont besoin de vernalisation (Yan et al.,
2003 ; Trevaskis et al. 2003). D’aprés Von zitzewitz et al., (2005) Les alleles de ces locus
interagissent par épistasie, tel que les besoins en vernalisation qui ont lieu chez les plantes dont
les alleles Vrn-H1 et Vrn-H3 sont homozygotes récessives avec au moins un alléle dominant
Vrn-H2 .

1.4.3.2. Photopériodisme

Chez les céréales tropicales (mais, riz et sorgho) ainsi que les céréales tempérées de
printemps (blé, orge, seigle et avoine), la floraison est en majorité sous le contréle du
photopériodisme. Les céréales tropicales et tempérées différent par la réponse au
photopériodisme soit, des plantes de jours courts et des plantes de jours longs (Li et Gill, 2004).
Selon Somers (2004), deux genes de photopériodisme (les genes Ppd), chez le blé et I’orge, sont
situés en positions homologues chez deux chromosomes.

Chez I’orge, le géne déterminant la réponse au photopériodisme est Ppd-H1 qui est localisé
sur le bras court du chromosome 2H (Laurie et al., 1994 ; Laurie et al., 1995). L’all¢le de Ppd-
H1, sensible aux jours longs favorise la floraison en réponse a I’augmentation de la longueur des
jours. Le deuxieme géne est situé sur le long bras du chromosome 1H soit le gene Ppd-H2, et
contrairement & Ppd-H1, il induit la floraison sous I’effet des jours courts mais il présente un
effet minimal sous les jours longs.

La croissance et le développement des plantes sont régulés par la famille de génes
photorécepteurs cryptochrome et phytochrome. Chez A. thaliana les génes photorécepteurs

phytochrome sont impliqués dans la régulation de la période de floraison (Lin, 2000), une
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mutation en ces genes ou en les genes photorécepteurs crytochrome affecte le contréle
photopériodique de la floraison (Sullivan et Deng, 2003).

Hunumappa et al. (1999) suggérent que 1’orge présente les génes photorécepteurs Phy A et
Phy B qui sont impliqués dans la régulation de la floraison, c'est-a-dire que les génes
photorécepteurs interviennent dans le contréle du photopériodisme chez les plantes et sont
considérés comme candidats de I’effet du photopériodisme chez I’orge. Peu de travaux ont été
réalisés sur les genes cryptochromes chez 1’orge. C’est par rapport aux genes de A. thaliana Cry
1 et Cry 2 que la comparaison est réalisee.

La vernalisation et le photopériodisme ne sont pas indépendants, les plantes peuvent
présenter une floraison tardive si les besoins en vernalisation ne sont pas satisfait, méme s’ils
croient en périodes de jours longs (Laurie, 1997). D’aprés Mahfoozy et al. (2001), les variétés
sensibles au photopériodisme se développent sous des jours courts non vernalisants ne fleurissent
pas et restent a 1’état végétative jusqu’a atteindre un nombre maximum de feuilles qui
génétiquement correspond a la transformation du méristeme en une inflorescence. Au contraire,
les jours longs accelérent la conversion vers un méristeme floral et réduit le nombre total de
feuilles formées.

Yan et al. (2006) ont résumé les interactions génétiques entre les trois génes de
vernalisation des Triticées (figure 6). Selon ce modele, Vrn2 est un répresseur de la floraison et
dont la régulation est réduite par les jours cours (JC) et qui contrble négativement Vrn3 et Vrnl
(directement ou indirectement). VVrn3 est promoteur de la floraison et dont le controle est
favorisé par les jours longs, il controle positivement Vrnl. Le second effet de ’augmentation du
niveau de transcription de Vrnl est le résultat de la baisse dans la régulation de Vrn2. Les
génotypes d’hiver qui n’ont pas vernalisé et qui sont conduits sous de jours long (JL), présentent

un haut niveau de transcription de Vrn2 et un bas niveau de Vrnl et Vrn3

1.4.4. Autres voies de controle de la floraison

L'illustration des voies de regulation de la floraison (Figure 4) montre bien qu'il existe,
outre la vernalisation et la photopériode, d'autres mécanismes qui régulent le temps de floraison.
Ces voies peuvent agir de fagon synergique sur plusieurs parties de la plante (feuilles ou apex du

méristéme) qui transmettent les signaux qui initient le développement et la reproduction.
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1.4.4.1. Voie autonome

La voie autonome est une voie de régulation interne et indépendante des conditions
exogeénes (climat, nutriments). Elle est liée au bagage génétique qui porte I’information, pour
induire les stades de développementaux et de reproduction lorsque les conditions endogénes
(I’age et la taille de I’appareil végétatif) le permettent.

La caractérisation de cette voie chez Arabidopsis a permis l'identification de six genes qui
codent pour des protéines impliquées dans la régulation par défaut de la floraison (Figure 4):
FCA (Macnight et al., 1997), FY (Simpson et al.. 2003), FLD (He et al., 2003), FYE (Ausin et
al., 2004), FPA (Schomburg et al.. 2001) et LD (Lee et al., 1994; Aukerman et al.. 1999). FPA
et LD possedent des motifs de facteurs de transcription (Schomburg et al., 2001; Aukerman et
al., 1999).

1.4.4.2. Régulation épigénétique
La régulation épigénétique est toutes modifications ou facteurs qui ne sont pas codifiés
par la séquence d’ADN, la forme de chromatine change contrairement a la séquence
nucléotidique. Elle nécessite I’intervention de multiples enzymes qui causent des modifications
post traductionnelles du type methylation, cétylation, phosphorylation ou ubiquitinisation. Elle
peut étre suite a une modification dans les acides aminés qui agissent directement sur la

régulation de FLC (Figure 6).

VRN1/2 vrnl/s2

ARNm de FLC

Floraison retardée

Figure 6. Modele de repression du gene FLC par la vernalisation (Prouteau et Colot, 2005).
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En I’absence de vernalisation, le répresseur floral FLC (FLOWERING LOCUS C) est dans
une configuration chromatinienne « ouverte » caractérisée par une hyperacétylation des histones
H3 et H4 et une forte expression. Lors d’un traitement par le froid, I’expression du geéne VIN3
(VERNALIZATION INSENSITIVE 3) est induite et conduit a la désacétylation des histones H3 et
H4 au locus FLC et a son inactivation. La répression transcriptionnelle de FLC, qui n’est que
transitoire a ce stade, est maintenue par le complexe VRN1/2 (VERNALISATION 1 et 2) impliqué
dans 1’ajout de groupements éthyles sur les lysines 9 et 27 de I’histone H3. C’est le maintien de
cette inactivation qui permettra une floraison précoce lors de 1’allongement des jours et de

I’augmentation de la température.

1.4.4.3. Reégulation transcriptionnelle
D’autres facteurs de répression de la transcription autres que FLC jouent un réle dans la
régulation de la floraison. En effet, les protéines MADS-box jouent le méme rdle sinon
synergique a FLC avec les protéines MADS AFFECTING FLOWERING (MAF, Ratcliffe et al.,
2003) FLOWERING LOCUS M (FLM, Scortecci et al., 2001) et SHORT VEGETATIVE
PHASE (SVP, Hartmann et al., 2000) dont les mutants fleurissent de facon précoce comme les
mutants flc.

En plus de CO, FT et AP1, facteurs de ’activation de la floraison, d’autres régulateurs au
niveau transcriptionnel induisent la transition florale : GIGANTEA(GL, Park et al., 1999),
LEAFY (LFY, Weigel et al., 1992) ou AGL20 ou SOCl (SUPRESSOR OF OVER
EXORESSION OF CO 1). La mutation de ces génes ralentit ou bloque la transition florale.

1.4.4.4. Régulation hormonale
Les gibbérellines (GASs) stimulent la prolifération des cellules au niveau du méristéme et
activent, conjointement avec des protéines nucleéaires, l'expression des genes régulant la
transition florale (Sun et Gubler, 2004). Les mutants des enzymes de la voie de biosynthese des
GAs montrent un phénotype a floraison précoce ou bien a floraison tardive accompagné d'un
nanisme. Chez certaines espéces comme la carotte, la voie des GAs peut substituer celle de la

vernalisation.
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L'acide abscissique (ABA) est, comme les GAs, produit dans la voie de biosynthese des
terpénes. Par contre, il renverse l'effet des hormones de stimulation de croissance (GAs,
cytokinines, auxine, éthyléne) dans plusieurs tissus. L'inhibition de la croissance et le maintien
de la dormance de bourgeons sont les effets les plus saisissants de I'ABA. Cependant, son rdle

dans l'induction de la floraison reste mal connu.

1.4.5. Précocité de la floraison

La précocité de floraison est un caractére d’adaptation majeur chez les plantes annuelles
telles que ’orge et le blé. Depuis le début de ’agriculture, ce caractére a été sélectionné
artificiellement chez les especes cultivées afin de permettre leur culture dans un nouvel
environnement. L’étude de caractére adaptatif, tel que la précocité de floraison, est par ailleurs
intéressante pour appréhender les réponses adaptatives qui seront mises en ceuvre face aux
changements environnementaux futurs.

Trois voies de régulation de la précocité de floraison ont été identifiées (Worland 1996) : la
voie de la vernalisation, la voie de la photopériode et la voie de la précocité intrinseque. Si des
génes majeurs ont été trouvés comme étant impliqués dans les voies de la vernalisation (gene
VRN-1) et de la photopériode (gene PPD-1), la voie de la précocité intrinséque, qui détermine la
date de floraison indépendamment des stimuli environnementaux, semble impliquer un plus
grand nombre de genes de plus faibles effets. 1ls sont nommés les genes de précocité ou en terme
anglo-saxon «earliness per se » (EP , chez le blé; Worland, 1996) ou encore early anthesis
maturity (Eam, chez I’orge ; Hockett and Nilan,1985; Gallagher et al., 1991). De nombreux
QTLs d’EPS et de la période de floraison ont été cartographiés chez 1’orge (Hackett et al., 1992;
Laurie et al., 1995; Kato et al., 2002) et le blé (Scarth and Law, 1983; Hoogendoorn, 1985;
Snape et al., 1985; Zemetra et al., 1986; Miura and Worland, 1994; Kato et al., 2002) mais ils
restent mal défini jusqu’a maintenant. Cing loci Eam ont été cartographié sur les chromosomes
1H, 2H, 3H, 4H et 6H de I’orge (Franckowiak, 1997).

1.4.6. Contrdle génétique de la floraison chez I’orge
Les facteurs génétiques qui déterminent la période de la floraison chez I’orge peuvent étre
divisé selon leur réponse au milieu par les génes de réponse au photopériodisme (Ppd-H), les

génes de réponse a la vernalisation (Vrn-H) et les génes de précocité (Eam).
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Chez l’orge, les alle¢les de vernalisation et de photopériode sont connus et bien
caractérises aux niveaux physiologique et genétique (Cockram et al., 2007). Au niveau
moléculaire, aucun géne de vernalisation ou de photopériode n'a été clairement identifié comme
régulateur positif ou négatif de la floraison parce que les alléles qui conférent ces réponses sont
géneralement épistatiques, pléiotropiques et récessifs (Tableau 4).

Chez I’orge, Ppd-H1 est localisé sur le bras court du chromosome 2H (Laurie et al.,
1994), il est co-localisé le plus souvent & Ea (Eam1) locus responsable de la précocité de
earliness per se.

Des études ont démontré qu'une des cibles directes de CO était le géne FLOWERING
LOCUS T (FT, Tadaka et Goto, 2003; Wigge et al., 2005; Yoo el al., 2005). Dans la feuille et
dans la tige, I'ARN, de FT est induit sous l'effet de la lumiere (via CO). Au niveau du
méristeme, FT est négativement régulé par la température (via FLC) (Searle et al., 2006). Le
géne FT code pour une protéine homologue des inhibiteurs de kinases RAF (Kardailsky et al..
1999; Kobayashi et al.. 1999) présente dans le noyau et dans le cytoplasme (Abe el al., 2005)
d'ou possiblement il coordonnerait I'expression de genes inducteurs de la floraison. Pour ces
raisons, FT est pressenti comme un bon candidat pour étre le signal de floraison (Teper-
Bamnolker et Samach, 2005). Sa caractérisation chez d'autres espéces permettra d'élucider sa

fonction exacte.

Tableau 4 . Principales voies, loci, génes de la floraison de 1’orge (Cockram et al., 2007)

Synonyme du

locus gene protéine voie fonction
VRN-H1(Sh2, MADS- - alleles récessive promoteur de
Sgh2) BMS5A box,AP1-like Vernalisation la floraison aprés vernalisation

VRN-H2 (Sh, Sgh) ZCCT-Ha/- | B-box, CCT- Vernalisation/Photopériode alleles dominant promoteur de

Hb/-Hc domain la floraison aprés vernalisation
VRN-H3 (Sh3, Inrlt?(l_teur de Vernalisation/photopériode ?”?IIeS recessive promo}(_eur .de
Sgh3) HVFT a kinase a floraison aprés vernalisation,
Putative et est sur-régulé en jours courts
alléle de Photopériode
Pseudo - sensibilité a la lumiere
Ppd-H1 (Eam1l) PRR recepteur et Photopériode .
. promoteur de la floraison sous
CCT-domain

des jours longs

allele de Photopériode
Ppd-H2 Non cloné Non cloné Photopériode sensibilité a la lumiere retard
de la floraison en jours courts
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CHAPITRE II. Polymorphisme phénotypique de quelques génotypes d’orge
sélectionnes en zone semi aride a Sétif

Introduction

La céréaliculture algérienne est située en grande partie dans la zone semi aride ou peu de
pluviométrie est disponible avec une répartition inégale et irréguliére durant la saison de
croissance des cultures. Le manque d’humidité adéquate menanta un stress hydrique est un
phénomene fréquent dans les zones pluviales, provoquées par des pluies peu fréquentes et une
mauvaise irrigation (Wang et al., 2005). Ce qui impose la sécheresse qui affecte le rendement
des cultures de facon drastique. La sécheresse est un terme qui décrit un état dans lequel
I'numidité du sol disponible est réduite au point ou la plante ne peut I'absorber assez rapidement
pour compenser la transpiration. Ce n'est pas un phénomene uniforme et la réaction dépendra du
stade de développement de la plante au cours de laquelle survient la sécheresse. En effet, le
rendement est considérablement réduit si la sécheresse se produit a différentes étapes critiques,
par exemple au tallage, a 1’épiaison, a la formation et au remplissage des grains.

Développer des cultures bien adaptées pourrait améliorer les rendements dans de telles
conditions, comme c’est le cas de l'orge (Gonzalez et al., 2007).L'é¢tude du
comportement physiologique des cultures peut aider la sélection des céréales par 1’amélioration
et la compréhension des facteurs qui déterminent le rendement des cultures et I'adaptation.

Les caractéres affectés par les relations hydriques de la plante, comme la teneur relative
en eaudes feuilles (RWC) et l'ajustement osmotique indiquent clairement le modéele
d'extraction de I'eau. Le choix du cycle de croissance vis-a-vis de la disponibilité de I'eau
devient donc prioritaire. Le potentiel hydrique et la capacité d'ajustement osmotique sont les
caractéristiques qui peuvent étre sélectionnées pour améliorer la tolérance a la sécheresse des
cultures différentes (Teulat et al, 1997; Nayyar et al, 2005). L'ajustement osmotique est de plus
en plus reconnu comme un mécanisme efficace de tolérance a la sécheresse chez les plantes
cultivées (Teulat et al, 1997 ; Hamidou et al, 2007), et directement ou indirectement, elle a un
effet positif sur la  productivité en période de sécheresse (Ludlow et Muchow ,
1990). L’ajustement osmotique se réfere ala réduction du potentiel hydrique due
a I'accumulation nette de solutés, comme une réponse au deficit hydrique (Nayyar et Walia,

2004). Cela permet au potentiel de turgescence d’étre maintenu a un niveau supérieur et permet
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de limiter les effets du stress hydrique sur I'ouverture des stomates, la photosynthese et la
croissance. L’augmentation de la biomasse des cultures contribue a I'amélioration du rendement
des céreales. Il est clair que les conditions du milieu durant 1’épiaison affectent principalement
le nombre de grains etle rendement final en raison du nombre de grains produits par
épi (Christen et al., 1995). Le stress hydrique en fin de cycle raccourcitla période
de remplissage du grain, par la dessiccation prématurée de I'endosperme et limite la taille des
embryons. En effet, la réduction du rendement est principalement due a une réduction du poids
des grains produits (Gibson et Paulsen, 1999).

Les mécanismes d'adaptation changent avec le génotype, l'dge de la plante,
I'environnement, le type d'organe et de tissus. Une meilleure compréhension des mécanismes
d’adaptation au déficit hydrique et du maintien de la croissance, le développement et la
productivité au cours des périodes de stress aident dans I’amélioration a la tolérance a la
sécheresse (Turner, 1997). C'est dans cette approche qu'il est souhaitable d'étudier différentes
conditions auxquelles est soumise la plante afin d'observer le type de réponse que se soit
agronomique, physiologique, biochimique ou morphologique.

Cette étude permet de comparer les génotypes qui ont été sélectionnés dans la zone semi
aride algérienne afin de faire ressortir les caractéres qui sembleraient étre impliqués dans
I’adaptation aux variabilités du milieu.

On rappel que cette étude a été suivie au cours de deux campagnes agricoles dans la
station de I'ITGC de Sétif (A1 : campagne 2004/2005 et A2 : campagne 2005/2006).

Matériel et méthodes

1. Présentation du site expérimental

L’expérimentation a été réalisée sur le site expérimental relevant de la Station de I’Institut
Technigue des Grandes Cultures (ITGC), de Sétif (1080 m, 36° 9 ‘N., 5° 21’ E), au cours des
deux campagnes agricoles 2004/05 et 2005/06. Le site est présentatif de la zone centrale des
hautes plaines, il se caractérise par des terres plates, peu fertiles et un fort risque de gel tardif et
de la secheresse en fin de cycle (Chennafi et al., 2006). Le sol est argilo-limoneux avec des
pourcentages élevés de calcaire et de matiére organique (Tableau 5). La capacité au champ est de
25%, le point de flétrissement est de 12% et la densité apparente est de 1.35 g/cm3 (Chennafi et

al., 2006). Le cumul pluviométrique a été de 375.0 et 386.0 mm pour les deux campagnes
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consécutives (Figure 7). La différence marquante entre les deux campagnes est la pluviométrie et

la température moyenne du mois de mai : frais et sec en 2005 et humide et chaud en 2006

(Figure 7).

Tableau 5. Caractéristiques physico-chimiques du sol de la station expérimentale de I'ITGC de

Setif

Caractéristiques du sol.

Résultat analytique

PH eau 8.26
PH Kcl 7.20
Calcaire total (%) 31.58
Matiére organique (%) 3.29
CE (mmohs/cm) 0.175
Azote total (%) 0.099
Phosphore 17.17
Potassium 7.85
Sodium 42.72
Magnésium+calciums 182.51
Argile 42.25
Limon fin 29.75
Limon grossier 14.22
Sable fin 8.15
Sable grossier 5.63
C/N 33.23
Source: ITGC (2006)
EmmP Al =P A2 T A1 TA2 | Temperature moy (°C)
120.00 35.00
o ] + 25.00
= 80.00 _
% T 20.00
= 60.00
n_s_ i 1 15.00
40.00 1 N ﬂ1 + 10.00
20.00 - = I 4 5.00
4 IC . )
0.00—(0 < Q/’T! .Q_ll@l_l f :é - 0.00
& & & & & & = < \al 3
@“3«0@ Oc‘;‘oe ‘\o‘@a@ o@o@\&@ Na qéq_ = 7/ = ¥
- A

Figure 7. Données climatiques de la région de Sétif relatives aux deux années

d'expéri mentation. PA1:pluviométrie de la campagne 2004/2005, PA2:pluviométrie de la campagne 2005/2006, TA1:moyennes des
températures de la campagne 2004/2005, TA2:moyennes des températures de la campagne 2004/2006, fleche bleu : prélévement des échantillons
le 24/04/2006, fléche rouge : prélévement des échantillons le 01/05/2005.
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2. Matériel végétal et dispositif expérimental

Le comportement de six génotypes d'orge (Hordeum vulgare L.), sélectionnés pour la
zone semi- aride par I'Institut Technique des Grandes Cultures (ITGC) de Setif est étudié
(Benmahammed et al., 2001). Ces génotypes sont Tichedrett, Soufara, Rahma, El Bahia, Fouara,
et Tissa.

Tichedrett est une variété a 6 rangs, issue de la sélection a I’intéricur des populations
locales. C’est une variété de type tardif, rustique, s’adaptant plus aux conditions
environnementales des hauts plateaux de I’Est du pays. Soufara, Tissa et Rahma sont des variétés
a 2 rangs, sélectionnées a partir du matériel provenant de 1’Icarda. El Bahia et Fouara sont des
lignées a 6 rangs, sélectionnées par la station ITGC de Sétif a partir des croisements
Rebelle/Lignée 686, pour la premiére et Deir allaos/Strainggs//Gerbel. 1ICB85. 1376. 0AP. 1AP.
2AP, pour la seconde (Bemmahammed et al., 2001; Bensemane et al., 2011).

Ces variétés sont évaluées dans un dispositif expérimental en blocs aléatoires complets
avec trois répétitions. La parcelle élémentaire est constituée de 6 rangs de 5 m de long, espacés
de 20 cm, soit une surface de 6 m?. L'essai est installé sur un précédent jachére travaillée. Le
semis est réalisé au mois de novembre, pour les deux campagnes (annexe 2). La fertilisation
phosphatée est appliquée avant le semis a raison de 100 kg/ha de super phosphate a 46%.
L'engrais azoté, de 1’urée 35%, est appliqué a une dose de 100 kg/ha, au mois de mars, juste
apres le désherbage qui est réalisé avec du Granstar [Methyle tribunéron] et du Zoom [4.1%

Triasulfuron + 65.9% Dicamba, 3,6-dichloro-2-methoxybenzoic acide].

3. Notations et mesures

L’évolution des caractéres physiologiques et biochimiques ainsi que le suivi de
I'évolution de la matiére séche ont fait 1’objet de trois mesures a partir de 1’épiaison, soit: P1: a
I’épiaison E; P2: épiaison +10 jours aprés 1’épiaison ; P3: épiaison +20 jours apres 1’épiaison.

Les mesures du rendement et ses composantes ont été réalisé au stade maturité.

3.1.  Caractéres physiologiques

La teneur relative en eau (TRE) est mesurée sur 10 feuilles excisées qui sont pesées
immediatement pour avoir le poids frais (PF). Les échantillons foliaires sont, ensuite, placés dans
des tubes a essai contenant de 1’eau distillée, mis a I’obscurité, pour atteindre la turgescence,

pendant une durée de 24 heures. Apres quoi le poids turgide (PT) est mesuré. Les échantillons
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foliaires sont ensuite mis a sécher dans une étuve dont la température est portée a 65°C pendant
24h. Par la suite, ils sont peses pour avoir le poids sec (PS). La teneur relative en eau est calculée

par la formule suivante:

P 5
TRE = (—) X100
PT — P5S

L’indice de la stabilit¢ membranaire (ISM) est mesuré selon la méthode décrite par
Saadalla et al., (1990). Elle consiste a peser 0,1 g de la partie médiane de la feuille coupée en
petits carrés de 0,5 cm. Les échantillons sont lavés a I’eau de robinet puis dans I’eau bi distillée.
Par la suite ils sont mis dans des tubes a essais contenant 10ml d’eau bi distillée. Les tubes sont
ensuite couverts avec du parafilm et mis au bain marie a 40° C, pendant 30 minutes. La
conductivité électrique (C,) des solutions est mesurée, aprés une durée de refroidissement de 2
heures, puis les tubes sont remis au bain marie a 100°C pendant 10 minutes, et une deuxieme
lecture de la conductivité électrique est faite (C2). L’indice de stabilité membranaire (ISM) est

calculé par la formule suivante :
¢l
ISM = (1 ——) X 100
C2

Le potentiel osmotique est déterminé sur ’avant derniére feuille du maitre brin.
L’échantillon foliaire est coupé en morceaux puis placé dans un tube Eppendorf qui est immergé
dans de ’azote liquide. Apres décongélation les tubes sont centrifugés a raison de 6000
tours/minute pendant 10 minutes. Pour la mesure du potentiel osmotique, 10ul de chaque extrait
ainsi obtenu sont déposes sur du papier filtre qui est incéré dans la loge de la chambre de mesure
de I’osmometre type Wescor 5500 VPO, pour lecture. L’osmometre est préalablement étalonné.
La mesure est exprimée en MPa.

L'extraction de la chlorophylle a été faite selon la méthode décrite par Ferus et Arkosioka,
(2001). Elle consiste a broyer 0.2 g de matiere fraiche de ’avant derniere feuille. Le broyage est
réalisé avec 0.1 g de sable et 0.1 g de carbonate de calcium, en présence d'acétone jusqu'a ce que
le résidu soit blanc. Apres filtration on ajuste a un volume de 10 ml avec de 1’acétone. Le dosage
de la chlorophylle est effectue par spectrophotométrie aux valeurs d'absorptions spécifiques 663
nm et 645 nm. Les quantités en mg de chlorophylle a (chla) et de chlorophylle b (chlb) sont
déterminées comme suite:

e Chla=12.7 DOgs3 - 2.69 DOgys ,
e Chlb=22.9 DOgs - 4.68 DOgss3.
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La chlorophylle totale est estimée par :
e Chl (atb) =8.02 DOgg3 - 20.2 DOgys.

3.2.  Caracteres biochimiques

La proline est dosée selon la méthode de Monneveux et Nemmar (1986). Des échantillons
de 100 mg, prélevés du tiers médian de I’avant dernicére feuille sont pesés puis placés dans des
tubes a essai. Un volume de 2 ml de méthanol a 40% est ajouté a chaque tube a essai, le tout est
chauffé pendant 1h dans un bain-marie & 85°C. Apres refroidissement, 1 ml de la solution
d’extraction est ajouté a 1 ml d’acide acétique, 25 mg de ninhydrine et 1 ml du mélange eau
distillée - acide acétique - acide ortho phosphorique de densité 1,7 (120, 300, 80: v/ v /v).

L’ensemble est porté & ébullition pendant 30 minutes au bain-marie, on constate
I’apparition de la couleur rouge. On refroidi et on ajoute 5 ml de toluéne. Aprés agitation, on
note la séparation de la solution en deux phases, une phase inférieure et une phase supérieure
organique. Cette derniére est pipetée et mise dans un tube contenant une pincée de Na,SO,. La
densité optique est déterminée par un spectrophotomeétre a une longueur d’onde de 528 nm. Les
valeurs obtenues sont reconverties en proline en utilisant la droite d’étalonnage (Figure 8). La
droite de régression de la courbe étalon étant Y, la concentration en proline est calculée par la

formule suivante :

¥ x2x 1000
115.13 x MF
Y = densité optique, MF = masse de matiere fraiche et la masse molaire de la proline étant égale

411513 g.

Proline(uM /gMF) =

y=0.014x +0.0178
R2= 0.9304 /
*
. /

/
/

50 100 150 200 250

[xn]
2] o

-

o
I3

Donsite optique (528 nm).
o

o

[l

Concentrations en proline { g/ ml }.

Figure 8. Courbe étalon du dosage de la proline.
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Les sucres totaux sont mesurés selon la méthode de Dubois et al., (1956). Le principe de
cette méthode repose sur I'nydrolyse des polysaccharides qui sont déshydratés en un dérivé
furfural, réagissant avec un réactif coloré. Cette méthode est hautement spécifique aux hydrates
de carbone et colore les différents sucres d'une intensité égale (Lazarova et Manem, 1995). La
méthode est dite des « équivalents glucose » car la courbe standard est mesurée a partir de

solutions.

Dans un tube a essai, on met 1 ml de D’extrait de feuilles d’orge auquel on ajoute 1 ml de
solution de phénol a 5 % et 5 ml d’acide sulfurique (H,SO,), aprés agitation, on laisse pendant
20 mn a ’obscurité. Les mesures au spectrophotometre sont effectuées a 470 nm. Les valeurs
obtenues sont reportées sur une gamme étalon réalisée avec des solutions de concentrations
connues de glucose puis transformées en concentration molaire.

La droite de régression de la courbe étalon étant Y (figure 9), la concentration en sucres

solubles totaux (mM de glucose équivalent/l) est calculée selon la formule suivante :

Vxidxi1000

Sucres totaux(uM glucose équivalent/l) = 50

Avec Y : densité optique et la masse molaire du glucose étant de 180 g.

1.4

Py 1 2 y = U.UULLIX =-U.UZZZ
e | R? =0.9986
< 1
o
N~
N NOR]
[}
gy 0.6
g |oa
2
» 0.2
T
o} 0

0.2 0 50 100 150 200 250

e Concentration de glucose (g/ml).

Figure 9. Courbe étalon du dosage des sucres solubles (Méthode de Dubois et al., 1956 )

3.3. Précocité a I’épiaison et caractéres morphologiques

La précocité a 1’épiaison a été considérée pour les deux campagnes a partir de la levée
jusqu’a émergence des épis de la gaine de la derniére feuille, elle est estimée en jours.

La hauteur de la plante est mesurée en cm, ainsi que la longueur de I’épi et des barbes, au

stade maturité. Le suivi de I'accumulation de la biomasse aérienne et sa répartition entre feuilles
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et tiges est réalisé sur des échantillons provenant de la fauche de segments de rang de 50 cm de
long. Le poids de la maticre séche est déterminé apres passage des échantillons a I’étuve a 80°C,
pendant 24 heures. Les échantillons récoltés au stade maturité sont utilisés pour la détermination
d’un nombre d’épis par m? (NE), le poids de 1000 grains et le rendement grain (RDT). Le
nombre de grains par épi (NGE) et le nombre de grains par m? sont déduits par calcul
(Benkharbache et al., 2002). Le rendement grain est déterminé aussi aprés la récolte mécanique

de I’expérimentation.

4. Analyse des données

L'étude statistique a été réalisée a l'aide du logiciel stat box pro version 6, elle a porté sur
une analyse de la variance et une analyse en composantes principales ACP et une matrice de
corrélation. Deux types d’analyse de variance ont été réalisés. Une ANOVA a trois critéres de
classification (génotype, prélévement et année) pour les données relatives a I’évolution des
parameétres physiologiques, biochimiques et de la biomasse aérienne. Comme les mesures sont
destructives, c'est a dire les parameétres d'évaluation ne sont pas réalisés sur les mémes plants
pour les différentes mesures, nous pouvons considérer que ces dernieres sont indépendantes les
unes des autres. Une analyse de variance a deux critéres de classification est réalisée pour tous
les caractéres mesurés relatifs aux caracteres morphologiques, composantes du rendement et le
rendement, soit le facteur génotype et le facteur Année. Une matrice de corrélation a été réalisée
suivie par une analyse en composantes principales (ACP) pour faire ressortir le maximum de

liaisons.
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Résultats et discussions
1. Analyse de la variation des caracteres physiologiques

1.1. Teneur relative en eau, intégrité cellulaire et pression osmotique foliaires

L’analyse de la variance de la teneur relative en eau foliaire montre des effets principaux
année et date d’échantillonnage hautement significatifs, et un effet génotype non significatif
(Tableau 6). Les valeurs moyennes par année sont de 54.4 et 88.5% et de 80.7, 74.1 et 59.5%
pour les trois dates d’échantillonnage, stades épiaison ( E ), épiaison + 10 jours (E+10) et
épiaison + 20 jours (E+20). Les interactions entre deux facteurs sont significatives alors que
I’interaction entre trois facteurs est non significative (Tableau 6). Les différences entre
campagnes s’expliquent largement par la sécheresse qui a marqué la campagne 2004/05 au cours
du mois de mai comparativement a la campagne 2005/06 pour la méme période (Figure 7). En
effet la pluie enregistrée au cours du mois de mai, période de post- épiaison des orges sur les
hautes plaines orientales, est de 2,2 contre 88 mm pour les deux campagnes citées. Ces résultats
indiquent la variabilité climatique a laquelle est soumise la culture de I’orge sous les conditions

de production des hautes plaines.

Tableau 6. Moyennes des variables mesurees et seuil de signification des effets principaux et
des interactions indiqués par I’analyse de la variance des valeurs mesurées au cours des deux
campagnes chez les 6 génotypes pour la teneur relative en eau (TRE), I’indice de la stabilité
membranaire (ISM), la pression osmotique (PO) et la concentration chlorophyllienne (Chl).

Caractere RWC ISM PO Chla Chib Chit
Année AL A, AL A, A A, AL A, A A, A A,
Tichedrett 51,1 90,0 646 555 -314 -100 059 098 046 043 1,04 141
Soufara 56,7 880 631 516 -3, 73 -107 054 117 055 059 1,09 1,60
Rahma 494 924 614 571 -333 -102 053 110 060 051 1,19 155
Tissa 56,6 86,9 690 588 -333 -1,10 059 1,15 052 058 111 1,70
Fouara 536 86,2 67,7 610 -320 -104 051 092 042 041 093 1,35
Bahia 584 87,3 686 630 -3 -1,13 058 133 0,36 198 094 142
effet variété (V) ns faleie * ns Fhx falele
Anneel 54,3 65,7 -3,29 0,56 0,49 1,05
Annee2 88,5 57,8 -1,06 1,11 0,75 1,50
Effet année (A) Fkk Fxk Fxk ns falahad ns
P1 80,7 59,6 -2,24 0,85 0,92 1,47
p2 74,0 69,6 -2,04 0,97 0,60 1,42
P3 59,4 56,1 -2,24 0,68 0,33 0,93
effet prélévement (P) *k*k *k*k * *k%k *k*k *k%k
Ecart type 1,77 7,41 0,39 0,23 0,17 0,16
Moyenne Générale 71,4 61,4 -2,17 0.832 0.618 1.276
interactions V x A * falaa * Fxk kel FxK
interactions V x P * ns *x Fxk falahad Fxk
Interactlons P X A * *k* *k*k *k*k *k*k *kk
interactions V x P x A ns i * ol ol folalel

TRE = teneur relative en eau (%) ; ISM=, indice de stabilité membranaire (%) ; PO = pression osmotique (Mpa). ns, *, ** = effet
non significatif et significatif au seuil de 5 et 1% respectivement.
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Les résultats de I’analyse de la variance montrent aussi un effet période significatif. Ceci
suggere que la période post épiaison est soumise a une demande climatique élevée en matiére
d’eau. Ceci est indiqué par la régression des valeurs moyennes de la teneur relative en eau
foliaire qui passent de 80.7% au stade épiaison, moyenne des 6 genotypes évalués, a 59.4%, 20
jours plus tard (Tableau 6). Ces résultats suggérent que la période post-épiaison se caractérise par
de la sécheresse et 1’¢lévation de la température de I’air ambiant, qui exagérent la transpiration et
le dessechement du feuillage. Ces résultats corroborent ceux rapportés par Abbassenne et al.
(1998) et Chennafi et al., (2006).

L’interaction période d’échantillonnage par variétés est la plus importante pour le
sélectionneur qui espére selectionner des genotypes de type stay-green qui maintiennent
I’activité photosynthétique le plus longtemps et donc garde un statut hydrique élevé en période
de post épiaison. Si peu de différences apparaissent entre les génotypes étudiés au cours de la
seconde campagne, les résultats de la premiére campagne indiquent le comportement particulier
du génotype Soufara qui se démarque par un statut hydrique foliaire relativement élevé au cours

de la période allant 10 a 20 jours apres 1’épiaison (Figure 10).
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Figure 10. Evolution de la teneur relative en eau des génotypes d'orge durant la campagne
2004/2005 et 2005/2006. (P1, P2, P3, prélévement effectué a Iépiaison, 10 jours aprés 1’épiaison et 20 jours

aprés 1’épiaison)
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L’interaction des variétés par année montre une trés forte divergence pour le statut

hydrique. Cette différence dénote une sensibilité accrue au déficit hydrique en post épiaison,

la persistance de

la sécheressea stimulé une réduction grave dela RWC chez les

variétés Tichedrett, Rahma et Fouara contrairement a celles qui semblent étre tolérantes a la

sécheresse comme c’est le cas de Soufara. De telles réponses ont été signalées dans le cas du

blé (Triticum aestivum L.) par Chandrasekar et al. (2001) etle millet commun (Panicum

miliaceum L.) par Seghatoleslami et al., (2008).

L'indice de stabilité membranaire (ISM) présente des différences significatives entre les

campagnes et les périodes d’échantillonnage, ainsi qu’une interaction campagne x périodes

significative (Tableau 6). Ces différences refletent la sensibilité des variétés aux conditions

environnementales. Durant la premiére campagne2004/2005, a I'épiaison, I'lSM a été tres basse

pour tous les génotypes. La membrane devient poreuse et perd beaucoup de solutés, mais on note

\

qu’elle réussi a s'améliorer avec les pluies survenues au milieu de cette période. Pour la

campagne 2005/2006, la membrane semble perdre son intégrité au fur et a mesure que l'on se

rapproche de la maturité en cinétique avec le manque d’eau progressive et la sénescence des

plantes (Figurell). Par ailleurs, elle est variable d’un individu a 1’autre.
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Figure 11. Evolution de I’indice de stabilité membranaire des génotypes d'orge durant la

campagne 2004/2005 et 2005/2006 (Pl, P2, P3, prélévement effectué a 1’épiaison, 10 jours apres 1’épiaison

et 20 jours aprés 1’épiaison)

Le potentiel osmotique a présenté une variabilité due surtout aux conditions du milieu et a

son interaction avec la période de préléevement qui a duré 20 jours (Figure 12). Durant
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2004/2005, chaque individu c'est distingué par rapport aux autres avec une pression osmotique
basse notée pour Soufara suivie par Tichedrett alors que la plus élevée est notée pour Rahma. Au
bout de 10 jours aprés I'épiaison le potentiel osmotique augmente légérement pour tous les
individus. Au terme du troisieme prélévement, cette valeur diminue avec une pression plus basse

pour Tichedrett suivie par Tissa et Fouara. Bahia a présenté la valeur la plus élevée.
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Figure 12. Evolution du potentiel osmotique des génotypes d'orge au cours des deux campagnes
étudiées 2004/2005 et 2005/2006 (P1, P2, P3, prélévement effectué a I’épiaison, 10 jours aprés I’épiaison et

20 jours apres 1’épiaison).

Au cours de la campagne suivante, le potentiel osmotique a été moyennement plus élevé
pour tous les individus qui ont présenté a chaque moment de prélevement une méme PO, la
différence est noté pour Tissa dont la valeur a été la plus basse a I'épiaison. La PO a augmenté
linéairement au fur et a mesure en raison des chutes de pluie.

Il est sure que I’ajustement osmotique joue un rble déterminant dans le maintien de la
turgescence aux faibles potentiels hydriques foliaires. Le maintien de la RWC et du potentiel
hydrique €levé contribuent a 1’augmentation et a la stabilit¢ du rendement en conditions de
sécheresse chez les céréales (Clarke et McCiag, 1982). Selon Morgan (1983), la valeur de la
RWC enregistrée a une pression osmotique foliaire de -3 MPa peut indiquer une capacité
d’ajustement osmotique, les valeurs que nous avons observé reflétent une variabilité a

I’ajustement osmotique que ce soit entre les variétes ou entre les années. Au cours de la
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campagne seche, la pression osmotique a été relativement plus élevée et dépasse largement -
3MPa et permet des RWC allant de 79 a 47% pour une pression de — 2 a -3 MPa, au de la de ces
valeurs un desséchement des feuilles est noté avec des RWC nettement inférieur a 40%. Ceci
suggere que les variétés qui réussissent a maintenir une turgescence en manque d’eau, permettent
aux cellules de maintenir leur métabolisme a des niveaux bas d’hydratations. Les génotypes
révelant un tel caractere sont désigné par les mieux tolérants a la sécheresse, comme il a été noté
chez le blé par Sanchez et al. (1998) et pour le pois chiche par Hamidou et al. (2007).

La chlorophylle totale n’a pas été variable au cours des deux années étudiees. Par ailleurs,
ces différences sont significatives entre génotypes (Tableau 6). Ces différences sont clairement
illustrées sur la figure 13-A. En effet, Rahma, Tissa et Soufara se sont caractérisées par des taux
élevés durant 2004/2005 cette teneur semble se maintenir durant les 10 jours qui suivent
I'épiaison ensuite on constate une nette chute de cette concentration pour tous les individus, signe
de sénescence un peu précoce.

Durant 2005/2006, les génotypes ont présenté un taux de chlorophylle totale plus élevé que
la campagne précédente avec un maintien de cette concentration plus longtemps retardant, ainsi,
la sénescence des feuilles. La chl, a été identique pour tous les individus et pour les deux années
avec une analyse de variance qui ne présente pas de différences significatives. La différence
réside en la période de prélevement ou l'on constate qu'elle diminue ou augmente selon la
réaction de la plante aux conditions du milieu. En campagne a pluviométrie insuffisante pour un
bon épanouissement de la plante, la chl, a présenté des teneurs presque identiques pour tous les
individus avec une légere baisse a I'épiaison qui s’améliore légerement dix jours apres et fini par
diminuer plus on se rapproche de la maturité. En 2005/2006, cette teneur a présenté des
variabilités dans tous les individus avec une concentration élevées notée chez Bahia, 10 jours
apres I'épiaison (Figure 13-B). La chly, a présenté une concentration plus faible au niveau des
feuilles. L'analyse de la variance a présenté des différences trés hautement significatives pour
tous les facteurs étudiés ainsi que leurs interactions. La figure 13-C illustre une évolution
dégressive a partir de I'épiaison jusqu'a atteindre des taux tres faibles, 2004/2005. Par contre, en
année plus favorable, elle reste assez stable avec maintien de cette concentration tout au long des
périodes de prelevement.

Le maintien de la turgescence lors d’un déficit hydrique permet de retarder la fermeture

des stomates (Passioura, 1996), de maintenir le volume chloroplastique et de réduire le
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flétrissement foliaire (Blum et Ebercon, 1981 ; Medrano et al., 2003). Cette aptitude confere a la
plante une meilleure tolérance au déficit hydrique interne.

Chez I’orge, ’activité de la fluorescence est considérée comme un important caractére
physiologique intervenant dans sa productivité et peut étre considéré comme critere de sélection
(Sarrafi et al., 1987 ; Marcial et Sarrafi, 1996). Le maintien d’une surface foliaire verte (stay
green), est considéré comme un indicateur de la résistance a la sécheresse aprés 1’épiaison
(Borrell et al., 2000). Ce trait peut indiquer la présence de mécanismes d’évitement de la
sécheresse, mais il ne peut pas contribuer a I’augmentation du rendement s'il n'y a pas d'eau dans
le sol & la fin du cycle pour soutenir les échanges gazeux foliaires. Cependant, chez le sorgho le
maintien d’une surface foliaire verte est associé a la plus forte teneur en chlorophylle des feuilles
a tous les stades du développement, et les deux sont associés a une amélioration du rendement et
I'efficacité de transpiration en cas de sécheresse (Borrell et al., 2000). Gunasekera et al. (1994)
ont constaté que les génotypes qui ont maintenu une photosynthése élevée en potentiel hydrique
foliaire faible sont les mieux acclimatés lorsqu'ils sont exposés a des déficits en eau et subissent
un ajustement osmotique éleveé sous stress.

Stay-green est considéré comme un comportement important dans le maintien de
rendement moyennement élevé en conditions de sécheresses survenant durant le remplissage du
grain (Sanchez et al., 2002). Si on compare le taux de chlorophylle enregistré au cours des deux
campagnes, on remarque que la sécheresse réduit considérablement les chances des la plante de
garder une activité photosynthétique longues et peut étre raccourcie drastiqguement (figure 13-A).
La concentration en chlorophylle totale a 1’épiaison au cours de 2004/2005 est en dessous de
celle noté pour la seconde campagne méme apres dix jours de 1’épiaison.

Les génotypes différent en stay-green: ainsi, Rahma, Tissa et Soufara ont maintenu une
concentration élevée en chlorophylle dix jours aprés 1’épiaison mais au bout de vingt jours ils
rejoignent les autres variétés pour atteindre la sénescence des feuilles, dans des conditions de
sécheresse. En condition bien arrosée, Tichedrett accélére sa senescence par une diminution du
taux de chlorophylle totale par rapport aux autres variétés. Les génotypes du type stay-green
retiennent longuement leurs photosynthétats dans les feuilles (Borrell et Hammer, 2000) et dans
les tiges, alors qu’une sénescence des feuilles rapide sous stress, indique une remobilisation des

réserves dans les grains (Yang et al., 2001).
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Figure 13. Evolution du taux de chlorophylle dans les feuilles des génotypes d'orge au cours des

deux campagnes étudiées 2004/2005 et 2005/2006. A : chlorophyle totale ; B : chlorophylle A; C:
chlororphylle B ; P1, P2, P3, prélévement effectué a I’épiaison, 10 jours aprés 1’épiaison et 20 jours aprés 1’épiaison)
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1.2. Caractéres biochimiques

Les sucres solubles ont présenté des taux trés différents d'un génotype a l'autre et varient
selon les conditions du milieu (Tableau 7). L’analyse de la variance a présenté des différences
tres hautement significatives pour tous les facteurs génotype et année ainsi que les interactions.

L’effet de la période de prélévement n’a pas été significatif.

Tableau 7. Moyennes des variables mesurées et seuil de signification des effets principaux et
des interactions indiqués par 1’analyse de la variance des valeurs mesurées au cours des deux
campagnes chez les 6 génotypes pour les taux de sucres solubles et de proline

SUCRES SOLUBLES
TOTAUX (mM) PROLINE (mg/g MF)
Al A2 Al A2

Tichedrett 137,74 20,26 7,668 3,316
Soufara’s’ 132,90 20,29 7,344 3,333
Rahma 122,54 19,91 7,252 3,18
Tissa 137,14 18,96 7,552 3,788
Elfouara 126,34 20,56 8,128 3,228
Elbahia 136,90 20,38 7,06 3,512
Effet variété (V) falalel falaled

Anneel 132,26 7,501

Annee2 20,06 3,393

Effet année (A) il falel

P1 79,99 5,057

P2 73,29 5,652

P3 75,21 5,632

Effet prélévement (P) NS ok

Ecart type 9,86 0,38

Moyenne Générale 76,16 5,44
interactions V x A kel bl
interactions V xP faleie el
interactions P x A faladed faladed
interactions VX P x A il folaied

P1, P2, P3, prélévement a I’épiaison, 10 jours aprés 1’épiaison et 20 jours aprés I’épiaison ; *, **, ***: significatif a P
< 0.05, hautement significatif a P < 0.01 et tres hautement significatif a P < 0.001, respectivement; NS, non
significatif.

Les teneurs les plus élevées sont notées durant 2004/2005 avec Tichedrett, Tissa, Bahia et
Soufara avec maintien de cette concentration. Alors que Fouara et Rahma ont présenté des
teneurs plus faibles et variables a partir de I'épiaison, ou I'on constate, aprés 10 jours, qu'elle
diminue de 139.5 mM/I a 108.9 mM/I ensuite elle remonte vers 130.51 mM pour Fouara et 142.0

mM pour Rahma (Figure 14). Cette variabilité suggére une tres forte réactivité au déficit
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hydrique par une production accrue des carbohydrates qui leur confére une résistance au stress
qui selon Taji et al. (2002), permet une protection de la membrane cytoplasmique et réduit la

transpiration foliaire.
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Figure 14. Evolution du taux de sucres solubles totaux dans les feuilles des génotypes d'orge au

cours des deux campagnes étudiées 2004/2005 et 2005/2006. P1, P2, P3, prélévement effectué a
I’épiaison, 10 jours aprés 1’épiaison et 20 jours aprés 1’épiaison)

Le stress hydrique s'accompagne d'une modification de la répartition du carbone assimilé
et réduit entre I'amidon et le saccharose : I'amidon est généralement dégradé et fournit I'énergie
nécessaire aux adaptations métaboliques, de plus les sucres solubles générés participent a
I'ajustement osmotique (Geigenberger et al., 1997). Durant la campagne 2005/2006 une faible
teneur en sucres solubles est accumulée au niveau des feuilles. Elle semble se maitenir tout au
long du remplissage du grain et n’a pas changé par rapport aux variétés. La variabilité de la
concentration des sucres solubles serait une forme d’adaptation en réponse aux variations du
milieu (Priestley, 1977 ; Zhang et Willison, 1992a ; Repo et al., 1994). En effet I’interaction
génotype X année étant tres hautement significative confirme la participation des sucres dans la

résistance a la sécheresse.

L'accumulation de la proline dans les feuilles révéle des différences tres hautement
significatives pour tous les traitements (Tableau 7). Durant la campagne 2004/2005 le taux de
proline a été trés élevé pour tous les génotypes, elle a augmenté progressivement les dix premiers
jours post épiaison pour ensuite commencer a baisser a nouveau a l'exception de Fouara qui s'est

distinguée par l'augmentation de sa synthese de proline vers la fin du cycle (Figure 15).
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L’augmentation est surement due a la diminution de ’humidité du sol alors que la diminution a
la deuxieme décade est due a la remobilisation des assimilats pour une maturité précoce. Durant
2005/2006, la synthése de proline a été réduite de moitié par rapport a la campagne précédente

pour tous les individus avec une stabilité tout au long de la période contrélée.
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Figure 15. Evolution du taux de proline dans les feuilles des génotypes d'orge au cours des deux
campagnes étudiées 2004/2005 et 2005/2006. P1, P2, P3, prélévement effectué a 1’épiaison, 10 jours aprés

I°épiaison et 20 jours aprés I’épiaison)

La proline a suscité beaucoup de questions quant a la valeur adaptative réelle de sa production.
L'accumulation de la proline dans des conditions de stressa plusieurs rles physiologiques
dans la protection des végétaux, par exemple, la stabilisation des protéines et des organites en
agissant comme un osmoprotecteur et fournisseur d'énergie (Al-Khayri et al., 2004). La
proline accumulée sous stress fournit de I'énergie pour la croissance et la survie et contribue
ainsi a aider la plante de tolérer le stress (Chandrashekar et Sandhyarani, 1996). Elle pourra étre
considérée comme un composé de stockage azotée (Barnett et Naylor, 1966) et / ouun
produit métabolique 1ié a 1’adaptation (Singh et al., 1973). Son accumulation n'est pas toujours
corrélée au niveau de tolérance spécifique, elle est liée a la survie plutdét qu’au maintien de la
croissance (Greenway et Munns, 1980). La libre proline pourrait étre impliqué dans la

stabilisation des membranes pendant le stress hydrique (Kocheva et Giorgiev, 2003).

2. Les caractéres morphologiques
La hauteur de la plante est un caractere morphologique qui semble différer d'un génotype a

l'autre et est trés liee aux conditions du milieu. En effet, I'analyse de la variance montre que
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I'effet génotype est hautement significatif avec une hauteur élevée notée chez Bahia et son parent
Tichedrett ceci durant la campagne 2004/2005. Durant 2005/2006, Bahia a maintenu sa hauteur
élevée par rapport a tous les autres individus, soit 77.3 cm par rapport a la moyenne de toutes les
variétés qui est de 65.57 cm (Tableau 8). En zone semi aride, la hauteur est considérée comme
critere de sélection dans les programmes d'amélioration. En période de sécheresse la plante

développe une hauteur élevee qui est signe de tolérance (Alhakim, 1995).

Tableau 8. Valeurs moyennes et résultats de 1’analyse de la variance des caractéres
morphologiques des génotypes d’orge au cours des deux campagnes ¢étudiées 2004/2005 et
2005/2006.

Hauteur (cm) LB (cm) LE (cm)
Al A2 Al A2 Al A2
Tichedrett 85,00 56,52 15,24 13,25 4,81 3,73
Soufara’s’ 64,33 55,14 11,18 8,12 7,09 5,30
Rahma 64,67 56,90 10,67 8,98 6,91 6,58
Tissa 66,67 54,20 10,97 11,43 6,33 6,10
Elfouara 61,67 56,10 16,43 15,15 5,63 5,00
Elbahia 88,33 77,33 13,06 12,63 6,32 5,32
effet variété falalel falalel Fxx
effet année falalel falalel falal
Annéel 71,78 12,93 6,18
Année2 59,37 11,60 5,34
Interaction V x A * NS NS
Ecart Type 5,68 1,19 0,62
Moyenne Générale 65,57 12,26 5,76

LB, longueur des barbes ; LE longueur des épis ; **, ***: significatif a P < 0.05, hautement significatif a P < 0.01
et trés hautement significatif & P < 0.001, respectivement; NS, non significatif ; A1, campagne 2004/2005 ; A2,
campagne 2005/2006. MG, moyenne générale ; CV, coefficient de variation.

La longueur des épis (LE) est trés variable entre génotypes, elle a été la plus élevée chez
Rahma avec 6.7 cm et les plus faible chez Fouara et Tichedrett par respectivement 5.3 et 4.2 cm.
L’interaction génotype X année suggere que sous l'effet du milieu, cette longueur est différente.
En 2004/2005, les épis ont été longs pour Soufara’s’ avec 7.0 cm, contrairement a Tichedrett
dont les éepis les plus courts soit 4.8 cm. par ailleurs, en 2005/2006, le génotype ayant présenté
I'épi le plus long étant Rahma 6.5 cm, Tichedrett reste la plus basse avec, cette fois-ci, 3.7cm.

Selon Ried (1985), la longueur de I'épi est variable entre les différents génotypes et peut étre
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différente au sein de la méme plante comme elle est sujette a la grande influence de
I'environnement. La longueur des barbes est souvent considéréee comme critére de sélection pour
la résistance a la sécheresse chez les céréales (Grignac, 1981). L'effet génotype et I'effet année
sont tres hautement significatifs avec Fouara et Tichedrett qui ont présenté les barbes les plus
longs quelque soit I’année. Rahma a présenté les barbes les plus courtes durant 2004/2005 et
Soufara pour l'année qui suit. Le développement de longues barbes permet le maintien de
I'activité photosynthétique apres la sénescence de la derniére feuille et reflete une tolérance a la
sécheresse (Febrero et al., 1991).

Nous avons constaté que les caractéres morphologiques augmentent de taille sous ’effet
d’environnement stressant et qui peut étre due a 1’augmentation dans le stockage des
carbohydrates et de la proline qui est une forme d’azote de réserve. L’efficacité en hauteur est
notée particulierement pour Elbahia et Tichedrett et a un niveau moindre Tissa et. En longueur
d’épis c’est Soufara, Tichedrett et Elbahia alors qu’en longueur de barbe c’est Tichedrett, Fouara
et Elbahia qui se sont développé plus. Tichedrett et Elbahia présentent une adaptation marquante
vis-a-vis du déficit hydrique en fin d cycle et semblent étre les plus performantes en maintenant

une morphologie supérieure.

3. Evolution de la biomasse aérienne

La biomasse des tiges et des feuilles est tres hautement significative entre années avec une
supériorité de la production au cours de la campagne 2005/2006 (Tableau 9).

L'évolution de I'accumulation de la matiére séche dans les tiges et les feuilles sont illustrées
dans la figure 16. On note une diminution linéaire a partir de I'épiaison pour tous les individus
durant la campagne 2004/2005 ce qui peut étre expliqué par la migration précoce des assimilats
vers les grains en raison de la sécheresse qui a sévie durant cette campagne contrairement qu’en
2005/2006 ou on constate que la plante continue a accumuler de la matiére seche par

l'augmentation de celle-ci méme 20 jours aprés I'épiaison.
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Tableau 9. Valeurs moyennes et résultats de I’analyse de la variance de 1’évolution de la
biomasse aérienne (g/m?) et sa répartition chez les génotypes d’orge au cours des deux

campagnes étudiées 2004/2005 et 2005/2006.

Ms épis MS tiges et feuilles MS totale

Al A2 Al A2 Al A2
Tichedrett 411,11 316,30 674,45 902,04 1085,56 1218,33
Soufara’s’ 417,22 328,52 786,30 1111,11 1203,52 1439,63
Rahma 376,85 362,22 582,22 1051,85 959,07 1414,07
Tissa 448,52 254,44 771,30 764,63 1219,82 1019,07
Elfouara 361,48 402,96 641,30 783,52 1002,78 1186,48
Elbahia 318,52 312,96 669,63 992,96 988,15 1305,93
effet variété (V) NS NS NS
Anneel 388,951 687,531 1076,482
Annee2 329,568 934,352 1263,92
Effet année (A) * falalel *
P1 216,111 895,602 1111,713
P2 450,972 662,778 1113,75
P3 410,695 874,445 1285,139
Effet prélevement (P) * *x NS
Ecart type 152.66 327,82 432,52
Moyenne Générale 359.259 810.941 1170,20
interactions V x A NS NS NS
interactions V x P NS NS NS
interactions P x A * Fx el
interaction VX P x A NS NS NS

P1, P2, P3, prélévement a 1’épiaison, 10 jours apres 1’épiaison et 20 jours apres I’épiaison. *, ** ***: gignificatif a P
< 0.05, hautement significatif a P < 0.01 et trés hautement significatif a P < 0.001, respectivement; NS, non

significatif.
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Figure 16. Evolution de la matiére seche des tiges et feuilles de quelques génotypes d'orge suivie
au cours de deux campagnes 2004/205 et 2005/2006 (P1, P2, P3, prélévement effectué a I’épiaison, 10

jours aprés I’épiaison et 20 jours apres 1’épiaison ).
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La matiére séche des épis refléte I'évolution du remplissage du grain (Figure 17). Durant

2004/2005, les épis ont démarré avec un poids similaire qui ensuite semblent se départager 10

jours apres I'épiaison avec la supériorité de Tissa et la faiblesse de Bahia, mais ils ont fini par

atteindre le méme poids au bout de 20 jours. Le remplissage du grain semble se réaliser en un

temps trés court soit les 10 jours qui suivent I'épiaison pour ensuite commencer le dessechement

qui marquera la maturité physiologique des grains. Pour la campagne 2005/2006, on note que la

période de remplissage se prolonge jusqu'a 20 jours aprés I'épiaison et méme plus en raison de la

disponibilité en eau et de la clémence des températures

—e— Tichedrett
—8— Soufara
Rahma
Tissa
—»— Elfouara
—e— Elbahia

800
700
. 600 X
é 500 / \ =
2 400 // —
& 300 /-
> 200 :
100
0
P1 ‘ P2 ‘ P3 ‘
2004/2005

Pl‘PZ‘P3

2005/2006

Figure 17. Evolution de la matiére seche des épis de quelques génotypes d'orge suivi au cours de deux campagnes
2004/205 et 2005/2006 (P1, P2, P3, prélévement effectué a 1’épiaison, 10 jours aprés 1’épiaison et 20 jours apres

1’épiaison).

Globalement, on estime que la matiére séche totale diminue quand les conditions

climatiques sont défavorables (figure 18).
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Figure 18. Evolution de la matiére séche totale des génotype='orge suivi au cours de deux
campagnes 2004/205 et 2005/2006 (P1, P2, P3, prélévement effectué & Iépiaison, 10 jours aprés 1’épiaison et
20 jours apres 1’épiaison).

La différence de production de biomasse est de 187.44g/m2 pour une différence de
pluviométrie de 10.8 mm entre les deux campagnes. La différence réside dans la répartition des
pluies, ou on constate que le mois de mai a lui seul s'est caractérisé par 88 mm de précipitations
en 2005/2006, avec une continuité de production de biomasse par la plante, contre seulement 2.2
mm pour 2004/2005 avec une réduction progressive de la biomasse totale. La durée de
remplissage du grain et le cycle de croissance contribuent considérablement a 1’augmentation du

rendement des cultures (Garcia del Moral et al., 1991).

4. Précocité a I’épiaison

L’¢épiaison détermine la durée des phases de développement, lesquelles jouent un role
important dans 1’¢laboration des composantes du rendement et dans I’évitement des effets
climatiques défavorables. Au cours des deux campagnes suivies, une homogeénéité entre les
génotypes étudies a été notee pour la durée du cycle levée-épiaison. Une différence de 2 a 3 jours
a été observée (Tableau 10). Par contre, une variabilité est notée par rapport a I’environnement.
Au cours de la premic¢re campagne, ’épiaison a ¢été¢ retardée de 12 jours en moyenne
comparativement a la campagne 2005/2006. Le génotype Soufara a accusé un retard a chaque

campagne, par rapport aux autres variétés et qui a varié de 3 a 4 jours.
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Tableau 10. Variation du cycle végétatif des génotypes d'orge durant les campagnes 2004/2005
et 2005/2006.
Variétés Campagne 2004-2005 Campagne 2005-2006
Soufara 136 126
Tichedrett 136 123
El Fouara 136 123
El Bahia 136 122
Rahma 133 122
Tissa 133 122

L’orge, comme beaucoup d’autres espéces, percoit une série de signaux
environnementaux et développe des signaux internes pour contréler la floraison, ce qui explique
la différence observée entre les deux campagnes. Le retard a 1’épiaison est expliqué par
I’exigence en vernalisation et en photopériode. De ce fait, elles sont moins aptes a éviter le
déficit hydrique et les hautes températures de fin de cycle. La premiére campagne s’est
distinguée par des températures moyennes basses au cours des mois de mars et avril. Ces mémes
mois ont été marqués par une élévation au cours de la deuxiéme campagne sois 3°C de plus pour
le mois de mars et 10°C de plus pour le mois d’avril. Ces températures sont suffisantes pour
accroitre la croissance de la plante et déclencher une épiaison précoce. On peut déduire que la
durée d’épiaison courte refléte une campagne a hiver doux et a chaleur précoce. Par contre, la
tardivité est favorisée par les années a printemps gélif.

Beaucoup d’auteurs s’accordent pour dire qu’en jouant avec la précocité il est possible
d'éviter la coincidence des phases critiques du cycle avec les dates d'occurrence maximales de
certains accidents climatiques (hautes températures, déficit hydrique). Ils renvoient au concept
d'évitement, ou d'esquive, ou de tolérance définie par Levitt (1972). La précocité constitue donc
un important mécanisme d'évitement. Elle peut étre réalisée soit par les techniques culturales ou
par la voie la voie génétique. La précocité a I'épiaison est utilisée comme critére de sélection

pour ameéliorer les productions dans les zones seches par plusieurs programmes de selections
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5. Composantes du rendement et rendement
Les écarts entre les moyennes du nombre d'épis au metre carré, du nombre de grain/m?, le

poids de 1000 grains, le rendement en grains, de la biomasse a maturité et du rendement en paille
sont en faveur de la campagne 2005/2006 (Tableau 11). Le rendement en grain au cours de cette
campagne a été favorisé par la densité des épis et le poids de mille grains. La faiblesse
d'expression de ce dernier caractére au cours de la campagne 2004/2005 explique le rendement
bas obtenu. En effet, la premiere campagne s'est caractérisée par une période de remplissage du
grain seche et courte ce qui a acceléré la maturation du grain ce qui s'est traduit par la réduction
de son poids. Par ailleurs, les conditions favorables survenant en fin de cycle de la campagne
2005/2006 ont contribué a prolonger la période de remplissage et permettre ainsi au grain d'avoir
un poids éleve, soit un gain de 24.59 g presque le double du PMG réalisé au cours de la
campagne 2004/2005 ce qui équivaut a un gain de rendement en grains de 234.08 g/mz2. L'indice
de récolte a été relativement identique pour les deux campagnes en raison de I'amélioration de la
production de la biomasse au cours de la seconde année. La biomasse totale a maturité et le

rendement en pailles sont conditionnés par I'effet du milieu (Bouzerzour et al., 1998).
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La densité épis présente des différences hautement significatives entres génotypes et ne
semble pas étre affecté par 'effet du milieu ni de son interaction avec le génotype. Rahma s’est
caractérise par son nombre élevé d'épis soit 788.33 épis/m2 contrairement & Elfouara, Elbahia et
Tichedrett dont le taux le plus bas soit respectivement 473.33, 413.33 et 406.66 épis/m2. Les
autres individus Soufara’s’ et Tissa ont présenté des valeurs intermédiaires respectivement 650 et
638.33 épis/mz.

La fertilité, exprimée par le nombre de grains par épis, est un parameétre qui semble étre
conditionné par le génotype. En effet, il en ressort deux groupes de génotypes, Elfouara, Elbahia
et Tichedrett avec une fertilité élevée et le groupe de Tissa, Rahma et Soufara’s’ peu fertiles. Le
poids de mille grains est largement dépendant du génotype et du milieu. Durant la campagne
204/2005, le PMG le plus élevé es noté pour Tichedrett suivie par Elbahia. Elfouara, quant a elle,
elle a réalisé le PMG le plus bas. Au cours de la seconde campagne, Elbahia et Tichedrett restent
supérieur aux autres individus alors que le PMG le plus bas est réalisé par Soufara’s’.

Le rendement s'est caractérisé par l'absence de différence entre individus ce qui est
surement d0 au fait que ses variétés ont été sélectionnées pour leur aptitude a étre plus
performant que le génotype local c'est-a-dire pouvoir donner un rendement plus élevé que peut
offrir Tichedrett en conditions favorables et un rendement qui doit étre supérieur ou égal a ce
témoin quand le milieu est moins clément.

On note pour la premiere campagne la performance de Fouara avec 35,8 g/ha, elle dépasse
Tichedrett et Elbahia d’environs 2q/ha et de 5g/ha respectivement. Les autres variétés ont été
affectées par les conditions du milieu et n’ont pas pu atteindre le rendement du témoin local
Tichedrett. Au cours de la deuxieme campagne, Elbahia, Tichedrett et Rahma ont largement

dépassé les autres genotypes (Figure 19).

67



o, w——

Chapitre 1. Polymorphisme phénotypique des quelques génotypes d’orge sélectionnés en zone semi
aride a setif

-~ ———

600

500
400
300
200
100

rendementgrain (g/m?)

H compagne 2004,/2005
B compagne 2005/2006

Figure 19. Rendement en grains des génotypes d'orge suivi au cours de deux campagnes
2004/205 et 2005/2006.

Les composants du rendement sont déterminés successivement au cours du développement
de la céréale, exercant des effets compensatoires entre elles. L'élaboration du rendement
implique I'enchainement de multiples mécanismes liés a la croissance et au développement des
peuplements végétaux en relation avec les facteurs et conditions du milieu (Combe et Picard,
1994). Chaque composante du rendement pourrait étre affectée par des déficits d'eau
temporaires, dont I'ampleur dépendra de I'étape de développement de la plante lorsque ces
conditions se produisent. Une réduction de I’humidité du sol se traduit par une diminution du
rendement, le développement du systéme reproducteur de céréales est vulnérable au manque
d'eau. Une sécheresse imposée en fin de cycle, cas de la campagne 2004/2005, a réduit le
rendement et le PMG de plus de 50%. La fertilité n’a pas été affectée par le stress, surement due
au fait que la pollinisation s’est déroulée en conditions adéquates que ce soit en termes de
températures ou d’humidité du sol. La précocité a permis 1’évitement de la sécheresse précoce
typique au mois de Mai. En effet, le systtme reproducteur est vulnérable aux conditions du
milieu au moment de 1’épiaison et affectent principalement le nombre de grains et le rendement
final en raison du nombre de grains produits par épi (Cooper et al., 1994 ). Par ailleurs, si la
fertilité a échappé a la sécheresse, le PMG n’a pas été épargné au cours de la premiére campagne
d’étude. Le stress hydrique tardif a raccourci la période de remplissage du grain, car il conduit a

la dessiccation prématurée de I'endosperme et limite la taille des caryopses. La réduction de
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rendement est donc principalement due a une réduction du poids du grain produit (Gibson et
Paulsen, 1999).

6. Corrélations entre les caracteres étudiés

Une matrice de corrélation totale pour les six genotypes a été effectuée pour les deux
campagnes pour faire ressortir les relations qui existent entre les caractéres physiologiques,
biochimiques, morphologiques et le rendement vis-a-vis des variations du milieu. Au cours de la
premiére campagne, les génotypes qui ont développés une densité épis élevée sont ceux dont le
taux de chlorophylle A est élevé (r=0.863*). Alors que ceux qui ont une fertilité élevée ont
produit beaucoup de paille (r=0.844*) et moins de chl a et b (respectivement r = -0.909* et -
0.924%*). Le poids de mille grain est positivement corrélé a la hauteur de la tige (r=0.853*). Le
rendement élevé augmente l'indice de récolte (r=0.825*) et plus on a une forte biomasse plus
nous avons de la paille produite a maturité (r= 0.912*). Par ailleurs, les génotypes dont la
production de paille est élevée ont présenté une pression osmotique élevée (r=0.919%*). Les
génotypes qui ont de longues barbes ont de petits épis (r=0.837*), ils ont une bonne fertilité, soit
un nombre de grains par épi élevée (r=0.906*) ce qui leur permet de donner un rendement élevé
(r=0.843*). Un taux de chl A élevé a caractérisé les génotypes ayant un taux de sucres soluble
élevé (r=0,878 *). La chlorophylle totale augmente avec la chl B (r=0,952 **). La production de
la biomasse totale est favorisée par une production de biomasse épi (r=0.842*) et la biomasse des
tiges et des feuilles (r=948**).

Au cours de la campagne suivante, les génotypes ayant une forte densité des épis ont moins
de grains par épis (r=-0.887*), un poids de mille grains réduits (r=-0.953**) et de courtes barbes
(r=-0.844%). La fertilité est élevée chez les individus dont le poids de mille grains et la longueur
des barbes sont élevés (respectivement r=0.853* et r=0.928*) la matiere séche totale a maturité a
été favorisée par la production de paille (r=0.970**), la hauteur de la tige (r=0.909*) et la bonne
teneur en chlorophylle A et B (respectivement r=0.874* et r=0.938*). Alors que la paille est
corrélée a la longueur de la tige (r=0.819*) et seulement la chlorophylle A élevée (r=950**). La
teneur élevée de la chlorophylle B favorise la longueur des tiges (r=0.977**). La pression
osmotique augmente avec l'augmentation de la concentration en sucre soluble (r=0.894*) ce qui

favorise la production de la biomasse des épis, alors qu'elle diminue avec I'augmentation du taux
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de proline dans les feuilles (r=-0.974**). Ce dernier semble diminuer avec l'augmentation de la
biomasse des épi (r=0.882*).

Nos résultats s’accordent avec ceux de Subhani et Chowdhry (2000) ont signalé que dans
des conditions de sécheresse, le rendement en grains est significatif et positivement corrélée avec
la surface foliaire, la hauteur de la plante et le poids de 1000 grains. Gupta et al., (2001) et
Muzammil (2003) ont également observé un déclin substantiel de la hauteur des plantes quand le
manque d’eau survient au stade épiaison, par contre les génotypes tolérants atteignent des
hauteurs plus élevées, qui est le cas de Fouara, Tichedrett et Elbahia vs Soufara’S’ Rahma et
Tissa. Le nombre de grains par épi est déterminé trés tot, au stade tallage (Varlet Granchet et
Pluchard, 1986), les conditions défavorables lors de cette phase affectent principalement le
nombre de grains par épillet. Selon Ceccarelli (1987), le déficit hydrique durant la phase précoce
de développement de la plante induit une diminution de primordiums épillets, tandis que le
déficit d'eau a la fin de développement augmente la mort de la fleur et I'épillet entier. Le nombre
de grains par épi (fertilité) dépend de la disponibilité de I'eau au cours de la premiére phase
vegétative et pendant la phase tallage. Si le déficit d'eau se produit aprés la floraison, il induit
une diminution du poids du grain et donc le rendement. les rendements réduits sont
principalement attribuable a un faible poids du grain et tres peu au nombre de grain peu €elevé
(Sofield et al., 1977; Tashiro et Wardlaw, 1990). On peut dire que le poids du grain au cours de
la phase de maturité est affecté par le stress hydrique. L'effet est aussi important que le niveau
d'eau critique (niveau de stress) est élevé et long, ce qui confirme le rendement de la premiére

campagne.

7. Analyse en composantes principales

Outre la matrice de corrélation des génotypes étudiés avec leurs variables, une analyse en
composantes principales a été réalisée, afin de déterminer les variables qui contribuent a
I'expression du rendement des différents individus (figure 20). Les quatre premiers axes de cette
analyse expliquent 92% de la variation disponible. Au premier axe, qui explique 40% de la
variation totale, sont positivement corrélées les variables suivantes: Les variables de la campagne
2004/2005 dont la fertilité, le rendement, la matiere seche totale et celle de la paille, I'indice de
récolte, la hauteur, la longueur des barbes et épis et la biomasse des épis. Les paramétres

physiologiques qui leurs sont associés sont un potentiel osmotique élevé et une forte teneur en
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sucres solubles. Les variables de la campagne 2005/2006 avec la fertilité, le poids de mille
grains, la longueur des barbes et des épis et la teneur en sucres solubles. Les variables qui sont
corrélées négativement a 1’axel sont la densité €pis, la longueur des épis des deux années, la

biomasse des épis, le taux de chlorophylle totale des deux campagnes.
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Figure 20. Structure des caractéres physiologiques, biochimiques et agronomiques des

génotypes d’orge au cours des deux campagnes 2004/2005 et 2005/2006 sur le plan 1-2. (A1,
2004/2005 ; A2, 2005/2006 ; RDTAL1-RDTA2 rendement Al et A2, MSTMA1-MSTMA2 biomasse totale a
maturité Al et A2, MSPA1-MSPA2 biomasse de la paille en Al et A2, IRA1-IRA2 indice de rendement en Al et
A2, HA1-HA2 hauteur en Al et A2, NEA1-NEA2 nombre d’épis en Al et A2, NGEA1-NGEA2 nombre de grains
par épi en Al et A2, PMGAL1-PMGA2 poids de mille grains en Al et A2, LBA1-LBA2 longueur des barbes en Al
et A2, LEA1-LEA2 longueur épis en Al et A2, RWCA1-RWCA?2 teneur relative en eau en Al et A2, SSTAL-
SSTAZ2 sucres solubles en Al et A2, PA1-PA2 proline en Al et A2, POA1-POA2 proline en Al et A2, ISMA1-
ISMAZ2 indice de stabilité membranaire en Al et A2, CHTA1-CHTAZ2 chlorophylle totale en Al et A2, CHAAL-
CHAAZ2 chlorophylle A en Al et A2, CHBA1-CHBAZ chlorophylle B en Al et A2).

L'axe 2, qui explique 25% de la variation totale, définit, du coté positif, la biomasse des
épis a I'épiaison et la pression osmotique de la seconde année. Du coté négatif de cet axe, nous
avons: la matiere séche totale a maturité, celle de la paille, celle des épis, des tiges et feuille et la
hauteur de la campagne 2005/2006. Pour les parameétres physiologiques et biochimiques nous

avons la teneur relative en eau, les sucres, la proline, 1’indice de stabilité membranaire et la
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chlorophylle A de la campagne 2004/2005. Pour la campagne 2005/2006 la proline, la pression
osmotique, I’indice de stabilit¢ membranaire et la chlorophylle A et B.

L'axe 3 dont 17% de variation définit positivement la teneur relative en eau, la biomasse
totale & maturité et celle des tiges et feuilles et le rendement grain pour la campagne 2005/2006.
Négativement a cet axe nous avons, seulement, la biomasse totale de la premiére campagne.
L'axe 4 dont 10% de la variation totale est représenté positivement par le PMG de la premiére
campagne et 1’indice de rendement de la seconde.

La projection des points moyens de nos génotypes sur nos axes 1 et 2 montre, suivant I'axe
1, I'accord entre les deux génotypes Soufara et Rahma qui se caractérisent par leur tallage épi, la
longueur de leurs épis et leurs biomasse ainsi que la forte teneur en chlorophylle totale par
ailleurs, elles sont peu fertiles, produisent moins de biomasse en conditions défavorables et des
tiges et des épis et barbes peu longs. Ce sont les individus qui ont offert le rendement le plus bas
sous l'effet de manque de pluies. En effet elles ont semblé manquer de paramétres leurs
permettant de résister a de telles condition, en plus des parametres morphologiques nous avons

les parametres physiologique dont le potentiel osmotique élevé (figure 21).
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Figure 21. Répartition des génotypes sur le plan 1-2.

Suivant I'axe 2 nous avons deux génotypes qui s'opposent. Sur le coté positif, nous avons
Fouara qui en donne une forte biomasse des épis en condition favorable avec un potentiel

osmotique élevé alors qu'en conditions moins bonnes, elle semble accumuler plus de proline que
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les autres génotypes. Sur le coté négatif de I'axe 2, Bahia s'est caractérisé par son développement
de la biomasse et de la hauteur au cours de la seconde campagne ceci en développant une
pression osmotique élevé avec une forte accumulation de proline, une membrane a intégrité élevé
et une teneur élevée en chlorophylle A et B. En conditions stressante, elle réussi a produire
beaucoup plus de tiges et de feuille avec une teneur relative en eau éleve, et une forte
accumulation de sucre et de proline tout en gardant une stabilité membranaire élevée. A I'axe 3,
seule Tissa lui est corrélée et positivement. Elle s'est caractérisé par sa production en biomasse
totale élevée en condition de stress, contrairement, quand le milieu est plus favorable son
potentiel est plus bas du fait qu'elle produit peu de biomasse et présente le rendement bas sans
toute fois oublier de mentionner sa faible teneur relative en eau. Sur I'axe 4, seul le génotype
local Tichedrett est corrélé et qui s'est caractérisé par son poids de mille grains élevé en condition
défavorables et son indice de récolte élevé quand le milieu est plus favorable.

Les changements physiologiques et biochimiques sont une conséquence de la capacité de
la plante de survivre a des déficits hydriques sévéres, ce qui est du a sa capacité de limiter les
pertes d'eau a travers I'épiderme des feuilles aprés que les stomates aient atteint une ouverture
minimale (Eljaafari, 2000). La variété Fouara est désignée par son adaptation spécifique aux
environnements favorables. Elle est adaptée spécifiguement aux zones dont le potentiel de
production est relativement plus élevé (Menad et al., 2011). Dans notre étude, Fouara a été
performante en environnement défavorables, par le développement d’un nombre de grains par
épis élevé, et en réponse aux conditions stressantes par une accumulation de la proline ce qui lui
a permis dese surpasser en rendement. Bahia est spécifiquement adaptée aux zones caractérisées
par de fortes contraintes abiotiques (Menad et al., 2011). En effet, elle s’est distinguée, en année
défavorable, par une RWC, un ISM, et un taux de sucres solubles élevés par conséquent une
adaptation qui se traduit par un rendement moyennement bon.

D’aprés Menad et al. (2011), Rahma est considérée comme étant une varieté a large
adaptation et a stabilité moyenne dues a sa grande sensibilité aux variations environnementales et
est le plus souvent associée aux environnements a haut rendement (Kadi et al., 2010). En effet,
on a noté sa tres faible fertilité par rapport aux autres génotypes quelque soit I’année mais elle
arrive a se rattraper par son tallage et son PMG pour maintenir un rendement moyen en
conditions défavorables. Physiologiquement, elle s’est distinguée par sa teneur en chlorophylle

¢levée. Le génotype Soufara‘s’ est considéré comme étant adapté aux environnements favorables
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permettant des rendements €levés alors qu’une forte instabilité est attribué¢ a Tissa (Kadi et al.,
2010). En effet, ces deux génotypes ont eu les rendements en grains les plus bas en
environnement défavorable malgré le développement de mecanismes adaptatifs au stress
abiotique que se soit par le biais de la RWC, I’'ISM ou encore la teneur en chlorophylles élevés.
Par ailleurs, le tallage épis ¢élevé ne leur a pas permis d’éviter a un bas rendement suite a leur
faible fertilité. Les génotypes a deux rangs, Soufara, Rahma et Tissa, se sont caractérisées par
leur faible fertilit¢ quelque soit I’environnement mais I’instabilit¢ du PMG permet I’amélioration
du rendement en années favorable surtout pour Rahma. Selon Blum (1985), les orges a deux et
six rangs ont un taux de carbone échangeable différent qu’il associe a la densité épis et a la
longueur des barbes. En effet, on peut expliquer cette différence en carbone est due surtout a leur
capacité photosynthétique exprimée par le taux de chlorophylle (totale, a et b) élevé méme sous
environnement défavorables.

La variété Tichedrett a une adaptation générale vis-a-vis d’une majorité d’environnement,
particulierement a ceux qui sont défavorables permettant des rendement bas (Kadi et al., 2010 ;
Menad et al., 2011). Elle présente un rendement au dessous de la moyenne. En effet, au cours de
notre étude nous avons noté qu’elle venait en seconde position pour le rendement en grains
quelque soit I’année, avec une fertilité et un PMG stables et élevés. Les génotypes a rendement
élevé sont relativement peu stables en effet, sous stress, il faut sélectionner des génotypes moins
performants. Les génotypes trés productifs souffrent une plus grande réduction du rendement
sous stress hydrique comparativement aux génotypes au rendement modéré (Ceccarelli et al.,
1998). Clarke et al. (1992) ont qualifié de I'absence de réponse aux conditions optimales pour le
manque d'adaptation du génotype aux conditions favorables, tandis que Ceccarelli et Grando
(1991) ont déclaré que les génotypes a faible potentiel de rendement ont été ceux a rendement
supérieures en conditions de stress. En fait, les génes contrélant le rendement dans les deux
conditions sont différentes (Rosielle et Hamblin, 1981).

D’aprés Lahmar (1993), les variétés sélectionnées en zone semi aride algérienne
présentent une grande élasticité des rendements mais aussi un risque important, souvent
inévitable dans cette région di au froid et a la sécheresse. Ce qui expliquerait la préférence des
agriculteurs pour les varietes locales plutot stables et a six rang. En effet, les variétés telle que
Tichedrett semblent étre programmées pour investir plus dans les talles, qui est un caractere se

tolérance au stress s’il est associé a un bon rendement grains.
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Les parametres de rendement sont les traits les plus importants dans la sélection
agronomique des génotypes tolérants aux conditions de la région semi aride. L'effet différentiel
peut s'expliquer par les différences dans les composantes du rendement entre les variétés. Les
caractéres morphologiques different entre individus et sont fortement corrélés aux conditions du
milieu. Cette variabilité morphologique confere aux génotypes une élasticité qui assure a la
plante une adaptation et survie aux conditions extrémes auxquelles elles sont soumises. Les
changements physiologiques et biochimiques sont une conséquence de la capacité de la plante de
survivre a des milieux séveres, comme sa capacité de limiter les pertes d'eau.

Les génotypes performants sont ceux dont le rendement a été le plus élevé en année a
forte sécheresse terminale et sont fouara, Tichedrett et Elbahia. Ces dernieres se sont distinguées
par de longues barbes, une hauteur de tiges et un PMG élevés. Ces variétés se ont pu maintenir
une bonne teneur en eau mais le déficit hydrique reste un facteur déterminant de ce caractere,
une membrane stable, un potentiel osmotique et une teneur en sucres élevés. Nous pouvons
conclure que se sont ces caractéres qu’il faut considérer dans la tolérance a la sécheresse en fin
de cycle pour la région semi aride.

Les variétés Soufara, Rahma et Tissa se retrouvent pénalisée par des rendements plus
faibles a cause de leur faible fertilité qui est sous le contréle des conditions du milieu avant
I’épiaison. Par ailleurs, elles maintiennent une production en dessous de la moyenne générale du
rendement de la campagne de seulement 1a 7g/ha. Ces variétés sont du type Stay-green, ce qui
leur a permis de garder un rendement moyennement elevé malgré la secheresse.

Les résultats obtenus a partir de deux années d’étude indiquent que le parametre le plus
important pour la réussite de tout programme de sélection végétale est la bonne performance des
génotypes en environnement de stress et un rendement maximal dans des conditions
optimales. Par conséquent, deux génotypes a haut rendement et tolérants a la sécheresse de fin de
cycle (les génotypes Fouara et Tichedrett) ont été identifiés comme les génotypes adaptés a la
fois pour des conditions optimales et pour des périodes a déficit hydrique sévere. Les autres
variétés ont une capacité de production acceptable, elles pourraient étre introduites pour les
régions soumises a un stress hydrigue terminal.

La connaissance des genes contribuant a I’adaptation aux conditions du milieu est une

priorit¢ pour cibler 1’amélioration et la création de nouvelles variétés plus adaptées et
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productives en condition difficiles. Une description génétique de la diversité de ces génotypes
expliquerait les phénomenes mis en jeux dans les processus d’adaptation et de résistance au
stress abiotique et pourrait méme décrire plusieurs alléles rares, que I’on pourrait utiliser pour
élargir la diversité ou pour créer de nouveaux cultivars.

La description génétique permet d’identifier le polymorphisme des fonctions mise en jeu
pour 1’adaptation aux variations environnementales et qui doit étre inexorablement appuyé¢ par un
profil d’expression. Ces connaissances sont la base de la sélection assistée par marqueurs qui
devient une priorité si ’on veut améliorer le processus de sélection classique. L’utilisation de
marqueurs moléculaires aide considérablement la sélection par le fait que ces marqueurs ne sont
pas régulés par I’environnement ou encore les conditions de mise en place et sont décelables a
n’importe quel stade de la plante. Jusqu’a nos jours, aucune information n’est disponible sur la

caractérisation moléculaire de ces génotypes.
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CHAPITRE Ill. Etude du polymorphisme génétique de quelques génotypes

d’orge sélectionnés pour la zone semi aride

Introduction

La description phénotypique a été longtemps la base de I’amélioration et de la sélection des
plantes, essentiellement les caracteres agronomiques liés au rendement. En conséquence, les
caracteres phénotypiques sont souvent biaises par les facteurs environnementaux.

Avec la disponibilité d'une gamme de marqueurs moléculaires et cartes genétiques, la
sélection assistée par marqueurs est devenu possible pour les caracteres régis par des genes
majeurs, ainsi que pour les QTL (Francia et al. 2005 et Collard et al. 2008). Francia et al. (2004)
ont élaboré une carte de marqueurs moléculaires pour le croisement d’orge Nure x Tremois, qui a
ensuite été utilisé pour détecter et cartographier les génes et QTLs a la fois pour les caractéres
liés a I'exigence en vernalisation et la tolérance au froid (Francia et al., 2004), la floraison et la
résistance a la sécheresse (Tondelli et al., 2006) .

Une bonne connaissance des mécanismes qui régulent les différentes voies de floraison
peut étre utile dans un effort de maximiser le potentiel de rendement des cultivars de céréales. La
floraison est déterminée par quatre voies majeures a savoir la photopériode, la gibbérelline, la
voie autonome et la vernalisation. PPD-H1 est le gene de réponse au photopériodisme, il joue un
role majeur dans la régulation de la période de floraison chez I’orge et est considéré comme le
principal déterminant de la réponse aux jours longs. C’est un géne de la famille pseudo
régulateur de réponse (PRR, pseudo response regulator) qui a un rdle dans le réglage du rythme
circadien des plantes supérieures (Turner et al., 2005).

Le géne VRN-H3 a été cartographié comme étant le gene de la période de floraison,
FLOWERING LOCUS T de H. vulgare (HvFT1), un homologue du gene de floraison T
d’Arabidopsis (FT) (Kobayashi et al., 1999 ; Kardailsky et al., 1999 ; Yan et al., 2006 ; Faure et
al., 2007). La protéine FT est produite dans les feuilles quand les plants d’Arabidopsis sont
exposés a des jours longs et est transportée a 1’apex ou elle favorise le développement floral
(Corbesier et al., 2007). De méme, I’expression de HVFT1 dans I’orge est induite par des jours
longs et peut servir d’intermédiaire pour la réponse de la floraison aux jours longs (Turner et al.,
2005). Ceci exige une version active du géne, PHOTOPERIOD1 (PPD-HL1 ; Turner et al., 2005).
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Les Génes de la famille MAD-box jouent un réle trés important dans la différenciation et
le développement des organes floraux (Ng and Yanofsky, 2001; Riechmann and Meyerowitz,
1997; Theissen, 2001). Les genes de I’orge HYBM5 et HYBM8 du sous groupe SQUAMOSA sont
abondamment exprimes dans les fleurs et les tissus vasculaires (Schmitz et al. 2000).

La description des alléles Vrn-H1 et Vrn-H2 est suffisante pour expliquer les besoins en
vernalisations de l'orge (Vonzitzewitz et al., 2005). HvBMba est un géene impliqué dans
I'édification du méristeme floral, il est considéré comme déterminant de VRN-H1 (Danyluk et al.,
2003; Trevaskis et al., 2003; Vonzitzewitz et al. 2005; yan et al., 2003). Chez certaines variétés
qui ont besoin de vernalisation, ce géne est activé par I’exposition prolongé aux températures
basses (Danyluk et al., 2003; Trevaskis et al., 2003; Yan et al., 2003). Le géne VRN est associé
a la résistance au froid comme il est déterminant du type d’habitat avec VRN2 (Von Zitzewitz et
al. 2005).

Tondelli et al. (2006) ont cartographié plusieurs génes candidats régulateurs impliqués dans
les réponses au stress di au froid et a la sécheresse et signalent une trés forte interférence entre
eux. Deux QTLssur le bras longdu chromosome de 5H ont été trouvés pour déterminer la
tolérance au froid dans la population Nure x Trémois, Fr-H2 et Fr-H1 (distale), avec des effets
additifs similaires (Francia et al.2004). Il a été démontré que HVCBF4 était le pic d’expression
du QTL Fr-H2 (Francia et al. 2004). Les genes CBF jouent un réle important dans la tolérance a
la sécheresse et sont capable de transmettre cette tolérance chez le blé (Liu et al., 1998). Haake et
al. (2002) ont démontré que CBF4 est induit en réponse a un stress osmotique. Les génes FRY1
et ICEL sont régulateurs des genes CBF (Xiong et al. 2001; Chinnusamy et al. 2003).
HvMYB4 (Wissenbach et al. 1993) est cartographie sur le bras long du chromosome de 2H dans
une région avec de multiples QTL liées a la sécheresse tel que ceux liés a 1’ajustement
osmotique, la RWC et des sucres solubles (Teulat et al., 2002 et Diab et al., 2004). Les génes
dehydrines sont largement impliqués dans la sécheresse, ils contrdlent la RWC et 1’ajustement
osmotique ( Teulat et al., 2003).

L objectif de la présente étude est de valider I'existence de polymorphisme des génes de la
floraison et de la tolérance aux stresses abiotiques, entre les variétés d’orge sélectionnée en zone

semi aride algérienne. Ceci, pour aider a mieux connaitre leurs réponses adaptatives en ce milieu.
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Matériel et méthodes

1. Matériel végétal

En plus des six génotypes d’orge utilisés dans 1’expérimentation du chapitre Il, deux
autres génotypes ont été ajoutés qui sont Nure et Tremois. Nure est une orge a 2 rangs, elle est du
type hiver destiné pour I'alimentation animale. C’est une variété trés productive, résistante au
froid et a la sécheresse. Elle a été sélectionnée en Italie. La variété Tremois est une orge a deux
rangs, d’origine frangaise destinée a la brasserie. Elle est sensible au froid et a la sécheresse.

L’intérét de ces deux variétés réside au fait qu’une cartographie génétique construite sur
la base de la population double haploide du croisement Nure x Tremois a permis de séparer des
caracteres d’intéréts agronomiques telles que la tolérance a la sécheresse et le froid, la demande

en vernalisation, I'adaptation saisonniere de la croissance ainsi que la qualité brassicole.

2. Désignation des marqueurs

Sur la base des genes cartographiés par TONDELLI et al. (2006), FRANCIA et al.
(2004) et Von zitzewitz et al. (2005) ont été choisis les marqueurs qui décrivent le type
d’adaptation saisonniére, la précocité a 1’épiaison, la tolérance au froid et les génes candidats

pour la tolérance a la sécheresse (Tableau 12 ; annexe 4 ; figure 22).
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Tableau 12. Présentation des marqueurs utilisés dans la description biomoléculaires des

génotypes d'orge cartographiés sur la population Nure x Tremois.

Type de _
Marqueur chromosome description
marqueur

Facteur de transcription MADS-box, semblables a des
HvBMb5a (VRN-H1) 5H CAPS génes de la famille SSQUAMOSA (SQUA)

Facteur de transcription en doigt de zinc, de
HvZCCT-H (VRN-H2) 4H STS répresseur de la HvBM5a (VRN-H1)

géne de la période de floraison, FLOWERING
HVFT (VI’n-H3) 2H ARMS-PCR LOCUST de H. Vu|gare

pseudo régulateur de réponse (PRR, pseudo response
PRR (PPDH1) H STS regulator). régulation du rythme circadien de I’orge

Facteur de transcription MADS-box, semblables a des
HvBM8 2H CAPS génes de la famille SQUAMOSA (SQUA)

Enolase Putative impliqués dans la résistance des
TC138581 (LOSZ) 5H CAPS p|antes au ge'
HVCBES 5H CAPS Facteur de transcription de CBF/DREB
HVCBE3 5H STS Facteur de transcription de CBF/DREB
HVCBF4 5H ARMS-PCR  Facteur de transcription de CBF/DREB
HVCBF10B 5H sTS Facteur de transcription de CBF/DREB
HVCBF12 5H ARMs-pcr  Facteur de transcription de CBF/DREB

facteur de transcription impliquée dans la tolérance au
HVWRKY38 6H CAPS froid et la sécheresse

Inositol polyphosphate 1-phosphatase impliqués dans
TC147474 (FRY1) 7H STS la voie de transduction du signal dépendant de I'ABA

Facteur de transcription régulateur de I'expression des
TC143232 (ICE1) 7H CAPS génes CBF
Dhn3 6H STS associés a la tolérance ou en réponse a l'apparition des

basses températures ou a la déshydratation
Dhn7 6H STS
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Figure 22. Cartographie génétique de la population d’orge Nure X tremois (Francia et al.,
2004 ; Tondelli et al., 2006)
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3. Protocoles d’extraction de ’ADN génomique

L’extraction de ’ADN a été faite sur des feuilles vertes obtenues aprés semis en
phytotron de graines d’orge (variétés algériennes). Les variétés a partir desquelles s'est realisée la
comparaison a savoir Nure et Tremois leur ADN est conservé au niveau du Centre de Recherche
Génomiques de Fuorenziola d'arda d’Italie.

La technique d’extraction utilisée est celle du kit promega wizzard magnetic 96 DNA
plant system. Le protocole consiste a mettre 8 mm de feuilles fraiches coupées et mises dans des
tubes. On ajoute a ces feuilles les billes métalliques et 350 pl du Lysis buffer A. aprés fermeture
des tubes on procede a la mise en marche du Mixer Mill MM300 qui permet 1’agitation des tubes
pendant 1° a une vitesse de 20 Hz, 1°30°> a 20 Hz et 1’ a 20 Hz. Une fois terminé, on procéde a
la centrifugation des tubes a 2000 tours par minute pendant 10°.

On prépare un mélange a base de MAGNESIL et de Lysis Buffer B a raison,

respectivement, de 800ul et 5120ul (pour 96 échantillons et si on dispose d'un nombre moindre
on doit faire la conversion) dans notre cas on a six échantillons, pour cela nous avon eu besoin de
200,1 pl et de 1281 pl..
On prend 60 pul de ce mélange que 1’on met dans une palette ELISA (U), on lui ajoute 150ul du
surnageant ensuite on agite 10 fois et on laisse incuber a température ambiante pendant 5°. On
dépose notre palette, par la suite, sur le MAGNATBOT 96 MAGNETIC SEPARATION
DEVICE. Le magnesil et I’ADN vont migrer vers les pdles magnetiques, le liquide restant est
constitué d’impuretés non disponibles que 1’on doit pipeter et éliminer.

On retire la palette du MAGNATBOT 96 et on ajoute 150l de la solution de lavage. On

ajoute cette solution doucement tout en remuant le contenu de la palette afin de créer un mélange
homogéne (mélanger en pipetant 10 fois).
Remettre la palette sur le magnatbot 96 pendant 30°°, éliminer le liquide. On ajoute la wash
solution pour laver notre ADN a raison de 100 ul. apres mélange complet et parfait on laisse
incuber le mélange a température ambiante pendant 5° a 10°. On remet la palette sur le
magnatbot 96 pour faire migrer I’ADN vers les pdles magnétiques.

A la fin de cette opération on aura de ’ADN purifié maintenu sur le magnesil et du

liquide contenant les impuretés qu’on €limine.
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La derniére étape de cette extraction consiste en 1’addition de 100 pl d’eau désionisée et
stérile et on les laisse incuber pendant 5’a température ambiante. La présence de 1’eau va séparer
I’ADN du magnésil.

On met la palette sur le magnatbot 96 pendant 1°, dans ce cas ci on a la migration du
magnésil vers les poles magnétiques, I’ADN extrait reste en suspension dans 1’eau.

On procede au prélevement de I’ADN que I’on met dans des tubes Ependorf.

4. Evaluation de la quantité et la qualité de mesure de ’ADN

La qualité de ’ADN extraite a été d’abord vérifiée sur gel d’agarose a 0,8% puis par la
mesure de la densité optique (DO) a 260nm. En effet, 2ul d’ADN plus 2ul de tampon de charge
déposé dans les puits du gel, se font migrés dans le tampon TBE (Tampon Tris Borate) pendant
30 minutes a 50mV. Le gel, apres sa coloration dans un bain de Bromure d’éthidium (0.1%) a été
visualisé sous UV. Ce test a été réalise deux fois en présence d’une quantité connue de I'ADN de
phase A non digéré.

Par ailleurs, la quantit¢ d’ADN extraite a été évaluée par la mesure de la DO a 260nm.
Elle est déterminée selon la formule suivante: quantit¢ d’ADN (ng/ul)= valeur d’absorbance a
260nm x 50 x facteur de dilution. Une autre mesure de la DO prise a 280nm a permis d’évaluer
également la quantité de protéine contenue dans la suspension d’ADN. Ainsi, le rapport entre
ces deux mesures: DO260/D0O280 constitue un moyen évaluatif numérique permettant
d’apprécier la qualité ou la pureté de notre extrait d’ADN. En effet, plus ce rapport tend vers 2
plus D’extrait d’ADN est qualifié¢ de meilleur ou pure et peut €tre utilisé dans plusieurs techniques

d’amplification.

5. Procédures d’amplification de I’ADN par PCR
Le mélange réactionnel ainsi que la réaction PCR doivent étre en fonction de chaque

technique moléculaire, adaptés a I’espéce végétale.

5.1. Mise au point de la réaction PCR/STS

La technique STS (Sequence Tagged Sites) basée sur la réaction PCR, utilise des amorces

spécifiques d'une sequence cartographiée. Les amorces sont codominants, c’est a dire qu’ils
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peuvent distinguer des homozygotes des hétérozygotes. lls tendent aussi a étre plus

reproductibles, a cause des séquences d’amorces plus longues
5.1.1. Le mélange réactionnel

Selon le marqueur nous avons composé un mélange réactionnel (Tableau 13). Le volume
final nécessaire pour la réaction PCR est fixé a 25pl.
Tableau 13.Composition du mélange réactionnel pour PCR/STS pour les marqueurs Hv-zcct-H,
Hv-Cbf 3, Hv-Cbf10 et Fryl (TC147474).

- Hv-zcct-H, Hv-Cbf 3, Hv-Cbf10 et Fryl (TC147474) Dhn3 et Dhn7.
eacis Concentration initiale Volume de prise Cong;&:;lr:tion Volume de prise
PCR Buffer, 10X 1l 1X 1,5 pl
DMSO - 0.50ul - 1.50pl
MgCl, 50 mM 0.35l 1.75 mM 0.9l
dNTP 10 mM 0.25 pl 0.25 mM 0.3l
Primer Forward 10 uM 0.50 pl 0.48 uM 0.50 pl
Primer Reverse 10 uM 0.50 pl 0.48 uM 0.50 pl
Tag DNA-Polymérase 5U/ul 0.10 ul 0.5 U/réaction 0.15 pl
ADN génomique 20 ng/ul 2.0 ul 40 ng/réaction 2.5l
H,O - 4.8 ul - 7.65 pl

L'ADN génomique a été amplifié en utilisant des amorces congues comme décrit ci-
dessus, en utilisant un protocole de PCR développé spécifiquement pour I'amplification de

marqueurs STS.

5.1.2. Les conditions de la PCR

Ce protocole d'amplification utilise une polymérase d’ADN recombinant a haute fidélité
QIAGEN, qui facilite I'amplification des modeles difficiles (GC-régions riches présents dans
tous les sites internes des génes ou des régions a structure secondaire extensive), qui modifie le
comportement de dénaturation. Pour cette raison, il est nécessaire d'optimiser la réaction de PCR
pour chaque amorce-systéme de modeles.

Le profil d'amplification optimisé pour les marqueurs Hv-zcct-H, Hv-Cbf 3, Hv-Cbf10 et Fryl
(TC147474) est presenté sur le Tableau 14.
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Tableau 14. Profil d'amplification des marqueurs STS Hv-zcct-H, Hv-Cbf 3, Hv-Cbf10 et Fryl
(TC147474).

2 minutes a 94°C

30 secondes a 94°C

30 secondes a 55°C 40 CYCLES
1 minute a 72°C
7 minutes a 72°C

Les déhydrines ont été traités sous des conditions différentes et elles sont présentées sur
le Tableau 15.

Tableau 15.Profil d'amplification des marqueurs STS déhydrines Dhn3 et Dhn7.

2 minutes a 94°C
1 minute a 94°C
1 minute a 61°C 40 CYCLES
1 minute a 70°C
7 minutes a 72°C

Les résultats d’amplification ont été mis en évidence sur un gel d'agarose a 1,5%, aprés
séparation par électrophorése des échantillons et la coloration de I'ADN au bromure d'éthidium,
le gel est ensuite observe avec la caméra GelDoc1000 instrument et numérisées avec le logiciel
Molecular Analyst ® Bio-Rad .

5.2. Mise au point de la PCR/CAPS

Les marqueurs CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence; Konieczny et
Ausubel, 1993) sont des co-marqueurs dominants, facilement obtenus a partir de marqueurs SNP
dans des genes sequences. Cette technique consiste a digerer le fragment amplifié avec une ou
plusieurs enzymes de restriction a site de reconnaissance tétranucléotidique et a révéler le
polymorphisme des sites de restriction par électrophorése classique sur gel d'agarose ou

d'acrylamide non dénaturant.
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5.2.1. Le mélange reéactionnel

La méthode commence par une PCR de la séquence cible et la vérification des résultats
sur un gel d'agarose a 1,5%. Un trés bon rendement de cette premiére étape est nécessaire pour
donner assez de substrat pour la digestion par les enzymes spécifiques. Le mélange réactionnel
amplifié est le méme que celui utilisé pour les STS. Le test de la bonne marche de I'amplification
s'est limité a la premiére et la derniére variété en guise d’échantillon représentatif de touts les

variétés.

5.2.2. Conditions de la PCR
Les conditions de la PCR sont les conditions QIAGEN (Cf tableau 13) pour tous les

marqueurs a l'exception du marqueur HYWRKY38 (tableau 16)

Tableau 16. Profil d'amplification pour le marqueur HYWRKY38

2 minutes a 94°C
30 secondes a 94°C
30 secondes a 61°C 40 CYCLES

2 minutes et 30" a 72°C

7 minutes a 72°C

5.2.3. Le mélange de la digestion
Cette technique nécessite un mélange réactionnel spécifique qui fait intervenir une

enzyme approprié a chaque marqueur pour un volume final de 15 ul (Tableau 17).

Tableau 17.Protocole de digestion enzymatique pour les marqueurs du type CAPS.

Réactifs HvBMS8 TC138581 (LOS2) HvCBF8 (\H/é?\IM:% HVWRKY38
Produit de la PCR 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl
Tampon 1.5l 1.5l 1.5 ul 1.5 ul 1.5 ul
Eguﬁir(s)ovine Serum 15 ul i 15 pl i i
H,O 1.5l 3.3 ul 1.8 ul 3.1l 3.3 ul
Enzyme Nael 0.5ul Alu26(GP)0.2 ul Ddel(GP) 0.2 ul  Nlelll 0.4 ul  Xap 10.2 pl
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Le mélange est incubé -pour que la digestion enzymatique se réalise- pendant deux
heures a 37°C. Une fois l'incubation arrétée on ajout 3 pl de Bleu de Bromophénol.

Les produits de digestion ont eté chargés sur gel d'agarose a 1.5% avec 6ul de Bromure
d'éthidium. L'électrophorese est lancée a 130 mV pendant une heure. Le gel est ensuite observé
avec la caméra GelDoc1000 instrument et numérisées avec le logiciel Molecular Analyst ® Bio-
Rad.

5.3. Mise au point de la PCR/ARMS

Dans le cas ou les SNP ne sont pas situés dans les sites de reconnaissance des enzymes de
restriction, une alternative simple pour le génotypage peut étre appliquée, une PCR tetra-primer
ARMS (amplification refractory mutation System; Ye et al., 2001), également connu sous le
nom Bi-Pasa (Bidirectional PCR amplification of specific alleles). Il s'agit d'un multiplex de
PCR utilisant deux couples d'amorces: I'amorce extérieure originale et deux nouvelles amorces
intérieures spécifiques d'alléles, avec laquelle les deux alléles alternatifs sont amplifiés en méme

temps et en directions opposées.

5.3.1. Le mélange réactionnel

La techniqgue PCR/ARMS a été réalisée en utilisant le protocole PCR développé pour la
PCR/STS, seules les amorces différents. En effet, le mélange réactionnel pour un seul marqueur
contient les amorces spécifiques a la variété Nure et un mélange paralléle contenant les amorces

spécifiques a Tremois.

5.3.2. Conditions de la PCR/ARMS

Le profil d'amplification optimisé pour les marqueurs du type ARMS est le méme que
celui développé pour les PCR/STS (Tableau 18).
Tableau 18. Profil d'amplification pour les marqueurs

2 minutes a 94°C

30 secondes a 94°C

30 secondes a 55°C 40 CYCLES
1 minutes a 72°C
7 minutes a 72°C
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Les résultats ont été mis en évidence sur un gel d'agarose 1,5% a 130 mV pendant une
heure. Apres séparation par éelectrophorése des échantillons et la coloration de I'ADN avec du
bromure d'éthidium, le gel est ensuite observé avec la caméra GelDoc1000 instrument et

numeérisées avec le logiciel Molecular Analyst ® Bio-Rad .

6. Séquencages des marqueurs HYWRKY38 et HYCBF4
Le séquencage a été entrepris afin de révéler du polymorphisme de type SNP ou IN/DEL
chez les génes HYWRKY38, HVCBF4, TC143232 (ICE1).

6.1. Mélange réactionnel de I'amplification PCR
Le mélange réactionnel est a chaque fois préparé avec les primers des marqueurs ciblés (Tableau

19).

Tableau 19.Composition du mélange réactionnel pour I'amplification de I'ADN a séquencer

Réactifs TC143232 (ICE1) HVCBF4
PCR Buffer, 6.0 pl 6.0 pl
DMSO 1.50ul 1.50ul
MgCl, 1.8 ul 1.8 pl
dNTP 0.75 pl 0.75 pl
Primer Forward 1.50 pl 1.50 pl
Primer Reverse 1.50 pl 1.50 pl
Taq DNA-Polymérase 0.30 pl 0.30 pl
ADN génomique 5.0 5.0
H,0 11.65 pl 11.65 pl
Volume final 30 pl

6.2. Conditions de la PCR
Le profil d’amplification adopté est reporté sur le tableau 20. Les résultats ont été mis en
évidence sur un gel d'agarose 1% a 60mV pendant quarante minutes, pour verifier le bon
fonctionnement de la PCR. Le volume de chaque échantillon est de 5ul auguel nous avons ajouté
1ul du bleu de Bromophénol.
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Tableau 20.Profil d'amplification pour les marqueurs

2 minutes a 94°C

30 secondes a 94°C

30 secondes a 55°C 40 CYCLES
1 minute a 72°C
7 minutes a 72°C

Apres séparation par électrophorése des échantillons, le gel est ensuite observé avec la caméra
GelDoc1000 instrument et numérisées avec le logiciel Molecular Analyst ® Bio-Rad.

6.3. Purification du produit de la PCR

La purification de I'ADN est toujours recommandée en raison de I'exces, dans la solution,
de fragments non reconstitués en groupe, des nucléotides libres et des composantes de la PCR,
en effet, les solutions tampon inhibent les réactions de séquencage d’ADN et de visualisation.
L'ADN amplifié est séparé de ces eléments indesirables dans une colonne de nettoyage en
utilisant le protocole kit wizard sv gel and PCR clean-up system Figure 23).
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- Transfert de la solution sur mini-colonne

Fixation de I'ADN _<

sur la membrane . . ) )
Incuber 1 minute a température ambiante

Centrifuger 1 mina 10000 g
Jeter le liquide collecté et le tube collecteur

«— 09

N7

Placer la colonne sur un nouveau tube collecteur

700 pL de Membrane Wash Solution
contenant de 1"éthanol 70 %
Centrifuger 1 min a 10 000g

Jeter le liquide collecté

Lavages <

500 pL de Membrane Wash Solution
Centrifuger 5 min a 10 000g
Jeter le liquide collecté et le tube collecteur

N

Placer la colonne sur un nouveau tube collecteur

4+—

Elution des
amplimeéres 50 uL. d’eau RNase-free

Centrifuger 1 min a 10 000 g : récupérer I'ADN

.

3

Figure 23. Etapes du protocole de purification de I’ADN par le kit wizard sv gel and PCR clean-
up system (PROMEGA)

Afin de mener & bien I'épuration, un volume égal de solution de fixation & la membrane
est ajoutée a des produits de réaction PCR suivie par le transfert du mélange a l'intérieur de la
minicolonne associée a un tube de collecte (1,5 ml), I'ensemble est incubé pendant une minute a
la température ambiante. La mini colonne SV est centrifugé a 16000 tours / minute pendant une
minute, le liquide dans le tube de prélevement est ensuite éliminée. La mini colonne est inséree
dans un tube collecteur auquel on rajoute 700ul de solution de lavage de la membrane. On
centrifuge a nouveau a 16000 tours / minute pendant une minute; le liquide dans le tube de
prélevement est jetée et le lavage est répété avec 500ul de solution de lavage de la membrane et
on centrifuge a nouveau a 16000 tours / minute pendant 5 minutes. Apres le rejet, a nouveau, du
liquide dans le tube de collecte, une centrifugation a couvercle ouvert a été faite a 16000
tours/minute pendant un minute pour permettre I'évaporation de la solution de lavage de la

membrane. La mini colonne SV est ensuite transférée avec précaution dans un tube propre de
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prélevement de 1,5 ml auquel on rajoute 50ul d'eau exempte de nucléase, elle est appliquée
directement au centre de la colonne. La solution est ensuite incubée pendant une minute a une
température ambiante et centrifugés a 16000 tours / minute pendant une minute. Dans cette étape
finale, la solution percolé dans le tube collecteur est 'ADN pur qui peut étre conservé a 4°C ou -
20°C.

6.4. Vérification du produit de purification

Aprés purification et amplification, une vérification de la présence de I'ADN purifié
s'impose, pour voir s’il n'a pas été perdu au cours de la purification et afin d'identifier son poids
moléculaire et l'intensité de la bande; une échelle de 100 bp est utilisée comme marqueur de
taille moléculaire.

Une électrophorese a été réalisée sur gel d'agarose 1% a 120 mV pendant trente minutes.
Le volume de chaque échantillon est de 3ul auquel nous avons ajouté 1ul du bleu de
Bromophénol.
Aprés séparation par électrophorése des échantillons, le gel est ensuite observé avec la caméra

GelDoc1000 instrument et numérisée avec le logiciel Molecular Analyst ® Bio-Rad.

6.5. Séquencage de I'ADN amplifié

Le séquencage des échantillons est réalise selon le protocole d'Applied
Biosystems pour le séquencage DYE-Terminator. La réaction de séquence a été réalisée en
utilisant le kit Big Dye Terminator pour le séquenceur ABI Prism 310 (Applied Biosystem). Ces
kits contiennent les quatre ddNTPs avec différents marqueurs fluorescents, la Taq polymérase et
les dideoxyribonucleotides. Le mélange réactionnel est composé, en plus du Big Dye, de solution
tampon et des amorces. Ce mélange est répartie en deux volumes chacun contient soit I'amorce
forward soit la reverse (Tableau 21). Les conditions de séquencage sont rapportées sur le tableau
22.
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Tableau 21. Composition du mélange réactionnel pour I'amplification de I'ADN a séquencer

Réactifs TC143232 (ICE1)
Big Dye 0.3 l

PCR Buffer, 2 ul
Primer Reverse/ Forward 0.8 ul

ADN génomique (1.5 ng/100pb) 1l

H20 5.9 l

Tableau 22. Profil de séquencage

10secondes a 96°C
5secondes a 50°C 35CYCLES

4 minutes a 60°C

Les produits d’extension sont purifiés avant le passage sur le séquenceur pour éliminer
les marqueurs non incorporés, les sels et les autres contaminants. On utilise la méme procédure

de purification qui a été citée plus haut, puis les nucléotides correspondants

6.6. L’analyse des séquences

Les séquences obtenues ont été inscrites sur un systeme informatisé qui a son tour
organise la gamme de nucléotides de la séquence résultante. L’analyse des séquences a été
réalisée avec le logiciel GAP4 STADEN PACKAGE. Ce logiciel permet d’aligner plusieurs
séquences et de visualiser chaque chromatogramme associé¢ a chacune d’elles. La vérification
visuelle du chromatogramme de chacune des séquences a permis de corriger manuellement les
séquences en comparant les quatre couleurs du chromatogramme par rapport aux nucléotides

correspondant (Figure 24).

1040, 1ten o 1Zogy o o 1zEe o 1Ze0 140 o 13z0 o 1600

TTGGCGTAARTCATGGTCATAGC TGTTTCETGTOGTGARAARTTGTTATCEL
el 188 114 128 138

Figure 24. Chromatogramme d’alignement des séquences
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Pour chaque locus séquencé, les séquences ont été rassemblées en format alignés en
utilisant le méme. La séquence de référence a été extraite de GenBank (NCBI) et est relative aux
géenes du genotype Nure, permettant, ainsi, de comparer les séquences paralléles par la présence
de SNP ou de mutation du type insertion/délétion. Les informations génétiques de chaque
séquence sont regroupées de sorte a former des haplotypes (c'est-a-dire d'un ensemble de

marqueurs génétiques dont la I'association sur chaque chromosome homologue est connue).
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Résultats et discussions
1. Qualité et quantité de I'ADN extrait

Les résultats du tableau témoignent de I'efficacité de I'extraction qui permet d'offrir une
bonne matrice pour les diverses réactions PCR. Les échantillons qui ont présenté un ratio

DO,60/DO02gp supérieur & 1.8 ont été exploités (Tableau 23).

Tableau 23. Qualité et quantité d’ADN extrait a partir des six accessions algériennes d'orge.

Génotypes Quantzaz;l:l)l G Rapport de DO,g/DO2s Quaéletle (;1,2;310);: sur
Tichedrett 72.3 1.838 | —
Soufara’s’ 36.65 2.007 —
Rahma 34.55 2.241 S —
Fouara 28.35 1.877 ——
Tissa 22 2.017  ———
Elbahia 18.8 3.583 SE—

Le génotype Tichedrett a présenté une concentration élevé en ADN, elle a été diluée avec
de I'eau. Le génotype Elbahia s'est caractérisé par le taux d'/ADN le moins concentré. La qualité
de I’ADN extraite joue un role important dans la réussite de son amplification par PCR. Grace au
bon rendement en qualité et en quantité d’ADN obtenu, la phase de la mise au point de

différentes techniques d’amplification via PCR, a été trés réduite.

2. Description génétique de la floraison chez les génotypes d’orge
2.1. Détermination des genes de vernalisation

Sur gel d’agarose pour le géne HvBMb5a (VRN-H1), tous les génotypes locaux ont
présenté une bande identique a celle de Tremois a I’exception de Soufara’s’ qui est identique a
Nure (Figure 25). Sur la base des travaux de Vonzitzewitz et al. (2005), le génotype Nure
présente l'allele récessif de vrn-H1, alors que le génotype Tremois présente l'allele dominant
Vrn-H1. Nos résultats suggérent que les génotypes ont tous l'allele dominant Vrn-H1

contrairement a Soufara’s’ dont l'alléle vrn-H1 est récessif.
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Figure 25. Polymorphisme généré par le marqueur CAPS, HvBM5a (VRN-H1) sur les six
génotypes locaux (Tichedrett:V1, Soufara’s’:V2, Rahma:V3, Fouara: V4, Tissa: V5 et Elbahia:V6) comparé

avec les génotypes Nure(v7) et Trémois (v8).

Le marqueur HvZCCT-H (VRN-H2) a genéré un profil polymorphe ce qui a permis de
réveéler le type de génes pouvant exister chez les génotypes sélectionnés en Algérie. On constate
gue nous avons quatre génotypes dont l'allele est identique a celui de Nure soit Tichedrett,

Fouara, Tissa, et Elbahia. Les autres génotypes ont le méme allele que Trémois et ce sont
Soufara ‘s’ et Rahma (figure 26).

Vil vZ v3 V4 Vg Vg Vi Vg

- .=

Figure 26. Polymorphisme généré par le marqueur STS, HVvZCCT-H (VRN-H2) sur les six
génotypes locaux (Tichedrett:V1, Soufara’s’:V2, Rahma:V3, Fouara: V4, Tissa: V5 et Elbahia:V6) comparé aux

génotypes Nure(V7) et trémois (V8).

D’aprés Vonzitzewitz et al. (2005), la description des alleles VRN-H1 et VRN-H2 est
suffisante pour expliquer les besoins en vernalisations de I'orge. HYBM5a est impliqué dans
I'édification du méristéme floral, il est considéré comme déterminant de VRN-H1 (Danyluk et al.,
2003; Trevaskis et al., 2003; Vonzitzewitz et al. 2005; yan et al., 2003). Chez certaines variétés
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qui ont besoin de vernalisation, ce géne est activé par 1’exposition prolongée aux températures
basses (Danyluk et al., 2003; Trevaskis et al., 2003; Yan et al., 2003).

La relation entre le type de croissance et la génétique de la vernalisation fait ressortir trois
types d'orge : le type d'hiver qui est exigeant en vernalisation parce qu'ils ont le géne VRN-H2
dominant (Vrn-H1) qui code le répresseur et ils ont des alléles VRN-H1 récessifs (vrn-H1) qui
ont un site de fixation pour le répresseur.

Les genotypes Facultatifs ne nécessitent pas de vernalisation car méme s'ils ont des
alleles VRN-H1 avec le site de liaison du répresseur (vrn-H1), ils manquent compléetement de
VRN-H2 géne qui code le répresseur (vrn-H2).

Les types de printemps n'ont pas besoin de vernalisation, parce qu'ils ont des alléles VRN-
H1 qui n'ont pas un site de liaison du répresseur (Vrn-H1), le géne VRN-H2 peut ou ne pas étre
présents (Vrn-H2 ou vrn-H2).

Le tableau 24 représente le modele épistasique Vrn2/Vrnl proposé par Yan et al. (2004)

pour T.monococcum et appliqué pour I'orge par VVonzitzewitz et al. (2005).

Tableau 24. Récapitulatif des interactions épistasiques et le type d'orge qui en résulte.

Vrn-H2 vrn-H2
ZCCT , zcct
Vrn-H1 BM5A / BM5A
vrn-H1 ZZCT L zcct
P bmba / 4 bmba

Orge d'hiver (Nure) Orge facultative Orge de printemps (Tremois)

Si on considére que Nure présente l'allele A et Tremois l'alléle B, les génotypes locaux
seront: Le génotype Rahma porte les alléles de Tremois qui est du type printemps (Tableau 25).
Les génotypes Tichedrett, Fouara, Tissa et Elbahia ont le géne de vernalisation mais n’ont pas le
site de répression codé par Vrn-H1, ils n’ont donc pas besoin de vernalisation pour fleurir, ils
sont du type printemps. Soufara’s’ est du type facultatif tolérante au froid et n’a pas besoin de

vernalisation pour fleurir.
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Tableau 25. Description génétique du type d'orge des génotypes locaux par rapport a Nure et

Tremois

Génotype K)ﬁ[\f_ﬂ? H(\\//ngcl_'ll' 2)H Type d'orge
Nure A A Hiver
Tremois B B Printemps
Tichedrett B A Printemps
Soufara’s’ A B Facultative
Rahma B B Printemps
Fouara B A Printemps
Tissa B A Printemps
Elbahia B A Printemps

2.2. Description de la précocité a I’épiaison des génotypes d’orge

La description de la précocité a 1’épiaison a été faite sur la base des génes PPD-H1,

VRN-H3 et HYBM8. Au cours de notre expérimentation nous avons eu recours au sequencage des

génes PPD-H1 et VRN-H3 en raison de I’absence de marqueurs polymorphes entre Nure et

Tremois permettant de faire ressortir un polymorphisme entre les individus. Pour HvBMS, un

marqueur du type CAPS suffit pour ressortir tout polymorphisme.

Les séquences de VRN-H3 des variétés d’orge ont été comparées avec celle de Nure et

Tremois. Le tableau 26 montre les polymorphismes existant entre les variétés pour VRN-H3.

Tableau 26. Les haplotypes générés par le polymorphisme SNP a la suite du séquencage de Hv-

FT1 (Vrn-H3) des génotypes étudiés par rapport a Nure et Tremois.

Position (pb) haplotype Position

352 369 550
Tichedrett T C | T
Soufara’s’ T C | T
Rahma C C ] T
Fouara C T 1l T
Tissa T C | T
Elbahia C C | T
Nure T C | T
Tremois T C | T

C : cytosine ; G : guanine ; A : adénine et T : tyamine
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Nous avons noté trois haplotypes distinguant les différents génotypes. Par ailleurs et sur
la base des travaux de Yan et al. (2006) sur le gene VRN-H3, la présence de la base Tyramine sur
la position 550, et qui est considérée comme étant positionné sur I’intron actif signifie 1’all¢le
récessif vrn-H3. Comparativement a nos résultats, la présence de la base tyramine sur cette
position confirme la récessivité de cet alléle chez nos variétes.

Le polymorphisme existant de PPD-H1 est du type single nucleotides polymorphisms
(SNP) localisé a la position 436 pb avec un changement au niveau des acides G/T qui est une
mutation fonctionnelle : T signifie 1’all¢le récessive ppd-H1, G signifie 1’alléle dominant Ppd-H1
(Turner et al., 2005).

Le séquencage de PPD-H1 a généré un polymorphisme entre les variétés. En effet, Nure
et Tremois présentent 1’allele récessive ppd-H1 (Tondelli et al., 2006), qui n’a pas d’effet en
jours courts, ce qui est le cas de Soufara’s’, Fouara et Tissa. Les génotypes Tichedrett, Rahma et
Elbahia ont présenté un allele dominant Ppd-H1 qui, en jours longs, confere la précocité a

I’épiaison. Le tableau 27 résume les résultats des deux genes.

Tableau 27. Description des genes Ppd-H1 et Vrn-H3 des génotypes d’orge sélectionnés en
zone semi aride par rapport a Nure et Tremois

PRR, Ppd-H1
(2H) HvFT1, Vrn-H3 (7H)
Nure C C
Tremois C C
Tichedrett D C
Soufara’s’ C C
Rahma D C
Fouara C C
Tissa C C
Elbahia D C

L’alléle dominant Ppd-H1 confére la floraison précoce sous des jours longs et semble
n’avoir aucun effet en jours courts (Turner, 2005). L’alléle dominant Vrn-H3, est un promoteur
de la floraison qui est sur exprimé par les jours longs et régule positivement vrn-H1 en I’absence
de I’alléle dominant Vrn-H2. L’alléle récessive vrn-H2 élimine 1’effet des différences allélique

de VRNL1 et VRN3 sur la période de floraison (Dubcovsky et al., 2005, Tranquilli et Dubcovsky,
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2000, Takahashi et Yasuda, 1971).

Les jours longs accélerent la floraison par 1’accélération du développement de I’apex
reproducteur (Roberts et al., 1988), dans ces conditions la réponse aux jours longs est réalisée
par I’intermédiaire de Hv-FT (VRN-H3) dont I’expression chez I’orge et le blé est induite par les
jours longs. L’induction de la floraison par les jours longs nécessite 1’intervention de Ppd-H1.
D’aprées Hemming et al. (2008), la suppression de VRN-H2 favorise la rapide initiation florale
que s’il est associé avec 1’alléle dominant Ppd-H1.

L’analyse de I’expression de HYBM8 et son interaction avec les génes Vrn-H et les génes
PPD-H pourrait améliorer la compréhension du contréle de la floraison des céréales. Ce géne est
exprimé au cours de la floraison dans les jours a luminosité allant de 10 a 12 heures apres
vernalisation que ce soit chez les variétés de printemps ou d’hiver, mais il n’est pas exprimé en
jours longs de 16 heures de luminosité que ce soit avec ou sans vernalisation (Tondelli et al.,
2008).

L’¢électrophorése du géne HVBMBS, qui est un marqueur du type CAPS a été réalisée aprés
digestion par I’enzyme Nael. Elle a permis de distinguer le polymorphisme entre les différents

génotypes (Figure 27).

Vi V2 v3] 4 g e v vg

PRI pea—

Figure 27. Polymorphisme généré par le marqueur CAPS, HVBMS sur les six génotypes locaux
(Tichedrett:V1, Soufara’s’ : V2, Rahma:V3, Fouara: V4, Tissa: V5 et Elbahia:V6) comparé avec les génotypes
Nure(V7) et trémois (V8).

D’aprés Tondelli et al. (2008), les variétés ayant 1’allécle HYBM8 de Nure sont précoces.

Sur la base des résultats de 1’électrophorése, on peut dire que tous les géenotypes locaux sont

99



Chapitre 111. Etude du polymorphisme génétique de quelques génotypes d’orge sélectionnés pour la zone semi

aride
——— ———

identiques a Nure (présentent la méme bande) et sont du type précoce a I’exception de Tissa qui

a présenté le méme alléle que Tremois et peut étre considérée comme tardive (Tableau 38).

Tableau 28. Description du géne HVBMS8 des génotypes d’orge sélectionnés en zone semi aride

par comparaison a Nure et Tremois.

Génotype HE'ZI?_?;IS
Nure A
Tremois B
Tichedrett A
Soufara’s’ A
Rahma A
Fouara A
Tissa B
Elbahia A

2.2.1. Discussion

L’initiation florale s’effectue suite au role signalétique de la protéine FT issue a partir des
voies de vernalisation et de photopériodisme (Kardailsky et al.,1999; Kobayashi et al., 1999). La
protéine FT fonctionne comme une molécule systémique de signalisation des feuilles a 1’apex,
elle est dite florigéne (Corbesier et al., 2007; Jaeger and Wigge, 2007; Mathieu et al., 2007). Il
est connu que la réponse a la longueur du jour est contrélée par HVFT (VRN-H3) dont
I’expression est induite par les jours longs dont I’induction nécessite le géne Ppd-H1 (Trevaskis
et al. 2007). En I’absence de 1’activité de VRN-H2, I’induction en jours longs de HVFT induit la
précocité a la floraison.

Si on essaye de comparer la voie génétique de la floraison des différents génotypes selon
le modéle proposé par Cockram et al. (2007) sur la figure 28, plusieurs voies peuvent étre
proposeées pour les variétés étudiées.

Le genotype Tremois est une orge de printemps du type tardive, et ne présentent pas de
site de liaison pour VRN-H2 (Tondelli et al., 2008). Sa floraison est déclenchée, pour des semis
d’automne, suite a leur sensibilité aux jours longs qui surviennent au milieu de I’hiver. En effet,
la délétion de VRN-H2 chez les genotypes printemps induit la floraison précoce sous les jours
longs, mais pas en des conditions de jours courts (Karsai et al., 2005). Ceci ne fait pas de

Trémois une variété précoce. En effet, sous régime allant de 10 & 12 h de lumiére, 1’expression
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de VRN-H2 disparait et laisse la place a une forte expression HvBM8. Selon Tondelli et al.

(2008), I’all¢le de HYBMS8 présent chez Tremois induit une floraison tardive.

basse
temperature

v \ 7

ppd-H1 Vrn-H2

lumiére lumiére

Floraison

Figure 28. Les majeures voies génétiques de la floraison adaptée par Cockram et al. (2007) pour

I’orge et le blé.

La variété Nure a besoin de froid en jours courts pour la levée de répression de VRN-H2
(dominant) sur VRN-H1(récessive) et VRN-H3 (récessive), ce qui implique son appartenance au
type d’hiver. Aprés la germination, VRN-H3 est réprimée par des niveaux élevés de VRN-H2, ce
qui empéche I'induction de VRN-H1. VRN-H1, initialement transcrit a des niveaux tres bas dans
les feuilles et les apex, est peu a peu régulé a la hausse lors des jours courts et froids d'hiver
quand VRN-H2 est sous régulé. La precocité de Nure est attribuée a la présence de I’alléle
dominant HVBM8. Aucun des génotypes étudiés, y compris le témoin local Tichedrett, ne
semblent appartenir au type d’hiver précoce tel que Nure

Les génotypes Tichedrett et Elbahia, par la présence des alleles dominants Vrn-H1, Vrn-
H2, Ppd-HI et I’all¢le récessive vrn-H3.ils semblent étre du type printemps et n’ont pas besoin
de vernalisation pour I’induction florale (figure 29). Par la dominance de Ppd-H1, ces deux
génotypes répondent fortement a la longueur du jour. En effet, ce géne n’a aucun effet en jours
courts (Cockram et al., 2007). Toutefois, la présence de 1’allele HYBM8 de Nure qui assure la
précocité a la variété, fait de nos deux génotypes des variétés du type printemps et dont la

floraison est précoce en réponse aux jours longs.
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Figure 29. La voie de floraison proposée pour Tichedrett et Elbahia

Les génotypes Tissa et Fouara se caractérisent par la dominance des alleles Vrn-H1 et
Vrn-H2 et la récessivité de ppd-H1 et vrn-H3. Ces orges de printemps présentent une floraison
tardive car elles sont affectées par la présence de Vrn-H2 qui est sensible aux jours courts et aux
basses températures. Par ailleurs, Fouara est plus précoce que Tissa par la différence du gene
HvBMS.

Le génotype Rahma se caractérise par la présence de I’allele dominant Vrn-H1 et les
alleles récessifs vrn-H2, ppd-H1 et vrn-H3. La présence de 1’alléle de printemps Vrn-H1/ vrn-H2
suggere que I’initiation florale, pour des semis d’automne, est sous le contrdle des jours longs,
c'est-a-dire qu’avec 1’augmentation du photopériodisme ’initiation florale se déclenche a la
sortie de I’hiver. D’aprés Karsai et al. (2006) les lignées dont 1’alléle récessif vrn-H2, réagissent
a I’allongement des jours. Cette réponse est associée a la présence de 1’allele HYBM8 identique a
celui de Nure dont la précocité et qui va se jumeler aux effets cité plus hauts.

Le génotype Soufara’s’ se caractérise par la récessivité de vrn-Hl/vrn-H2 qui est
spécifique au type d’orge facultatif. Ce type posséde ’all¢le d’hiver vrn-H1 qui lui confére sa
tolérance aux basses températures de I’hiver mais manque de répresseur Vrn-H2 (c'est-a-dire
présente vnr-H2) qui lui confére les besoins en vernalisation pour fleurir. Les alléles récessifs
ppd-H1 et vrn-H3 ne semblent intervenir qu’avec I’allongement des jours. Les génotypes
facultatifs sont considérés comme étant moins résistants a I'hiver, et sont cultives dans des zones

ayant des hivers doux, ou des pluies de fin dautomne, ou pour des raisons techniques
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I’agriculteur est obligé a réaliser des semis tardifs (Braun et Sédulescu, 2002). Du fait qu’ils

survivent aux hivers froids, ils sont souvent désignés par des orges d’hiver.

3. Génétique de I’adaptation de I’orge au stress abiotique
3.1. Détermination de la résistance au froid chez les génotypes d’orge sélectionnés en zone
semi aride

Deux groupes de geénes sont responsables de la tolérance au froid chez I’orge. Le premier
groupe comprend les génes de vernalisation qui retardent la floraison jusqu’a la sortie de I’hiver
et protegent ainsi les primordiums foliaires. Le second groupe comprend une série de facteur de
transcription cbfs répétés en tandem(C-repeat Binding Factor) situés sur le locus FR2 (Frost
résistance 2). Les facteurs de transcription cbf sont connus pour étre régulateurs du gene COR
(Cold Regulated genes) qui sont induits par le froid et conférent la résistance aux températures
gélifiantes. Le QTL de la tolérance au froid Fr-H1 coincide avec VRN-H1 (Hayes et al. 1993;
Laurie et al. 1995; Francia et al. 2004) qui a été décrit plus haut.

Notre étude du marqueur HvVCBF4, qui est du type CAPS, a permis de générer le
polymorphisme existant (Figure 30). On note que seul le génotype Rahma présente 1’allele de
Nure, alors que Tichedrett et Elbahia semblent étre identiques au génotype Tremois. Les autres
individus n’apparaissent pas sur le gel, ce qui signifie la présence d’un autre type d’allele de

Cbf4 différent de Nure et de Tremois.

-
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Figure 30.polymorphisme généré par les marqueurs CAPS de CBF4 des génotypes locaux par

rapport a Nure (A) et Tremois (B). Tichedrett:V1, Soufara’s’:V2, Rahma:V3, Fouara: V4, Tissa: V5 et
Elbahia:\VV6) comparé avec les génotypes Nure(V7) et trémois (V8).
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La distinction par séquencage du géne Cbf4 a généré trois haplotypes, a savoir ceux
formés par le groupe de Nure et du groupe de Tremois et un troisiéme type de genes représenté

par Soufara’s’ et Fouara (Tableau 29).

Tableau 29. Les haplotypes générés par le polymorphisme SNP a la suite du séquencage de Hv-

FT1 des génotypes d’orge étudiés par comparaison avec Nure et Tremois.

Position (Pb)

93 300 494 531 haplotype

Nure G C G A 11
Tremois G C G C |
Tichedrett G C G C |
Soufara’s’ C T C G 11

Rahma G C G A 11
Fouara C T C G 1
Tissa G C G C |
Elbahia G C G C |

C : cytosine ; G : guanine ; A : adénine et T : tyamine ; H : hétérosis

Le résultat du polymorphisme pour Fr-H1 et Fr-H2 est résumé sur le Tableau 30. On
note qu’au niveau de Hvcbf4, seules Tichedrett, Tissa et Elbahia arborent les séquences de

Tremois. Les génotypes Soufara’s’ et Fouara semblent avoir le méme geéne.

Tableau 30. Récapitulatif de la description genétique de la résistance au froid des génotypes

d’orge locaux par rapport a Nure et a Tremois.

Génotype Fr-H2 Fr-H1
(Hvcbf4) (HvBMba)
Nure A A
Tremois B B
Tichedrett B B
Soufara’s’ C A
Rahma A B
Fouara C B
Tissa B B
Elbahia B B

HvCBF4 est considéré comme étant une séquence CBF appartenant au groupe des CBF

Situes sur le chromosome 5H, il représente le marqueur de pointe pour le QTL bifonctionnel Fr-
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H2 contrdlant la résistance au froid et I’expression des génes COR (Francia et al., 2004) dont le
produit conduit a la tolérance au froid (Shinozaki et al., 2003; Cattivelli et al., 2002).

Fr-H1 et Fr-H2 ont été identifiés dans la population double haploide de Nure x Tremois
et contribuent de 60 & 80 % de la variation phénotypique vis-a-vis de la tolérance au froid
hivernale (Tondelli et al., 2006), les génes Cbfs sont liés a Cbf4 et donc a Fr-H2.

Le génotype Nure, est résistant au froid, presente les alleles Fr-H1 et Fr-H2 dont résulte
la trés grande résistance aux basses tempeératures (Francia et al. 2004). Le génotype Tremois est
considéré comme étant moins résistant en raison du manque de un ou plus des genes cbf de Fr-
H1 (Stockinger et al., 2007). Les génotypes Tichedrett, Tissa et Elbahia semblent étre identiques
a Tremois et sont moins résistants au froid par rapport a Nure. Les autres génotypes présentent
des alléles différents, dont la résistance au froid doit étre expérimentée.

Les génotypes d’hiver ou de printemps semés a 1’automne ont la capacité de résister au
froid durant le stade végétatif coincidant avec I’hiver et offrent une production plus élevée en
raison de la longue période de croissance. La régulation froid/gel et la vernalisation sont
interconnectées (Kosova et al., 2008 ; Galiba et al., 2009). Les céréales du type hiver perdent la
résistance au froid aprés I’hiver et sont facilement atteints par les gelées printaniéres (Fowler et
al., 1999; Shroyer et al., 1995). Les températures basses susceptibles d’affecter la plante sont
entre -2°C et -8°C (Koo et al., 2007; Livingston et Swinbank, 1950). Le degré de dégat est en
fonction du stade de développement a savoir le stade de 1’épi, le nombre de talles et I’organe de

la plante (Chen et al.,1983; Olien, 1964).

3. 2. Recherche de polymorphisme des genes candidats de la résistance a la sécheresse
3. 2.1. Déhydrines

Le polymorphisme généré par les marqueurs STS qui mettent en évidence les différences
entres les alleles de Nure et Tremois a une région génomique associée a Dhn3 et Dhn7 et
comparé aux six genotypes etudiés est illustré sur les figures 31. Pour Dhn3 les génotypes
Tichederett, Tissa et Elbahia présentent 1’allele de Tremois alors que les autres génotypes
comportent celui de Nure. Les génotypes présentent également un polymorphisme pour Dhn7.
En effet, Tichedrett et Rahma ont 1’alleéle de Trémois alors que Soufara’s’ et Fouara ont celui de

Nure. Les génotypes Tissa et Elbahia ont un alléle différent (Tableau 31). Ce polymorphisme
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suggere une réponse diversifiée des génotypes d’orge aux froid/gel et a la sécheresse (Kosova et

al. 2007, Svensson et al. 2002).

Figure 31. Polymorphisme généré par marqueur STS, Dhn3 et Dhn7 sur les six génotypes locaux
(Tichedrett:V1, Soufara’s’:V2, Rahma:V3, Fouara: V4, Tissa: V5 et Elbahia:V6) comparé avec les génotypes

Nure(v7) et Trémois (v8).

Tableau 31. Tableau récapitulatif de description génétique des génes déhydrines Dhn 3 et 7
impliqué dans la résistance a la sécheresse chez les génotypes locaux par rapport a Nure et a
Tremois.

Génotype Dhn3 Dhn7
6H (NxT) 6H (NXT)
Nure A A
Tremois B B
Tichedrett B B
Soufara’s’ A A
Rahma A B
Fouara A A
Tissa B C
Elbahia B C

Les déhydrines sont associées aux QTL de résistance a la sécheresse (Black et al., 1999,
Cellier et al. 1998, Guy et al. 1992, Ingram et Bartels 1996, Labhilili et al. 1995, Cattivelli et al.,
2002). lls sont d'excellents indicateurs de la réponse globale du transcriptome aux basses
températures et a la sécheresse (Danyluk et al. 1998; Zhu et al. 2000; Kobayashi et al. 2004;
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Suprunova et al. 2004; Kosova et al. 2007 ; Tommasini et al., 2008). Les déhydrines
cartographiées sur le chromosome 6H sont regroupées (Pan et al. 1994; Campbell et Close 1997)
et en dessous des QTL de la RWC et de I’ajustement osmotique (Teulat et al., 2003).

Les protéines déhydrines sont localisées généralement a proximité des tissus vasculaires
et I'expression de leurs genes sont détectés dans le cytosol ou le noyau de certaines cellules et
fonctionnent comme cryoprotecteurs en stabilisant les macromolécules cellulaires ou les
structures membranaires (Close 1996, Bravo et al. 2003, Koag et al. 2003). Il est proposé que
des déhydrines, des protéines tres hydrophiles et solubles a I'ébullition, peuvent stabiliser les
membranes soit par une interaction directement avec la surface des membranes, ou
indirectement, par leur forte interaction avec I'eau environnante (Pearce, 2001). Chez l'orge, la
DHN-like protéine P-80 s'accumule dans le tissu vasculaire et I'épiderme qui sont des zones
préférentielles de la formation de glace au début de la congélation (Bravo et al. 1999).

Les déhydrines de I'orge sont régulées positivement par les basses températures et sont
généralement acides a neutres et / ou du type SKN, par exemple, Dhn5, Dhn8 et Dhn13, tandis
que les Dhn du type YSKn (Dhnl, Dhn2, Dhn3, Dhn4, Dhn7 et Dhn9) ont tendance a étre
basiques dans la nature et sont généralement augmentées par la déshydratation, mais pas par les
basses températures (Choi et al., 1999, et Rodriguez al., 2005).

L’¢tude de DI’expression de ces genes par rapport a nos génotypes et sous stress

expliquerait la réponse et I’adaptation au milieu semi aride.

3.2.2. Geénes Cbfs ou la famille des C-repeat Binding Factor

Les Cbfs étudiés sont les HVCBF8, HVCBF4, HVCBF12, HVCBF3A et HYCBF10B. le
géne HVCBF4 a été décris plus haut dans la tolérance au froid. Le polymorphisme généré par les
marqueurs HVCBF sont illustrés sur la figure 32 ou on note Plusieurs polymorphismes. Les
génotypes Tissa et Rahma semblent présenter les mémes genes HVCBF que ceux de Nure.
Tichedrett et Elbahia présentent les mémes génes que Tremois a I’exception de HVCBF8 pour
Tichedrett et HYCBF12 pour Elbahia, qui sont identiques a Nure. Soufara’s’ a les mémes génes
que Nure a I’exception du géne HVCBF8 qui est identique & Tremois. Fouara est identique a
Nure avec HYCBF3A et HVCBF10B (tableau 32).
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Figure 32.Polymorphisme généré par le marqueur du gene de la famille Cbfs : HvVCBF8 du type
CAPS aprés digestion par I’enzyme Ddel, HY*CBF3A marqueur STS, HvVCBF10B marqueur
STS, HVCBF12 Mmarqueur ARMS. Tichedrett:V1, Soufara’s’:V2, Rahma:V3, Fouara: V4, Tissa: V5 et

Elbahia:V6) comparé avec les génotypes Nure(v7) et Trémois (Vv8).

Tableau 32. Tableau récapitulatif de la description genétique des génes Cbfs, génes candidats de

la résistance a la sécheresse, chez les génotypes d’orge locaux par rapport a Nure et a Tremois
(NXT).

HvVCBF3A HvCBF8 HvCBF10B HvCBF12

Genotype 5y NxT)  5H (NXT)  5H(NXT)  5H (NXT)
Nure A A A A
Tremois B B B B
Tichedrett B A B B
Soufara’s’ A B A A
Rahma A A A A
Fouara A B A B
Tissa A A A A
Elbahia B B B A
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Le polymorphisme des genes CBF observé chez les génotypes d’orge sélectionnes dans
la région semi aride algérienne exprime leur variabilité quant a la réponse au stress abiotique. 1l a
¢été prouvé qu’un total de 109 geénes sont régulés par les CBF (Maruyama et al. 2004, Fowler et
Thomashow 2002, Vogel et al. 2005), et ils ont été catégorisés en 4 groupes selon la nature des
protéines codées. Le plus grand groupe posséde plus de 50% des protéines et elles ont des
fonctions inconnues; le deuxiéme posséde des protéines cryoprotectrices telles que les protéines
LEA,; le troisieme contient des protéines biosynthétiques qui fonctionnent dans le métabolisme
des glucides (Gilmour et al. 2000; Fowler and Thomashow 2002) et des lipides (Maruyama et al.
2004), et le quatrieme contient des protéines régulatrices (10% environ) qui fonctionnent comme
des facteurs de transcription, des composantes de la voie de la transduction du signal ou comme
des protéinases et des inhibiteurs des protéinases.

HvCBF8 a été localisé a environ 20 cm en position distale du locus Fr-H2 par Francia et
al. (2004), mais plus tard a été identifié comme un pseudogene par Skinner et al. (2005). Il est
impliqué dans plusieurs voies de signalisation lors d'exposition aux stress (Sakuma et al. 2002).
En méme temps, HVCBF3 et HVCBF8 répondent a la sécheresse et aux basses températures
(Baker et al.; Yamaguchi-Shinozaki et Shinozaki 1994). HYCBF3 est induit spécifiquement par
le froid alors que HVCBF4 est induit par un stress osmotique (Haake et al., 2002).

Présentement, plus de 40 genes COR ont été détectés dans des régulons CBF de la
réponse au froid (Fowler et Thomashow 2002, Yamaguchi-Shinozaki et Shinozaki 2006), et 38
de ces genes ont été confirmés comme les génes cibles de CBF3 par deux systemes de
micropuces (Maruyama et al. 2004). CBF3 peut activer des génes comme CORI5a, CORI5b,
COR78 (Thomashow 1998). La surexpression de CBF3 a montré une augmentation de
I'expression de ZAT10. Ce dernier serait un répresseur des génes impliqués dans la photosynthése
et le métabolisme carboné afin d'inhiber la croissance de la plante (Maruyama et al. 2004).

Les facteurs de transcription CBF jouent également un réle important dans la tolérance a
la sécheresse. Liu et al. (1998) ont démontré que I'AtCBFs ont été capables de communiquer
tolérance a la sécheresse tout comme Haake et al. (2002) qui ont démontré que l'induction par
CBF4 de I'Arabidopsis a eu lieu en réponse a un stress osmotique, et qu'il était aussi capable
d'activer des genes COR contenant un élément de C-repeat dans leur promoteur, HYCBFS8, ainsi

que des cartes HVABI5 a la proximité d'un QTL qui contrdle le potentiel osmotique.
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Une partie des genes impliqués dans la réponse au froid est commune avec les génes de
réponse a d’autres stress abiotiques, notamment le stress salin et la sécheresse (Seki et al., 2002b
; Shinozaki et al., 2003). L’ABA apparait comme principal point commun entre les stresses
abiotiques (froid, salinité et sécheresse) car pour chacun d’eux on connait une voie de
signalisation dépendante de I’ABA mais aussi une voie indépendante de ’ABA (Yamaguchi-
Shinozaki et Shinozaki, 1994).

3.2.3. Facteurs de transcription
Les facteurs de transcription constituent une étape-clé entre la fin des voies de

signalisation et l’activation des geénes de défense. Les facteurs de transcription contrdlent
I’expression de génes impliqués dans la réponse au stress incluant des changements
morphologiques, biochimiques et physiologiques. Plusieurs facteurs de transcription (TF)
régulateurs de I'expression des génes stress inductible ont été isolés et caractérisés (Singh et al.
2002, 2003 Xue; Maruyama et al. 2004; Vogel et al . 2005). A ce titre, notre choix s’est donc
porté sur 1’étude, en particulier, des TF appartenant a la famille CBF (Thomashow et al. 2001),
Certains de ces genes fonctionnent en amont de ce qui précede les FT, principalement dans les
événements précoces de la cascade de transduction du signal (par exemple FRY1, Xiong et al.
2001) ou encore agissant directement dans l'activation de I'expression des facteurs de
transcription (par exemple ICE1, Chinnusamy et al. 2003), LOS2 (Low expression of
osmotically responsive genes) qui agit sur le metabolisme des ARNm et le gene WRKY joue un

réle important dans la régulation des mécanismes de défense des plantes.

3.2.3.1. Reégulateurs de CBF : ICE1 (Inducer of CBF Expression 1) et FRY1

3.2.3.1.1. ICEL1 (Inducer of CBF Expression 1)

En raison de I’absence de polymorphisme entre Nure et Tremois pour le gene ICEL, le
séquencage a été réalisé. Deux types de polymorphismes ont été notés sur la position 190 pb. Un
SNP noté pour Tichedrett, Fouara et Elbahia et un IN/DEL pour le reste des individus comme

c’est le cas de Nure et de Tremois (Tableau 33).
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Tableau 33. Haplotype et résultats du polymorphisme généré par ICE1 pour les génotypes

d’orges sélectionnés en zone semi aride par rapport a Nure et Tremois.

Position

Génotype 190 pb ICEL1 (7H)
Nure * C
Tremois * C
Tichedrett T D
Soufara’s’ * C
Rahma * C
Fouara T D
Tissa * C
Elbahia T D

Le gene ICE1 (Inducer of CBF Expression) a été identifié chez Arabidopsis a travers un
clonage positionnel sur un mutant icel dont I’expression du CBF3/DREB1A est modifiée
(Chinnusamy et al., 2003). ICE1 code un facteur de transcription de type MYC/bHLH (basic
helix-loop-helix) qui régule I’expression du CBF3/DREB1A en réponse au froid. Il a été signalé
que ICE1 contrble I'expression d'environ 40% des genes de froid (Lee et al., 2005). La
surexpression d’ICE1 dans des plantes transgéniques permet une augmentation de la tolérance au
gel, suggérant un role activateur d’ICE1 dans la réponse au stress froid. Un signal froid est
nécessaire pour I’activation des protéines ICE par phosphorylation, mais le mécanisme de
transduction du signal n’est pas encore connu (Chinnusamy et al., 2003 ; Zhu et al., 2007).
L'augmentation de I'accumulation ICE1 permet d’induire 1'expression des CBF, directement par
son interaction avec leurs promoteurs et indirectement par la répression de MYB15, et par
conséquent, le régulon CBF et le processus d'acclimatation au froid (Catala et Salinas, 2008).
L’activité de ICE1 est régulée négativement par HOS1, une ubiquitine E3 ligase qui entraine sa
protéolyse (Dong et al., 2006).

Les evénements précoces de la réponse au froid en amont de ICE1 et HOS1 peuvent
impliquer la signalisation Ca?*. Du traitement au froid résulte une augmentation transitoire de la
concentration cytosolique de Ca*" libre et |’augmentation du niveau cellulaire de Ca*, ce qui
pourrait activer les génes d’expression sensible aux basses températures, ceci, a des températures

chaudes (Monroy et Dhindsa, 1995)
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Sur le chromosome 7H, une association existe entre les deux QTL de tolérance a la
sécheresse et la TC147474 (FRY1) et TC143232 (ICE1). Les genes Effecteurs ont été considéres
comme genes candidats moins probables pour expliquer la tolérance au deux stress abiotiques (le

froid et la sécheresse).

3.2.3.1.2. FIERY (FRY1)
La description du polymorphisme qui peut exister entre les différents génotypes d’orge,
par rapport a TC147474 (FRY1), a été réalisée a 1’aide de marqueur du type STS. Les résultats de

I’¢électrophorese sur gel d’agarose sont présentés sur la figure 33.
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Figure 33. Polymorphisme généré par le marqueur STS, FRY1 sur les six géenotypes locaux
(Tichedrett:V1, Soufara’s’:V2, Rahma:V3, Fouara: V4, Tissa: V5 et Elbahia:V6) comparé avec les génotypes

Nure(v7) et Trémois (v8).

Les génotypes Soufara’s’ et Rahma présentent le méme locus FRY1 que Nure, alors que

les autres individus présentent celui de Tremois (tableau 34).

Tableau 34. Résultats du polymorphisme généré par FRY1 pour les génotypes d’orges

sélectionnés en zone semi aride par rapport a Nure et Tremois

Génotype FRY1 (7H)

Nure
Tremois

Tichedrett
Soufara’s’
Rahma
Fouara
Tissa
Elbahia

Www>>wOm >
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3.2.3.1.3. LOS2 (Low expression of osmotically responsive genes 2)

Le polymorphisme généré par le marqueur du type CAPS a été réalisé apres digestion par
I’enzyme Alw26l. L’électrophorése sur gel d’agarose illustré sur la figure 34 permet de
distinguer la similitude du gene HvVLOS2 pour Tichedrett, Soufara’s’, Rahma et Fouara avec

Nure et seulement Tissa avec Tremois. Ce polymorphisme est résumé sur le tableau 35.

Figure 34. Polymorphisme généré par le marqueur CAPS, HvLOS2 sur les six génotypes locaux

(Tichedrett :V1, Soufara’s’ :V2, Rahma :V3, Fouara : V4, Tissa : V5 et Elbahia :V6) comparé avec les

génotypes Nure(v7) et Trémois (v8).

Tableau 35. Résultats du polymorphisme généré par HVLOS2 pour les génotypes d’orges

sélectionnés en zone semi aride par rapport a Nure et Tremois.

Génotype HvLOS2 (5H)
Nure A

Tremois

Tichedrett
Soufara’s’
Rahma
Fouara
Tissa
Elbahia

>m>>> > w

LOS2 code une énolase bifonctionnelle dans la glycolyse qui est nécessaire pour répondre
aux basses températures et permet la tolérance au gel chez A. thaliana (Lee et al., 2002). Toute
perturbation du flux métabolique dans la glycolyse par le froid entraine une augmentation de
I'activité de LOS2. Ce dernier a la capacité de se lier au promoteur d'un facteur de transcription a
doigt de zinc, ZAT10, dont I'expression est transitoire en stress dd au froid. Avec le froid LOS2
est surexprime et réprime a son tour ZAT10. D’aprés Walia et al. (2009), sous 1’effet de fort
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stress salin, LOS2 est surexprimé chez les génotypes d’orge contrairement a ceux du riz qui se

retrouvent sous exprimes.

3.2.3.1.4. HYWRKY38

Le facteur de transcription Hv-WRKY38 est cartographié a proximité de la région sub-
centromeérique du bras court du chromosome 6H, entre les marqueurs SSR et Bmag0173 et
Bmag0009 (Francia et al., 2004). La description du géne HvYWRKY38 chez les génotypes d’orge
a été faite par séquencage

Les sequences génomiques des génotypes étudiés du gene Hv-WRKY38 ont été
amplifiées et les produits PCR obtenus ont été purifiés. Le produit de la purification a été vérifié
par ¢€lectrophorése soit la taille de la séquence d’environ 1200 pb.

Le séquencage des deux séquences genomiques a révélé plusieurs SNP et IN/DEL dans
les positions 849, 858, 881, 894 et 958. Trois haplotypes ont été distingués. Un premier
haplotype représenté par les génotypes Tichedrett, Fouara et Elbahia, un deuxiéme haplotype par

Nure, Soufara’s’ et Rahma et un troisieme haplotype par Tremois et Tissa (Tableau 36).

Tableau 36. Les haplotypes générés par le polymorphisme SNP a la suite du séquencage de Hv-

WRKY38 des génotypes d’orge étudiés par comparaison avec Nure et Tremois.

Position (Pb) Haplotype
849 858 881 894 958
Nure A T T & A 1
Tremois * C A G G 1l
Tichedrett A C T * A |
Soufara’s’ A T T * A 11
Rahma A T T * A Il
Fouara A C T * A |
Tissa * C A G G Il
Elbahia A C T & A |

Cette famille de geénes est I'un des groupes majeurs de régulateurs de transcription
spécifiques des plantes. Elles se distinguent par la présence d’un domaine d’une soixantaine
d’acides aminés hautement conservés parmi lesquels la séquence WRKYGQK suivie du motif «
zinc binding » CCHH ou CCHC. Les éléments sur lesquels ces facteurs vont se fixer sont du type
« W-box » dont la séquence est (T)TGCA(C/T) (Rushton et al., 1995, 1996; De Pater et al.,

114



Chapitre 111. Etude du polymorphisme génétique de quelques génotypes d’orge sélectionnés pour la zone semi

aride
——— ———

1995; Eulgem et al., 1999; Yang et al., 1999; Du and Chen, 2000). Ces facteurs jouent un réle
important dans les réponses aux pathogénes (Yu et al., 2001; Yoda et al., 2002), aux blessures
(Hara et al., 2000), lors de la sénescence (Robatzek and Somssich, 2001), ou de la germination
(Zhang et al., 2004), mais également dans d’autres stress (Seki et al. 2002).

Dans le génome d’Arabidopsis, 72 génes codant pour des protéines de la famille des
WRKY ont été découverts (Eulgem et al., 2000) et 49 d’entre eux sont régulés lors d’une attaque
de pathogene.

De récents travaux ont montré que les facteurs WRKY sont également impliqués dans
d'autres réponses au stress.

Dans l'orge, un facteur de transcription appartenant a la famille WRKY, SUSIBA2 (sugar
responsive element binding factor) a été retrouvé impliqué dans la signalisation des glucides
(Sun et al., 2003). Chez Arabidopsis, des expériences récentes faites avec les microarray, ont
montré la preésence d'un certain nombre de facteurs de transcription WRKY surexprimés par la

sécheresse, le froid ou la salinité (Fowler et Thomashow, 2002; Seki et al., 2002).
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Ce présent travail a montré que les orges sélectionnées pour la région semi aride sont du
type printemps (VRN-H1/VRN-H2) et ne sont pas exigeantes en froid pour induire la floraison.
Ces deux geénes peuvent étre utilisés en sélection assistée par marqueurs car ils reflétent
I’adaptation arborée par les génotypes adaptés a la région.

Le gene VRN-HL1 est intéressant car bien qu’il explique plus de 80% de la variation du
caractére de précocité en conditions non vernalisantes, ce caractere est complexe et resulte de
I’interaction d’un grand nombre de génes dont I’expression est induite par des signaux
environnementaux et intrinséques au cours du développement a savoir PPD-H1 et VRN-H3. Les
génotypes Soufara‘s’, Rahma et Tissa ont les mémes alleles de précocité a I’épiaison que
Nure dont la récessivité de ppd-H1 et de vrn-H3. Tichedrett et Elbahia ont présenté une
sensitivité a la photopériode par la présence d’un géne différent et une récessivité du géne vrn-
H3. Tous les génotypes suivent Nure pour la période de floraison autrement dit la précoces avec
le gene HYBM8 , a I’exception de Tissa qui suit Tremois dont la moindre Précocité.

L’ajustement phénologique reste la clé déterminant 1’adaptation aux conditions du
milieu. Au cours des saisons de végeétation longues, comme c’est le cas des régions Nord
africaines, la réduction de la réponse a la photopériode permet aux plantes de printemps semées
en automne d’éteindre la période de croissance végétative et d’accumuler de la biomasse
supplémentaire a I’appui des rendements plus élevés sachant aussi que la majeure partie des
précipitations annuelles tombent & 1’automne et au printemps. Dans ces conditions, les céréales
maximisent leur condition physique en utilisant les pluies d’automne pour établir des structures
de végétation avant I’hiver, et la vernalisation ou la tolérance au froid est utilisée comme un
mécanisme visant a retarder la floraison jusqu’a I’hiver ou le danger de gel est passé. En outre, la
capacité de détecter 1’augmentation de la photopériode permet a ces especes de fleurir et de
compléter le remplissage du grain en utilisant ’humidité du printemps avant la sécheresse
précoce.

La résistance au froid peut étre caractérisée par les deux genes Fr-H1 (VRN-H1) et Fr-H2
(HvVCBF4), les génotypes sélectionnés dans la région semi aride de Sétif se sont distingués par la
faible résistance de Tichedrett et d’Elbahia par rapport a Nure qui est résistante. Les autres

individus ont une résistance variable et différente due a 1’effet pléiotropique de ces deux genes.
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Les 16 marqueurs utilisés ont montré que les génotypes sont polymorphes. Le niveau de
diversité est surtout pour les genes de tolérance au stress abiotique. Treize génes ont pu étre
décrits par rapport a la connaissance prealable chez Nure et Tremois et trois autres ont été

séquences en raison de la présence de nouveaux alléles par rapport a ceux testes (Figure 35).

CBF4 WRKY ICEL

position 8 290 484 74 857 865 888 901 %5 190
Tichedrett| G c G © A C T ' A T
Soufara A T T ! A

A T T * A
Fouara A C T * A T
Tissa * C A G G
Elbahia G A C T * A
Mure |
Tremois G ¢

Figure 35. Schéma récapitulatif des parties séquencées et du polymorphisme
haplotypique existant pour les génes CBF4, WRKY et ICE1 pour les génotypes d’orge

sélectionnés en zone semi aride algérienne.
Cette présente étude exprime la diversité génétique que peut contenir les sélections locales des

variétés d’orge. L’¢étude de I’expression de ces différents geénes et leurs interactions doit faire

I’objet de travaux de recherche pour cerner de nouveaux critéres de sélections.
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CHAPITRE IV. Approche associative des caractéeres physiologiques et
biochimiques de la réponse au stress hydrique a quelgues genes candidats de
la résistance au stress abiotique

Introduction

Par sa position de grand importateur de céréales, I'Algérie achéte annuellement plus de
5% de la production céréaliere mondiale, cette situation risque de se prolonger a plusieurs
années, faute de rendements insuffisants et des besoins de consommation sans cesse croissants
devant une forte évolution démographique (Chellali, 2007). En effet une production trées
insuffisante de 2.7 Mt pour couvrir les besoins du marche national et alimenter les stocks pousse
a faire un recours systématique aux importations (FAO, 2007). Cette faiblesse de la production
est liée particulierement aux effets du stress hydrique qui se font ressentir de maniere trés
importante depuis la derniere décennie (Chaise et al., 2005).

La plupart des travaux effectués sur I’orge dans le cadre de 1’amélioration génétique de
la tolérance au stress abiotique, se sont donnés depuis longtemps pour objectif primordial
I’augmentation de la productivité, une approche basée sur les performances agronomiques.
Actuellement, les programmes d'amélioration, se sont penché sur 1’amélioration génétique de la
tolérance au stress hydrique. Cette amélioration exige d’étudier, d’identifier et de vérifier les
caracteres liés a la résistance au stress hydrique. De méme, 1’étude génétique par la recherche de
marqueurs moléculaires du mode de transmission et de 1’héritabilit¢ des caractéres repérés,
comme bons indicateurs de la tolérance au stress hydrique est nécessaire pour faciliter
I’utilisation de ces caracteres dans les programmes de sélection pour I’amélioration génétique
(Pfeiffer et al., 2000).

La capacité d’évaluer quantitativement les performances des plantes cultivées subissant
un stress hydrique est trés importante pour permettre la réhabilitation et 1’amélioration de la
production en région semi aride. Les réponses au stress font intervenir un ensemble de systemes
de régulations moléculaires d’ordre transcriptionnel, transductionnel, enzymatique et
métabolique qui se traduisent par un phénotype complexe.

Pour répondre a cette préoccupation, Ce travail a pour objectif i) de comparer le
comportement de huit variétés d’orge sous stress hydrique, ceci par 1’é¢tude de quelques

parametres physiologiques et biochimiques ii) associer les réponses physiologiques et
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biochimiques aux caractéres moléculaires pour extraire les caracteres les mieux corrélés ayant un

effet dans la résistance au stress abiotique et plus précisément le stress hydrique .

Materiel et méthodes
1. Matériel végétal et mise en place de I'essai

Les mesures et analyses ont été effectuées sur un matériel végetal constitué de six
variétés d’orge sélectionnés en zone semi aride par 1’institut technique des grandes cultures (Cf.
chapitre I1) en plus des deux variétés Nure et Tremois (Cf. chapitre Il1).

L’essai a été réalisé dans des pots de 5 litres sous serre. Le choix de la conduite de I’essai
sous serres et en pot, a été guidé par le souci d’une plus grande maitrise de 1’eau du sol d’une
part et d’éviter, d’autre part, les risques de rupture de stress hydrique pour la culture, en cas de
précipitations. Chaque pot contient 3300 g de substrat, constitue par un mélange de terre, de
terreau avec des proportions respectives de 1/3 et 2/3. La couche inférieure est constituée de
gravier pour permettre un bon drainage. Les grains sont mis a germer a 1’obscurité et a saturation
d’humidité dans des boites de pétri. Aprés germination, les plantules sont repiquées dans les pots
a raison de huit plantules par pot. Le repiquage a été effectué, manuellement avec une densité de
semis de 230 plant/m?2 pour toutes les variétés.

2. Protocole expérimental

L’essai comporte deux facteurs : le facteur génotypes et le facteur stress appliqué au stade
3 feuilles. Le dispositif expérimental réalisé est une randomisation totale avec quatre répétitions.
L’espace entre les pots est de 10 cm.

Les 8 génotypes ont subit un stress provoqué artificiellement par un arrét total des
irrigations pour chaque traitement jusqu’ a I’obtention du taux de tarissement du sol recherché.
Dés que ce taux est atteint, on reprend I’irrigation des pots stressés. Le contrdle du desséchement
du sol est fait par pesés quotidiennes des pots en période de stress jusqu’a I’obtention du poids
final du pot ; qui doit correspond au taux de tarissement de 80.pour cent de la réserve utile (80 %
de la RU) et qui est un stress sévéere. Ainsi deux traitements sont retenus a savoir le témoin sans
déficit hydrique avec le sol maintenu a 100% de sa capacité de rétention en eau. Et le stressé

avec un deficit hydrique prononcé, le sol est maintenu a 20% de sa capacite de rétention.
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3. Caractéres mesurés

Les mesures ont été faites apres application du stress sur la derniére feuille développée
par la plante, et qui est marque par les effets de la carence hydrique par mesure de la surface
foliaire et des parametres physiologiques qui sont la teneur relative en eau, I’indice de stabilité
membranaire et la pression osmotique. Les paramétres biochimiques sont la teneur en proline et

les sucres totaux. Les méthodes utilisées sont celles développées dans le chapitre I1.

4. Caractéres génétiques candidats a la résistance au stress abiotique
Les résultats de la description moléculaire du chapitre I11 ont été résumeés en un tableau,

afin de les corréler aux résultats obtenus de la réponse au stress au cours de ce chapitre.

5. Analyse statistiques des réesultats

Les données relatives a I’effet du stress sur les variétés d’orge ont fait 1’objet d’analyse de
variance a deux facteurs, le facteur génotype et le facteur stress. Le logiciel utilisé est le stat box
pro version 6.

La corrélation des caracteres phénotypiques de réponse au stress avec les génes candidats
de la résistance a la sécheresse a été réalisée sur la base de deux types de données disponibles des
données qualitatives et des traits quantitatifs.

Les caractéristiques phénotypiques sont les parameétres physiologiques et biochimiques de
la réponse au stress hydrique et sont des données quantitatives estimées par la différence relative
(D) qui a été calculée et utilisée pour 1’association aux marqueurs moléculaires selon 1’équation

suivante :

HRs — Rns
D= — x100
Ans

D : différence relative, Rs : réponse apres stress, Rns : réponse du témoin.

Les caractéres génétiques sont ceux de la description génétique décrite par marquage
moléculaire du chapitre 111, ce sont des donnees qualitatives.

La comparaison des caracteres quantitatifs et qualitatifs a été réalisée par le logiciel
SYSTAT 10 avec le test t de Student et le test non paramétrique de Kruskal-Wallis séparément
afin de ressortir le maximum de corrélation possible pouvant exister. Les génes présentant des

differences haplotypiques ont été compares par une simple ANOVA.
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Résultats et discussions
1. Effet de I’application du stress hydrique sur la surface foliaire

La croissance de la derniere feuille qui a subi les effets du stress hydrique semble étre
affectée. L’analyse de la variance fait ressortir un effet génotype hautement significatif et des
effets stress et interaction stress significatifs (Tableau 37). Avant application du stress, la surface
foliaire était en moyenne de 6,6 + 0,7cm?, le manque d’eau a provoqué une diminution de 0,46
cm?. Le manque d’eau n’a pas affecté¢ Tichedrett, Soufara’s’, Rahma et Fouara, leur croissance a
été maintenue et Iégerement améliorée malgré la contrainte (Figure 36). Ce résultat a été noté par
Temagoult (2009), sur le tournesol. D’aprés Blum et Arkin (1984), chez certaines plantes
cultivées adaptées a la sécheresse telle que le sorgho, sous I’effet du stress hydrique les jeunes
feuilles conservent leur turgescence, leur conductance stomatique et I'assimilation en raison
de I'ajustement osmotique élevée. Bouzerzour et al. (1989) ont démontré que Tichedrett
présentait un taux de croissance ¢levé en début de cycle et ils rajoutent que le manque d’eau

I’augmente plus.

Tableau 37. Valeurs moyennes (cm?) et résultats de I’analyse de la variance de la surface foliaire
mesurée sous 1’effet du stress hydrique.

non stresse Stressé

Tichedrett 5,35 5,519
Soufara’s’ 6,389 6,833
Rahma 6,172 6,506
Fouara 5,67 5,899
Tissa 7,124 6,352
Elbahia 7,419 5,883
Nure 7,095 5,737
Tremois 7,665 6,48
moyennes 6,611 6,151
Effet génotype (G) e

Effet stress *
Interactions G x stress *

CV% 12,15

MG 6,381

Ecart type 0,77
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La surface foliaire a baissé pour chez les variétés Tissa, Elbahia, Nure et Tremois
exprimant leur sensibilit¢ au stress hydrique induit. En effet, le déficit hydrique réduit
fréguemment la croissance de la feuille et en conséquence la surface foliaire chez plusieurs
espéces comme le peuplier (Wullschleger et al., 2005), le soja (Zhang et al., 2004) et d’autres
espéces (Farooq et al., 2009).

Surface foliaire -ecm?)
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Figure 36. Changement en la surface foliaire (SF) de I’orge au stade trois feuilles sous ’effet du

stress hydrique. (NS, non stressé ; S stressé).

2. Effet de D’application du stress hydrique sur les caractéres physiologiques et
biochimiques des génotypes d’orge

Les résultats obtenus révelent une variabilité entre les génotypes expérimentés vis a vis
de lateneur relative en eau et le taux de sucres solubles (Tableau 38).

L’analyse de la variance montre un effet stress trés hautement significatif pour I’ensemble
des caractéres mesurés. L’interaction génotype x stress ne semble étre significative que pour la

pression osmotique.
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Tableau 38. Valeurs moyennes des caracteres physiologiques et biochimiques mesures et les
résultats de I’analyse de la variance.
Proline Sucres solubles Pression

0, 0,
RWC (%) (o49/gMF) (mM/l) osmotique (MPa) oM (%)
non . non . , , , , , ,
stressé Stresse stressé Stressé nonstressé  Stresse  non stresse Stressé non stressé  Stresse

Tichedrett 94,99 90,01 313 317 132,01 150,06 -1,19 -2,40 77,93 57,76
Soufara’s”> 98,53 87,61 314 321 139,76 144,75 -1,26 -1,87 79,51 63,52

Rahma 89,18 835 3,13 3,17 12552 146,72 -1,2 -2,22 79,79 58,12
Fouara 90,25 86,53 3,13 3,17 129,69 144,66 -1,19 -2,34 78,71 59,36
Tissa 91,73 84,06 3,15 323 124,30 146,91 -1,18 -2,13 77,35 50,48
Elbahia 95,11 8843 3,11 3,17 114,06 144,47 -1,24 -2,00 83,35 57,97
Nure 97,9 90,38 313 321 12524 144,67 -1,26 -2,11 79,75 67,83

Tremois 96,65 89,54 3,10 318 123,99 148,07 -1,24 -2,32 80,46 55,85
moyennes  93.615 88.202 3,13 3,17 126,82 146,29 -1,19 -2,40 77,93 57,76

Effet * NS * NS NS

genotype G

effet stress *kx **k*k *k*k **k%k ***k

interaction G NS NS NS *okk NS

X stress

CV% 4.66 1.38 5.53 9.37 9.38
MG 90.90 3.16 136.56 -1.69 69.24
Ecart type 4.21 0,04 7,54 0.16 6,53

*, *** significatif a P < 0.05 et trés hautement significatif a P < 0.001, respectivement; NS, non significatif.

2.1. Teneur relative en eau (RWC)

Le stress hydrique a affecté la teneur relative en eau des feuilles. La variété Fouara
semble étre la moins affectée par le manque d’eau avec une diminution de seulement 3,7%, elle
est suivie par Tichedrett avec 5% et Rahma avec 5,6%. La sensibilité est en faveur de Soufara’s’

dont la perte en eau est de 11% (figure 37).
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Figure 37. Changement en la teneur relative en eau (RWC) des feuilles d’orge au stade trois

feuilles sous I’effet du stress hydrique. NS, non stressé ; S stressé.
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La teneur relative en eau des feuilles est un indicateur qui permet de caractériser
directement ou indirectement 1’état hydrique des plantes surtout dans les cas les plus extrémes ou
elle caractérise la dessication des cellules (Tardieu, 1996). La RWC élevée a été rapportée
comme étant une tolérance a la sécheresse de cultivars de blé (Martin et al., 1997). En effet
d’aprés Monneveux et al. (1992), la RWC permet de détecter les variétés tolérantes a la
sécheresse par le maintien de cette teneur a des potentiels hydriques faibles, et donc a une
capacité d’ajustement osmotique élevée, le cas de Fouara et de Tichedrett.

Selon Teulat et al. (2003), neuf régions chromosomiques ont été trouvées comme étant
impliquées dans le contrble de la teneur en eau par rapport a I'orge cultivée en plein champ en
Méditerranée. Parmi elles, au moins quatre pourraient étre considérées comme des régions
stables dans plusieurs conditions de croissance, parce que elles présentaient des effets principaux
sur le terrain dans plusieurs environnements ou parce qu'ils sont les mémes que celles identifiées

dans des conditions controlées.

2.2. Proline

Le taux de la proline dans les feuilles de 1’orge au stade trois feuilles a été identique pour
tous les cultivars. En effet ’analyse de la variance ne présente pas de différences significatives
que ce soit pour I’effet génotypes ou pour I’interaction génotype x stress. Par contre I’effet stress
a été tres hautement significatif (Tableau 38).

Les génotypes semblent se comporter de facon identique, Par ailleurs, les plantes
stressées ont augmenté légérement leur teneur en proline en réponse au stress soit en moyenne de
3,13 4 3,17umole/g MF (figure 38). Les résultats obtenus montrent que 1’augmentation n’est pas

assez suffisante pour confirmer la participation de la proline a I’ajustement osmotique.
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Figure 38. changement en proline sous 1’effet de stress hydrique chez des génotypes d’orge au

stade trois feuilles. NS, non stressé ; S stressé

Patel et Vora (1985) ont démontré que 1’augmentation du niveau de stress augmente la
concentration en proline au niveau des feuilles pour le blé, la moutarde, le plantain et le pavot. la
quantité de proline est en corrélation positive avec le degré du stress hydrique (Monneveux et
Nemmar, 1986; Bellinger et al., 1991 et Gorham, 1993). Méme sous I’effet de stress salin, un
taux de proline élevé n’est obtenu qu’avec des concentrations élevées des sels dans le sol
(Tewari et Singh, 1991). La proline accumulée a été proposée comme protectrice d’enzymes
(Schobert et Tschesche, 1978; Arakawa et Timasheff, 1983; 1985), de membranes (Rudolph et
al., 1986) et des polyribosomes (Kandpal et Rao, 1985) lors de perturbations de lI'environnement.
Ceci suggere que la réponse commune d'adaptation des plantes aux conditions

environnementales défavorables n'est pas purement osmotique dans la nature.

2.3. Sucres solubles totaux

Le dosage des sucres solubles a montré une variabilité quant a leurs accumulations dans
les feuilles que ce soit pour les génotypes ou pour I’effet de stress. L’analyse de la variance
exprime clairement ces variabilités. Par contre I’interaction génotype x stress n’a pas été
significative (Tableau 38).

Il se produit une nette augmentation de la teneur en sucres solubles totaux apres une
exposition au stress (Figure 40). Soufara ‘s’ et Tichedrett se démarquent des autres individus par

leurs taux de sucres €levés sans I’effet du stress. Par ailleurs, les génotypes qui ont présenté une
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différence d’accumulation en sucres élevée par rapport au t€émoin non stressé, sont les génotypes
Elbahia suivie par Tremois, Tissa et un peu moin Rahma. Tichedrett et Nure ont présenté un
méme niveau d’accumulation de sucres. Par ailleurs, Soufara’s’ n’a pas semblé réagir au stress

hydrique par une accumulation de sucres solubles.
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Figure 39. Effet du stress hydrique sur la teneur en sucres solubles dans les feuilles d’orge au

stade trois feuilles. NS, non stressé ; S stressé

Nos résultats corroborent ceux de Massacci et al. (1996) sur le fait que les plantes
accumulent précocement les sucres aprés stress hydrique. L’accumulation des sucres solubles
dans les feuilles a été largement rapportée comme une réponse a la secheresse, a la salinité et au
froid. IIs participeraient au phénoméne d’ajustement osmotique (Lewicki, 1993, Arbona et al.,
2005) pour garder la turgescence et la balance cystosolique plus élevées que possible
(Bouzoubaa et al., 2001). Ils permettent également la préservation de 1’intégrité membranaire
dans les organes desséchés ainsi qu’une protection des protéines (Darbyshire, 1974). La réaction
de Tichedrett exprime sa plasticité par rapport aux variations du milieu et sa capacité de
maintenir une balance osmotique élevée.

2.4. La pression osmotique
Lorsque le déficit hydrique se développe, divers solutes s'accumulent dans les cellules et

les tissus par la suite le potentiel osmotique est reduit. L’effet du stress a été considérablement
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important sur le comportement des variétés d’orge vis-a-vis de la pression osmotique. L’analyse
de la variance a présenté des différences trés hautement significatives (Tableau 38).

Lorsque le stress est appliqué 1’abaissement de la pression osmotique est plus prononcé
chez toutes les variétes, traduisant la déshydratation des feuilles (Figure 40). Cette baisse dénote
une perturbation dans 1’alimentation hydrique des plantes en question et pourrait étre considérée

comme un critére approprié de la tolérance ou de la sensibilité a la sécheresse.
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Figure 40. effet du stress hydrique sur la pression osmotique dans les feuilles d’orge au stade
trois feuilles. NS, non stressé ; S stressé

L’interaction génotype x stress a été trés hautement significative ou I’on note que des
génotypes ont baiss¢ leur pression osmotique sous I’effet du manque d’eau et c’est
principalement le cas de Tichedrett, Fouara et Tremois.

La pression osmotique du milieu extérieur fait diminuer la teneur en eau chez la plante
toute entiére (Slayter, 1967). Ceci entraine donc, une diminution de la mobilité des éléments
nutritifs. 11 y a aussi diminution du volume du milieu aqueux ou se passent les réactions
biochimiques qui assurent le meilleur développement de la plante. En effet, en situation de stress
hydrique, le potentiel hydrique du sol s’abaisse, la plante réagit en abaissant également le
potentiel hydrique des racines et peut pour cela, diminuer la pression mécanique exercee par les
parois (début de plasmolyse) ou moduler la pression osmotique en augmentant 1’osmolarité de la

solution cellulaire par accumulation de solutés ou osmoticum.
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2.5. Indice de stabilité membranaire 1.S.M

L’indice de stabilit¢é membranaire montre une unanimité dans la réponse au stress de ces
génotypes d’orge. En effet, ’analyse de la variance a présenté des différences non significatives
que ce soit pour 1’effet génotype que pour I’interaction génotype x stress (Tableau 38). Par contre
I’effet stress a été trés hautement significatif.

L’index de stabilit¢ membranaire a montré une diminution sous stress (une différence
moyenne de 20,17%). Les génotypes les plus affectés par la perte en électrolytes sont Tissa,
Elbahia et Tremois. Alors que Nure et Soufara ‘s’ semblent étre plus résistantes, leur indice de
stabilité membranaire ne diminue que de 11% et 15% respectivement, par rapport au témoin
(Figure 41). D’aprés les travaux de Blum et de Ebercorn (1976, 1981) sur le sorgho et le blé, et
Premachandra et al. (1990) sur le mais, la plus grande stabilité de la membrane et le pourcentage
de diminution minimum sous stress hydrique est noté chez le génotype tolérant, cas de Nure et
de Soufara‘s’. Le maintien de l'intégrité membranaire a été utilisé comme une mesure de
tolérance a la sécheresse par plusieurs auteurs (Premchandra et al. 1990, Deshmukh et al. 1991).
Les fuites sont considérées comme indice de dommages ou la proportion de cellules mortes dans
le tissu (Blum, 1988). La membrane plasmique est généralement protégée contre la dessiccation
par la présence de solutés compatibles avec la membrane, tels que les sucres et les acides aminés
(Schwab et Heber, 1984). Par conséquent, un lien peut exister entre la capacité d'ajustement
osmotique et le degré de protection de la membrane des effets de la déshydratation (Liley et
Ludlow, 1996).
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Figure 41 . Effet du stress hydrique sur I’index de la stabilit¢ membranaire (ISM) sur les feuilles

d’orge au stade trois feuilles.

Le stress hydrique induit une diminution de la stabilit¢é membranaire en raison de la
peroxydation des lipides causé chez les espéces a oxygéne actif (Dhindsa et al., 1981 ; Pastori
and Trippi, 1981; Baisak et al. 1983). Une peroxydation faible des lipides et une grande stabilité
membranaire (lessivage faible des ions) ont été observées chez des génotypes tolérants de blé
(Kraus et al, 1984) et de mais (Pastori et Trippi, 1992). La meilleure performance notée pour ces
génotypes sous stress hydrique en termes d’ISM exprime leur bonne adaptation aux conditions
défavorables, sans toutefois oublier de signaler que leur activité de peroxydation lipidique est

moindre ou limitées.

3. Caractéres moléculaires

Sur la base des résultats obtenus dans le chapitre 111 et afin de dégager la corrélation des
caracteres génétiques avec les réactions de I’orge face au stress hydrique, le tableau 39 résume le
polymorphisme génétique détecté pour les 16 marqueurs testés. La variabilité vis-a-vis des genes
de croissance, ceux du type d’habitat et de photopériodismes refleéte 1’adaptation de ces variétés

au milieu semi aride pour lequel elles ont été sélectionnées.
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e ———
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On note une forte diversité des génotypes locaux vis-a-vis des génes de résistance au
stress abiotique dénotant une variabilité accrue quant a la réponse au milieu stressant, et
I’¢loignement des variétés d’orge sélectionnées du génotype local Tichedrett qui répond le mieux

aux conditions de la région semi aride algérienne.

4. Association des caracteres phénotypiques de la réponse au stress aux génes candidats de
la résistance a la secheresse

L’association des caractéres phénotypiques avec les marqueurs testés par le biais du test
non-parameétrique de Kruskall-Wallis suggére 1’existence d’associations significatives (P < 0,05)
seulement pour I’indice de stabilitt membranaire avec les marqueurs HvBM8, HvZCCT-H,
HVBM5A et HVLOS2. Le test t de Student n’a détecté d’associations significatives (P < 0,05)
qu’avec HVYBMb5A et I’indice de stabilité¢ membranaire (Tableau 40).

La fluidité membranaire est un facteur déterminant pour I'adaptation des cellules a la fois
a haute et basse température (Levitt, 1980). Les plantes réagissent en augmentant la quantité de
phospholipides polyinsaturés pour maintenir la bonne fluidité membranaire sous stress (Miquel
et al., 1993). la nature chimique des tétes polaires et le degré d'insaturation des chaines d'acides
gras estérifiés sont intimement liés a l'adaptation des plantes a leur environnement au cours de
leur développement (Gombos et al., 1994).

Le stress hydrique est connu pour causer l'altération de la composition chimique et les
propriétés physiques de la paroi (extensibilité) qui se lignifie en situation de stress prolongé, avec
pour conséquence un ralentissement voire un arrét de I'élongation cellulaire (Ingram et Barte,
1996). Parmi ses éléments constitutifs les protéines dites "extensines" (hydroxyproline-rich
glycoproteins) ont été tres étudiées car leur expression et leur présence dans la paroi sont
modulées par les stress abiotiques (Yoshiba et al., 2001 ; Merkouropoulos et al., 2003).

La paroi cellulaire et la membrane plasmique agissent comme interface fonctionnelle
pour les échanges chimiques et des signaux mécaniques. Ceci suggere qu‘ils n’ont pas seulement
un réle structurel a travers leurs domaines extracellulaires, mais aussi un role de signalisation a
travers leurs domaines cytoplasmiques, et peuvent ainsi agir sur la communication entre les

apoplasmes et le cytoplasme (Kohorn, 2001).
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La perte de l'intégrité des membranes conduit a la perte de contréle sur les principales
fonctions de réglementation et de recepteur, qui finalement conduit a la sénescence de la plante
entiere (Crow et al., 1993). Lorsque les plantes sont soumises a la sécheresse, elles tentent de
s'adapter au nouvel environnement en changeant leur profil d'expression génétique apres
perception des signaux de stress (Ozturk et al, 2002;. Seki et al, 2002;. Hazen et al, 2005.). Par
conséquent, les genes dont I'expression est altérée sont probablement ceux impliqués dans les
voies de la réaction des plantes a la sécheresse.

Ces résultats suggerent I’implication des génes de développement dans la résistance au
stress hydrique. En effet, ces derniers ont souvent des effets pléiotropiques sur un certain
nombre de traits, y compris la tolérance au stress (Forster et al., 1999). Les genes du
développement dans le blé, notamment ceux impliqués dans la période de floraison, sont connus
pour avoir des effets pléiotropiques sur la tolérance aux stress abiotiques. Lorsque les lignées
portent les alleles de besoin de vernalisation (Vrn / VRN) et d’exigence en photopériode (Ppd /
PPD), elles sont les plus tolérantes a la salinité (Taeb et al., 1992).

Le niveau de transcription du géne codant une désaturase est induit par le froid en
présence de LOS2. Tout manque en désaturase conduit a une sensibilité au froid. D’apres Lee et
al. (2000) la polyinsaturation des phospholipides des membranes ne peut pas se produire chez les
plants présentant le gene recessif 1os2 en réponse au froid. La sur-régulation de LOS2 réprime la
transcription de ZAT10 qui est régulé négativement par le géne COR qui confére la tolérance au
froid et a la sécheresse (Thomashow, 1994; Hughes and Dunn, 1996; Seki et al., 2002; Kume et
al., 2005). L'élément de réponse a la sécheresse (DRE, la séquence: TACCGACAT) est présent
dans le promoteur des génes COR (Yamaguchi-Shinozaki et Shinozaki, 1994).
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Chapitre 1V : Approche associatives des caractéres physiologiques et biochimiques de la réponse au stress
hydrique a quelques génes candidats de la résistance au stress abiotique

e ———
——— —

Le mécanisme par lequel les genes COR stabilisent les membranes n'est pas encore connu
(Thomashow, 1998), mais il est probable que ces génes codent pour des protéines hautement
hydrophiles qui interagissent avec les macromolécules et / ou des membranes pour les protéger
des dommages induits par la déshydratation, conservant ainsi leur intégrité fonctionnelle
(Kazuoka et Oeda, 1992; Webb et Gilmour, 1996). D’autre part, I’expression des génes COR est
déclanchée par les facteurs de transcription CBF (Stockinger et al., 1997 ; Skinner et al., 2005)
qui peuvent étre induits par le froid et/ou la sécheresse (Vagujfalvi et al., 2003; Jaglo et al.,
2001 ; Kizis et al., 2002). Limin et Fowler (2006) ont suggéré que VRN1 ou des genes induits par
VRNL1 peuvent réguler négativement la voie CBF / COR .
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Conclusion

Au cours de ce chapitre nous avons décris la réponse des variétés d’orge, sélectionnées
localement, vis-a-vis du stress hydrique a un stade jeune de développement et leurs associations
au marqueurs moléculaires de résistance au stress abiotique a savoir les déhydrines (DHN3 et
DHN7), le CBFs (3A, 8, 10B et 12), ICE1, FRY1, LOS2, HYWRKY38 et les génes d’adaptation et
de développement.

Il semble que le manque d’eau affecte significativement les variétés d’orge, qui ont

montré une résistance ¢levée et dont la surface foliaire n’a pas été réduite, il s’agit de Tichedrett,
Soufara ‘s’, Rahma et Fouara. Les mécanismes mis en jeu sont différents pour chaque individu
mais 1’ajustement osmotique reste le plus déterminant associé a un statut hydrique et une
concentration en sucres éleves.
L’utilisation de l'interaction génétique/phénotype fournit également un moyen potentiel
d'identification de génes candidats / mécanismes. La détection des loci impliqués est basée sur
les probabilités et nous a permis de prouver I’implication de la membrane cytoplasmique a un
degré élevé dans la résistance a la sécheresse au stade juvénile de la plante. En effet, les genes de
développement HYBM8 et HYBM5A peuvent avoir des effets pleiotropiques et réagir au stress
hydrique. Alors que les génes de résistance au froid HvZCCT-H, et HvVLOS2 sont les génes
candidats de la résistance a la sécheresse.

Cette association phénotype génotype ouvre une voie de recherche de nouveaux criteres
de sélection et d’adaptation aux variétés d’orge sélectionnées dans la région semi aride
algérienne. Le développement des mécanismes impliqués dans I’amélioration de la croissance
sous stress au stade jeune permettra aux sélectionneurs d’identifier des marqueurs étroitement
lies au caractére. Il est nécessaire de réaliser des expérimentations complémentaires dans
différentes conditions de stress abiotique et dans d’autres fonds génétiques pour valider les QTL

spécifiques aux stresses impliqués
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L’objectif de ce présent travail est de fixer les caracteres de résistance pour 1’adaptation
aux contrastes de I’environnement mis enjeu chez quelques génotypes d’orge sélectionnés pour
la région semi aride. Il apparait que, pour y parvenir complétement, la variable clef reste la
compréhension des mécanismes par lesquels la plante adapte son cycle a I’environnement qu’elle
percoit. Les approches utilisées (phénotypique, génotypique et association phénotype X
génotype) nous ont permis de mieux comprendre 1’adaptation aux conditions de la zone semis
aride.

Dans le premier volet de cette étude, le suivie du comportement de ces génotypes a
travers deux compagnes différentes a permis de distinguer une élasticité leur conférant une
adaptation et survie aux conditions extrémes. La réponse en conditions de stress s’expriment par
un développement morphologique des barbes et de la hauteur, parallélement a un maintien de la
teneur relative en eau €levé qui est a ’origine d’un maintien d’un potentiel hydrique élevé et une
accumulation des sucres dans les cellules. Ces réactions ont permis le maintien d’un rendement
plus élevé par rapport aux autres par 1’ajustement du PMG.

Il faut souligner que les individus ayant maintenu un rendement en dessous de la
moyenne se sont maintenu grace a leur capacité de maintenir un taux de chlorophylle élevé le
plus longtemps possible.

La description ainsi faite nous a permis de considerer les variétés Tichedrett et Fouara
comme étant les tolérantes a la sécheresse, les autres variétés sont, par ailleurs, caractérisé par un
potentiel adaptatif leur permettant de produire un rendement acceptables en conditions de stress
terminal.

Dans un deuxieme volet de 1’étude, 16 marqueurs ont permis d’identifier plusicurs alléles
d’adaptation. Nous avons noté la dominance du type de printemps dans les génotypes
sélectionnées pour la région semi-aride, exprimant leur ajustement phénologique par rapport au
milieu. Par ailleurs, les caracteres relatifs au stress abiotique démontre un polymorphisme entre
les différents individus et ne peut étre précisé que par des études d’expression de ces alleles.

Dans un troisiéme volet, 1’association des caractéres génétiques a des caractéres de

résistance au stress hydrique a fait ressortir une liaison avec les alléles de développement
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parallelement aux genes de résistances au froid eux méme des genes candidats de résistance a la

sécheresse.

Les résultats que nous avons obtenus ont permis de :

e Montrer I’existence d’un potentiel adaptatif et d’une plasticité potentiellement importants
pour des caracteres liés a la résistance aux variabilités de I’environnement, ce qui constitue
des caractéristiques encourageantes pour 1’adaptation de ces génotypes aux changements
climatiques futurs.

e Détecter des signatures de la sélection classique par le polymorphisme génétique validé par
les marqueurs moléculaires d’adaptation et de résistance au stress.

e De valider par des tests d’associations le réle potentiel de quelques-uns de ces génes dans
I’expression de caractéres liés a 1’adaptation. Malgré le petit nombre de SNPs testés, les tests
d’associations réalisés sont trés encourageants pour des études a plus grande échelle chez ces
génotypes.

Les génes ainsi décris, pourraient représenter des marqueurs moléculaire trés efficace
pour les applications de la sélection assistée par marqueurs. En fait, I'intégration des alléles
favorables dans un génotype devrait avoir pour conséquence d'activer une cascade de réactions
moléculaires, résultant en un effet majeur sur le phénotype. Cette stratégie de sélection
conduirait a I'amélioration de I'orge de la région semi aride par la tolérance au stress abiotique et,
par conséquent, un bon rendement en grain en conditions limitantes.

Notre étude ouvre de nouvelles perspectives pour la sélection de I’orge en Algérie a court
et a long termes.

A court terme, les genes décris doivent étre validés par 1’étude de leurs expressions qui
orientera le choix de cultivars résistant aux conditions du milieu et méme un éventuel transfert de
génes pour la création de nouvelles variétés plus performantes. Une attention particuliere doit
étre accordée a la compréhension génétique de la résistance a la sécheresse par 1‘utilisation des
techniques d’expression d’ARN de protéines et d’enzymes intégrés dans les voies métaboliques
de cette résistance.

A long terme, aux génes décris doit s’ajouter d’autres genes pour la création d’une base
de données. En effet, un grand nombre de génes d’intérét reste a décrire pour essayer d’avoir
une cartographie génétique des genotypes locaux. Ce qui orientera la sélection classique vers une

sélection assistée par marqueur.
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Annexe 1. Fiche technigue des génotypes

Rahma
Variétés : MOB 1337 /W12291
Pédigrée et n° de croisement: MOB 1337 /W12291.1CB 81 2606-2AP-1AP-0AP
Année d’introduction : 1988/1989
Origine (institution/pays) : ICARDA/Syrie
Nom de la pépiniere ou de I’essai d’origine : CBC N° 21
Année de selection : 1990/1991
Caractéres morphologiques :
Hauteur de la plante : 75 cm
Longueur du col de I’épis : 15 cm
Couleur des barbes : présence de pigmentation anthocyanique
Paille creuse ou pleine : creuse
Degrés de glaucescence : présence faible & moyenne sur la tige et 1’épis
Epis a barbe ou glabre : barbe
Caracteres phénologiques :
Nombre de jours a 1’épiaison : (levé- épiaison) 141 jours précoce que tichedrett
Caracteres physiologiques :
Tolérance au stress biotique : tolérante (helminthosporiose, rynchosporiose)
Tolérance aux stress abiotiques : gelées- sensible
Caractéres agronomiques

1°® année d’essai 2°™ année d’essai 3™ année d’essai
Rendement de la 55 gx /ha 42 gx/ha 50 gx/ha
variété qx/ ha
Variété témoin et Tichedrett Tichedrett Tichedrett
niveau rendement 48 gx/ha 29 gx/ha 32 gx/ha
Rendement % par 115% 145% 156%
rapport au témoin

NB/ tableau a renseigner sur la base des trois derniéres années du processus de sélection.

Tissa
Pédigrée et n° de croisement: Inconnu
Année d’introduction : 1991/1992
Origine (institution/pays) : INRAM / Maroc
Nom de la pépiniére ou de I’essai d’origine : Essai Maghrébin
Année de sélection : 1991/1992
Caracteres morphologiques :
Hauteur de la plante : 85 cm
Longueur du col de I’épis : 14 cm
Couleur des barbes : présence de pigmentation anthocyanique moyenne
Paille creuse ou pleine : creuse
Degrés de glaucescence : présence moyenne
Epis a barbe ou glabre : barbe
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Caracteres phénologiques :

Nombre de jours a 1’épiaison : (levé- épiaison) 166 jours (méme précocité tichedrett)
Caractéres physiologiques :

Tolérance au stress biotique : moyennement sensible (helminthosporiose, rynchosporiose)

Tolérance aux stress abiotiques : gelées- tolérante
Caractéres agronomiques :

e

1°® année 2°M année 3*™année | 4°™ année

d’essai d’essai d’essai d’essai
Rendement de la 53 gx /ha 69 gx/ha 92.8 gx/ha | 37.6 gx/ha
variété qx/ ha
Variété témoin et Tichedrett Tichedrett Tichedrett Tichedrett
niveau rendement 32 gx/ha 44 qx/ha 76.2 qx/ha | 36.6 gx/ha
Rendement % par 165.6 % 156.8 % 121.8 % 103%
rapport au témoin

NB/ tableau a renseigner sur la base des quatre dernieres années du processus de sélection.

Soufara ‘s’
Pédigree et n° de croisement: Soufara ‘s’ sel 5AP-0AP
Année d’introduction : 1984/1985
Origine (institution/pays) : ICARDA/Syrie
Nom de la pépiniére ou de I’essai d’origine : BYT 84 / 85#5
Année de sélection : 1987/1988
Caracteres morphologiques :
Hauteur de la plante : 70 cm
Longueur du col de I’épis : 15 cm
Couleur des barbes : présence de pigmentation anthocyanique
Paille creuse ou pleine : creuse
Degrés de glaucescence : présence moyenne sur la tige
Epis a barbe ou glabre : barbe
Caractéres phénologiques :
Nombre de jours a I’épiaison : (levée - épiaison) 141 jours
Caractéres physiologiques :
Tolérance au stress biotique : tolérante (helminthosporiose, rynchosporiose)
Tolérance aux stress abiotiques : gelées- tolérante
Caractéres agronomiques :

1°® année 2°™ année 3°™ année d’essai
d’essai d’essai
Rendement de la variété gx/ ha | 49.89 gx /ha | 44.9 gx/ha 42.7 gqx/ha
Variété témoin et niveau Tichedrett Tichedrett Tichedrett
rendement 45.1 gx/ha | 40.7 gx/ha 35.6 gx/ha
Rendement % par rapport au 110 % 110 % 120 %
témoin

NB/ tableau a renseigner sur la base des trois derniéres années du processus de sélection.
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El fouara
Pédigrée et n° de croisement: Deir Alla 106-strain 205//Gerbel. 1CB85-1376-0AP-1AP-2AP-0AP
Année d’introduction : 1991/1992
Origine (institution/pays) : ICARDA/Syrie
Nom de la pépiniere ou de 1’essai d’origine : IWFBON n° 133
Année de sélection : 1993/1994
Caractéeres morphologiques :
Hauteur de la plante : 75 cm
Longueur du col de I’épis : /
Couleur des barbes : présence de pigmentation anthocyanique forte
Paille creuse ou pleine : creuse
Degrés de glaucescence : glaucescence de 1’épi forte
Epis a barbe ou glabre : barbe
Epi : 6 rangs, compact a barbe pigmentées et langues.
Grain : gros
Caractére cultural
Cycle végétatif : précoce
Tallage : fort
Caractéres phénologiques :
Nombre de jours a I’épiaison : (levée - épiaison) 159 jours
Caractéres physiologiques :
Tolérance au stress biotique : tolérante (helminthosporiose, rynchosporiose)
Tolérance aux stress abiotiques : gelées- moyennement résistante
Caractéres technologiques :
PMG : bon
Productivité : bonne
Caractéres agronomigues :

1°® année 2°™ année 3°™ année

d’essai d’essai d’essai
Rendement de la 76 gx /ha 55.2 gx/ha 34.6 gx/ha
variété gx/ ha
Variété témoin et Tichedrett Tichedrett Tichedrett
niveau rendement 61.5 gx/ha 47.6 gx/ha 20.4 gx/ha
Rendement % par 123.6 % 116 % 169.6 %
rapport au témoin

NB/ tableau a renseigner sur la base des trois derniéres années du processus de sélection.

El bahia

Pedigree : Tich X Rebelle Cs 9520-3s F4 N° =21 1998/1999
Origine: ITGC/SETIF

Caractéres _morphologiqgues:
Epi : 6 rangs, lache a barbes pigmentées et langues
Paille : creuse
Grain : long
Caractéres culturaux
Cycle végétatif : précoce
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Tallage : fort

Comportement a 1’égard des maladies :
Résistante aux maladies cryptogamiques
Caracteres technologiques :
PMG : élevé
Productivité : bonne
Zone d’adaptation : plaines intérieures et hauts plateaux
Conseil de culture :
- Rustique
- Tolérante a la gelée, au froid et a la secheresse
- Asemer : mi-novembre a mi-décembre
- Résistante a la verse

Tichedrett
Obtenteur : ITGC (ferme de démonstration et de production de semences de Sétif)
Origine : station d’amélioration des plantes de grandes cultures en 1931
Type de variété : lignée pure
Les caracteres :
Caractéristigues morphologiques :
Compacité de I’épi : compact
Couleur de 1’épi : jaune
Hauteur de la plante a la maturité : 100 a 120 cm
Tallage : moyen

Caracteres phénologiques :

Cycle végetatif : tardif

Zone d’adaptation : plaines intérieures et hauts plateaux

Alternativité : automne

Caracteres physiologiques

Au froid : résistante

A la verse : moyennement résistante

Egrenage : résistante

Tolérance au stress biotique : tolérante (helminthosporiose, rynchosporiose)
Tolérance aux stress abiotiques : gelées- sensible ; A la sécheresse - résistante

Caractéres agronomiques
Productivité : rendement en grain optime : 25 gx/ha
PMG : moyen
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Annexe 2. Tableau des dates de semis, levée et épiaison des différentes varités au cours des deux
campagnes : 2004/2005 et 2005/2006.

Variétés Campagne 2004-2005  Campagne 2005-2006
Tichedrett 30/04/05 19/04/06
Soufara ‘s’ 30/04/05 22/04/06
Rahma 27/04/05 18/04/06
Tissa 27/04/05 18/04/06
El Fouara 30/04/05 19/04/06
El Bahia 30/04/05 18/04/06
semis 29/11/04 29/11/05
levée 15/12/04 17/12/05
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Annexe 3. Matrice de corrélation des paramétres physiologigues, biochimiques et agronomigue Durant les deux compagnes étudiées 2004/2005 et
2005/2006 pour quelques génotypes d’orge sélectionnés pour la région semi aride de Sétif.

NEA1 NEA2 NGEA1 NGEA2 NGMA1NGMA2PMGA1PMGA2RDTAL RDTA2 MSTMAMSTMAMSPAL MSPA2 IRAL IRA2 HA1l HA2 LBA1 LBA2 LEAL LEA2 RWCA1RWCA2SSTA1l SSTA2 PAL PA2 POA1 POA2 ISMA1l ISMA2 CHTA1l CHTA2

NEAL 1.00

NEA2 0.83 1.00

NGEAL -0.80 -0.87  1.00

NGEA2 -0.80 -089 097 1.00

NGMA1 -0.16 -054 068 061 100

NGMA2 0.21 034 012 009 023 1.00

PMGA1 -0.28 -049 017 036 -010 -048 1.00

PMGA2 -0.69 -095 080 08 055 -038 063 1.00

RDTAL -0.55 -058 080 088 046 044 037 061 100

RDTA2 -0.21 -031 005 022 -026 -053 0.8 052 025 1.00

MSTMAL -0.25 -059 077 071 098 032 -005 059 061 -021 100

MSTMA2 -0.23 -026 005 008 -018 -069 043 043 -009 076 -019 1.00

MSPA1 -0.41 -071 084 08 08 020 028 079 080 018 091 008 100

MSPA2 -0.14 -015 -010 -010 -027 -077 030 028 -031 063 -031 097 -011 100

IRAL -0.39 -032 040 057 -007 028 064 039 08 056 009 003 041 -0.18 1.00

IRA2 0.05 -017 009 024 016 024 053 019 044 013 021 -052 026 -0.63 056  1.00

HAL -0.58 -072 041 053 002 -068 08 08 033 08 006 073 038 062 044 009 1.00

HA2 -0.42 -048 042 042 016 -046 035 063 024 064 018 091 044 082 015 -050 071 100

LBA1 -0.79 -075 091 091 050 030 017 062 084 -0.06 062 -026 068 -0.41 055 035 026 007 100

LBA2 -0.64 -084 094 093 08 017 018 078 076 -006 088 -016 089 -0.30 033 032 031 021 089 100

LEAL 0.63 08 -071 -080 -045 -001 -055 -072 -0.71 -0.17 -053 024 -062 038 -057 -0.70 -047 005 -084 -0.82 1.00

LEA2 0.86 073 -060 -066 000 021 -047 -058 -050 -0.22 -0.09 005 -023 013 -051 -037 -053 -0.04 -0.76 -0.55 081 100

RWCA1 -0.27 -027 013 -003 013 -061 -030 019 -046 -012 003 049 -008 063 -070 -0.78 018 048 -0.16  0.01 029 005 1.00

RWCA2 0.44 046 -050 -031 -054 017 048 -028 010 052 -047 003 -024 -0.06 057 046 006 -016 -033 -0.48 011 017 -078 1.00

SSTAL -0.44 -061 017 017 003 -090 046 056 -024 033 -004 042 000 048 -024 -003 066 029 005 018 -035 -049 058 -040 1.00

SSTA2 -0.72 -031 054 05 -016 027 005 023 062 017 -001 014 020 0.03 061 -017 023 033 062 029 -024 -054 -009 -002 -022 1.00

PAl -0.31 -027 060 051 059 070 -043 0.08 053 -068 065 -0.74 045 -0.79 012 027 -043 -040 074 068 -049 -030 -020 -044 -033 029 100

PA2 0.15 -023 -009 -016 033 -068 002 025 -054 -004 018 026 002 038 -071 -020 020 016 -034 0.04 007 019 067 -051 070 -073 -029 100

POA1 -0.47 -079 076 083 065 -012 059 092 073 054 071 040 092 020 050 023 070 065 055 075 -061 -031 -002 -009 023 021 010 010 1.00

POA2 -0.44 -004 030 038 -030 048 013 001 064 021 -013 -006 010 -0.20 079 012 007 007 05 011 -021 -042 -051 038 -048 089 025 -095 009 1.00
ISMA1 -0.22 -056 033 023 057 -060 001 054 -021 -003 046 034 034 040 -056 -029 035 041 003 039 -014 -003 078 -074 072 -040 -005 09 038 -075 100
ISMA2 -0.51 -066 021 029 -006 -087 071 066 -0.03 058 -009 048 008 048 008 015 083 036 014 020 -048 -061 035 -014 094 -008 -040 050 037 -026 053 1.00
CHTAL 0.86 081 -092 -084 -054 005 002 -070 -056 002 -060 -020 -0.64 -0.12 -015 026 -038 -053 -0.77 -0.79 049 055 -045 070 -028 -059 -048 -002 -058 -023 -045 -0.25 1.00
CHTA2 0.77 065 -08 -090 -033 -031 -027 -0.62 -093 -024 -048 -0.07 -0.69 013 -075 -016 -040 -039 -088 -0.73 0.63 062 021 008 013 -083 -049 055 -065 -0.73 015 -0.04 0.75

1.00

A1, 2004/2005 ; A2, 2005/2006 ; RDTA1-RDTA2 rendement Al et A2, MSTMA1-MSTMA2 biomasse totale a maturité Al et A2, MSPA1-MSPA2 biomasse de la paille en Al et A2, IRA1-IRA2 indice de
rendement en Al et A2, HA1-HA2 hauteur en Al et A2, NEA1-NEA2 nombre d’épis en Al et A2, NGEA1-NGEA2 nombre de grains par épi en Al et A2, PMGA1-PMGA2 poids de mille grains en Al et
A2, LBA1-LBA2 longueur des barbes en Al et A2, LEA1-LEA2 longueur épis en Al et A2, RWCA1-RWCA2 teneur relative en eau en Al et A2, SSTA1-SSTA2 sucres solubles en Al et A2, PA1-PA2 proline
en Al et A2, POA1-POA2 proline en Al et A2, ISMA1-ISMA2 indice de stabilité membranaire en Al et A2, CHTA1-CHTA2 chlorophylle totale en Al et A2, CHAA1-CHAA2 chlorophylle A en Al et A2,
CHBA1-CHBA2 chlorophylle B en Al et A2
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Annexe 4: les primers et auteurs des marqueurs utilisés dans la description biomoléculaires

des génotypes d'orge cartographiés sur la population Nure X Tremaois.

GENE PRIMERS auteur
. | twms |FWD CAGCCTCAAACCAGCTCTTC von Zitzewitz
REV AAACAACACCCAGGAGCAAC etal. 2005
> | nms  |FWD GCCCCTCAACAGAACATTTG Schmitz et al.
REV ACACACGTCATCATGCAACC 2000
2 | tucaraa |FWD TCCCAGATGATTCTGCTCTG Choi et al.
REV GGCTGGATGTAAGGGGTATATG 2002
FWD ATGGACGTCGCCGACATC Drenl;g(r)% etal
REV TTAGCAGTCGAACAAATAGCT :
4 HvCBF4
NURE FWD ACGAGGAGCAGTGGTTTAGA- Rozen et
TREMOIS FWD ACGAGGAGCAGTGGTTTAGC | Skaletsky 1998
5 HVCBFS FWD CAAGTTGCCGGTCGCGAC- Francia et al.
REV AACAGTTTCCTAATTGAGTGATGG- 2004
o | wvosrios |FWD TGTACTACTCTACTACTCCCTCCGTTC | Tondelli etal.
REV TGTGCTCCTTTTTACGGATTG 2006
FWR TGGCAAGCATAAAGGGCTAA Tondelli et al.
NURE_FWR CATAAAGGGCTAATTGCGGTT 2006
7| HVCBFIZ\TREMOIS REV
GGACTTTTGATTTTCTACTCCG
o | wrkyass |PWD GGTTCTTGAGTCGGAGCTACAGCG Marée et al.
REV TATGGAACGGAACATTTGAATGACTGG |2004
. —evi _|FWD TGTTCCTGCCTTCTCTCCATA Tondelli et al.
REV TCTCCTCTCAACCTCTGCATC 2006
o (o1 |FWD CTGAGCAATGCAAGGATGG Tondelli et al.
REV GACACAGGGTAGTGACATCAGG 2006
1| Losa |FWD AAGGACCCTACCGCTCAAAC Lee et al. 2002
REV GAAGATGGGCGTTGAAGTGTAC
| mzeor  |FWD CACCATCGCATGATGCAC-3 von Zitzewitz
REV TCATATGGCGAAGCTGGAG etal. 2005
3| poamy  |FWD AAGAAAGAGAAGGAGGGTGTCC Turner et al.,
p REV CCTTTTCAGAGCTGCGTCTACT 2005
| oma  |FWD AGGCAACCAAGATCAACACCACCTG Choi et al.
REV GCGGAAGTTTTACTGCATCTCCATC 2000.
= | o |FRW GAGTACCAGGGACAGCAG Choi et al.
REV CGAGCTGGAGCTGGAGCTGC 2000.
6| HyET |FWD GCATAATTGCACCAAACTTCTG Faure et al.
REV TGATCCTCAAATACGTTGGAAG 2007
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