Résumé

Les variétés locales et les anciens cultivars de blé dur présentent une grande variation génétique et
constituent une ressource précieuse pour l'amélioration des variétés modernes, notamment en termes de
rendement et de qualité. Par conséquent, la caractérisation et l'analyse de la diversité génétique de ces
ressources pourraient fournir aux obtenteurs une source inestimable de génes pour des croisements futurs.
A ce fin, la présente thése a été réalisée dans le but d'une part de déterminer l'ampleur de la diversité
génétique existante dans une collection de blé dur maintenue dans la banque de génes du Maroc a l'aide
des descripteurs agro-morphologiques, phénotypiques, biochimiques, physico-chimiques, et moléculaires
; d’autre part, de fournir aux généticiens une base de données de génes précieux. Cette collection était
composée de cultivars nord-américains et marocains et de variétés locales.

Les résultats de 1’évaluation de la variabilité agro-morphologique ont montré une différenciation
significative a tres significative entre les accessions pour la plupart des caractéres. Le nombre de plantes
au stade d'émergence, la biomasse d’une plante au stade de floraison, la teneur en chlorophylle et le
nombre d’épis ont montré une avance génétique élevée couplée a une forte héritabilité (sens large). De
plus, des corrélations trés significatives ont été mises en évidences entre les caractéres agro-
morphologiques offrant la possibilité d'une sélection directe ou indirecte. Les deux premiers axes de
I'analyse en composantes principales ont expliqué 45% de la variation totale et ont montré que les variétés
locales marocaines et les cultivars nord-américains ont partagé des caracteres morphologiques similaires,
tandis que les cultivars marocains ont montré de meilleurs caractéres agronomiques.

Pour I’évaluation de la diversité phénotypique, les données ont montré une diversité phénotypique
importante entre les accessions. L’estimation de la diversité a l'aide de I'indice de diversité moyen H'
(Shannon Weaver) a révélé des indices trés elevés pour tous les traits qualitatifs étudiés, sauf la forme du
grain. De plus, les données ont également montré que les cultivars de I’ Amérique du Nord et les variétés
locales ont eu des indices de diversité supérieurs a ceux des cultivars marocains pour la plupart des traits
étudies. Par ailleurs, I'analyse des correspondances multiples a également révélé une variation totale
significative, a séparé les accessions nord-américaines des accessions marocaines, tout en isolant,
également, les cultivars marocains des variétés locales.

Concernant I’étude biochimique, dans I'ensemble, les variétés locales marocaines ont présenté une plus
grande diversité génétique et un plus grand nombre d'alléles de gluténine par rapport aux cultivars de blé
dur marocain et nord-américain. Au total, 20 alleles catalogués et 12 nouveaux alléles ont été détectés.
Pour le HMW-GS, deux alléles ont été trouvés au locus Glu-Al, et sept variantes alléliques différentes ont
été identifiées au locus Glu-B1. Parmi eux, deux alleles étaient nouveaux (Glu-Blcp et co). De plus, deux
des accessions analysées présentaient l'alléle Glu-D1d, suggérant la présence de l'introgression du locus
Glu-D1. Pour le LWM-GS, huit, dix et deux alléles ont été identifiés aux locus Glu-A3, Glu-B3 et Glu-
B2, respectivement. Parmi eux, deux nouvelles combinaisons alléliques ont été identifiées au locus Glu-
A3, et sept nouvelles variantes alléliques ont été identifiées au locus Glu-B3.

Pour le cas de I’étude physicochimique et la morphométrie du grain, selon les données sommaires et
I’analyse en composantes principales, les cultivars nord-américains ont été caractérisés par des hautes
teneurs en pigments jaunes et en protéines et des volumes élevés de sédimentation, les cultivars marocains
par des teneurs élevées en amidon, et les variétés locales par des hautes teneurs en polyphénol-oxydases
et moyennes teneurs en pigments jaunes. Pour les paramétres liés a la qualité meuniére, selon les valeurs
moyennes, les cultivars nord-américains et marocains ont été marqués par des poids de mille grains et des
poids spécifiques élevés, tandis que les variétés locales ont été caractérisées par des grains de haute
dimension. Quant a I'association marqueur-trait, les marqueurs choisis ont révélé de nouvelles associations
et de multiples effets pléiotropes entre les loci et les traits analysés, en particulier les marqueurs TaCwi-
4A et LOXA.

Au terme de ces travaux, la caractérisation réalisée et la variation génétique mise en évidence dans ce
matériel génétique conserveé peuvent représenter un pool de génes précieux pour améliorer la qualité et le
rendement du blé dur pour les unités de recherche sur I'amélioration génétique.

Mots clés : diversité génétique, descripteurs agro-morphologiques, phénotypiques, physico-chimiques et
moléculaires, gluénines, taille des grains, association marqueur-trait, blé dur.
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Avant-propos :

Le présent travail de these a été réalisé avec le soutien de nombreuses institutions : 1’Université
Hassan 1°" de Settat, Maroc ; la Faculté des Sciences et Techniques de Settat, Maroc ; le Centre
Régional de la Recherche Agronomique de Settat, Maroc ; le Programme Mondial de BIé, le

Centre International de I’Amélioration de BIé et de Mais de Texcoco, Mexico city, Mexique.

Ce travail a été effectué dans :

e Le laboratoire de la banque de genes de Settat, Institut de la Recherche Agronomique
de Settat, sous la direction de Monsieur le Docteur Hassan OUABBOU, dans le cadre
de collaboration avec le laboratoire de biochimie et neurosciences, ressources naturelles
et environnement, Faculté des Sciences et Techniques de Settat, Université Hassa 1%,
sous la direction de Monsieur le Professeur Abdelkhalid ESSAMADI.

e Le laboratoire de chimie et qualité du blé, Programme Mondial de BIé, Centre
International de L’ Amélioration de Blé et de Mais Texcoco, Mexico city du Mexique,

sous la direction de Monsieur le Docteur Carlos GUZMAN.

e Le laboratoire de sélection moléculaire du blé, Programme Mondial du BIlé, Centre
International de L’ Amélioration de Blé et de Mais Texcoco, Mexico city du Mexique,
sous la direction de Madame le Docteur Susanne DREISIGACKER.
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Résumeé :

Les variétés locales et les anciens cultivars de blé dur présentent une grande variation génétique et
constituent une ressource précieuse pour lI'amélioration des variétés modernes, notamment en termes de
rendement et de qualité. Par conséquent, la caractérisation et l'analyse de la diversité génétique de ces
ressources pourraient fournir aux obtenteurs une source inestimable de génes pour des croisements
futurs. A ce fin, la présente thése a été réalisée dans le but d'une part de déterminer I'ampleur de la
diversité génetique existante dans une collection de blé dur maintenue dans la banque de génes du Maroc
a l'aide des descripteurs agro-morphologiques, phénotypiques, biochimiques, physico-chimiques, et
moléculaires ; d’autre part, de fournir aux généticiens une base de données de génes précieux. Cette
collection était composée de cultivars nord-américains et marocains et de variétés locales.

Les résultats de 1’évaluation de la variabilité agro-morphologique ont montré une différenciation
significative a trés significative entre les accessions pour la plupart des caractéres. Le nombre de plantes
au stade d'émergence, la biomasse d’une plante au stade de floraison, la teneur en chlorophylle et le
nombre d’épis ont montré une avance génétique élevée couplée a une forte héritabilité (sens large). De
plus, des corrélations trés significatives ont été mises en évidences entre les caracteres agro-
morphologiques offrant la possibilité d'une sélection directe ou indirecte. Les deux premiers axes de
l'analyse en composantes principales ont expliqué 45% de la variation totale et ont montré que les
variétés locales marocaines et les cultivars nord-américains ont partagé des caractéres morphologiques
similaires, tandis que les cultivars marocains ont montré de meilleurs caractéres agronomiques.

Pour 1’évaluation de la diversité phénotypique, les données ont montré une diversité phénotypique
importante entre les accessions. L’estimation de la diversité a I'aide de l'indice de diversité moyen H'
(Shannon Weaver) a révélé des indices trés élevés pour tous les traits qualitatifs étudiés, sauf la forme
du grain. De plus, les données ont également montré que les cultivars de I’Amérique du Nord et les
variétés locales ont eu des indices de diversité supérieurs a ceux des cultivars marocains pour la plupart
des traits étudiés. Par ailleurs, I'analyse des correspondances multiples a également révélé une variation
totale significative, a séparé les accessions nord-américaines des accessions marocaines, tout en isolant,
également, les cultivars marocains des variétés locales.

Concernant 1’étude biochimique, dans I'ensemble, les variétés locales marocaines présentaient une plus
grande diversité génétique et un plus grand nombre d'alléles de gluténine par rapport aux cultivars de
blé dur marocain et nord-américain. Au total, 20 alléles catalogués et 12 nouveaux alléles ont été
détectés. Pour le HMW-GS, deux alléles ont été trouvés au locus Glu-Al, et sept variantes alléliques
différentes ont été identifiées au locus Glu-B1. Parmi eux, deux alleles étaient nouveaux (Glu-Blcp et
co). De plus, deux des accessions analysées présentaient l'allele Glu-D1d, suggérant la présence de
I'introgression du locus Glu-D1. Pour le LWM-GS, huit, dix et deux alleles ont été identifiés aux locus
Glu-A3, Glu-B3 et Glu-B2, respectivement. Parmi eux, deux nouvelles combinaisons alléliques ont été
identifiées au locus Glu-A3, et sept nouvelles variantes alléliques ont été identifiées au locus Glu-B3.

Pour le cas de 1’étude physicochimique et la morphométrie du grain, selon les données sommaires et
I’analyse en composantes principales, les cultivars nord-ameéricains ont été caractérisés par des hautes
teneurs en pigments jaunes et en protéines et des volumes élevés de sédimentation, les cultivars
marocains par des teneurs élevées en amidon, et les variétés locales par des hautes teneurs en PPO et
moyennes teneurs en pigments jaunes. Pour les paramétres liés a la qualité meuniere, les cultivars nord-
ameéricains et marocains ont été marqués par des poids de mille grains et des poids spécifique élevés,
tandis que les variétés locales ont été caractérisées par des grains de haute dimension. Quant a
l'association marqueur-trait, les marqueurs choisis ont révélé de nouvelles associations et de multiples
effets pléiotropes entre les loci et les traits analysés, en particulier les marqueurs TaCwi-4A et LOXA.

Au terme de ces travaux, la caractérisation réalisée et la variation génétique mise en évidence dans ce
matériel génétique conservé peuvent représenter un pool de génes précieux pour améliorer la qualité et
le rendement du blé dur pour les unités de recherche sur I'amélioration génétique.

Mots clés : diversité génétique, descripteurs agro-morphologiques, phénotypiques, physico-chimiques
et moléculaires, gluénines, taille des grains, association marqueur-trait, blé dur.



Abstract:

Local varieties and old cultivars of durum wheat exhibit great genetic variation and constitute a valuable
resource for the improvement of modern varieties, especially in terms of yield and quality. Therefore,
characterization and analysis of the genetic diversity of these resources could provide breeders with an
invaluable source of genes for future crosses. To this end, this thesis was carried out with the aim, on
the one hand, of determining the extent of the genetic diversity existing in a collection of durum wheat
maintained in the gene bank of Morocco using agro-morphological, phenotypic, biochemical, physico-
chemical, and molecular descriptors; on the other hand, to provide geneticists with a database of valuable
genes. This collection consisted of North American and Moroccan cultivars and local varieties.

The results of the assessment of agro-morphological variability showed significant to very significant
differentiation between accessions for most traits. The number of plants at the emergence stage, the
biomass of the plants at the flowering stage, the chlorophyll content and the number of tips showed a
high genetic advance coupled with a high heritability (broad sense). In addition, very significant
correlation coefficients have been demonstrated between the agro-morphological characters offering the
possibility of direct or indirect selection. The first two axes of the principal component analysis
explained 45% of the total variation and showed that the Moroccan local varieties and the North
American cultivars shared similar morphological characters, while the Moroccan cultivars showed
better agronomic characters.

For the assessment of phenotypic diversity, data showed significant phenotypic diversity between
accessions. Estimation of diversity using the mean diversity index H' (Shannon Weaver) revealed very
high indices for all qualitative traits studied except grain shape. In addition, the data also showed that
North American cultivars and landraces had higher diversity indices (H”) than Moroccan cultivars for
most of the traits studied. In addition, multiple correspondence analysis also revealed a significant total
variation, separated the North American accessions from the Moroccan accessions, while also isolating
the Moroccan cultivars from the local varieties.

Regarding the biochemical study, overall, Moroccan landraces exhibited greater genetic diversity and a
greater number of glutenin alleles compared to Moroccan and North American durum wheat cultivars.
A total of 20 cataloged alleles and 12 new alleles were detected. For HMW-GS, two alleles were found
at the Glu-Al locus, and seven different allelic variants were identified at the Glu-B1 locus. Among
them, two alleles were new (Glu-Blcp and co alleles). In addition, two of the accessions analyzed
presented the Glu-D1d allele, suggesting the presence of introgression of the Glu-D1 locus. For LWM-
GS, eight, ten and two alleles were identified at the Glu-A3, Glu-B3 and Glu-B2 loci, respectively.
Among them, two new allelic variants were identified at the Glu-A3 locus, and seven new allelic
combinations were identified at the Glu-B3 locus.

As for the physicochemical study, according to summary data and principal component analysis, North
American cultivars were characterized by high contents of yellow pigments and proteins, and high
volumes of sedimentation, Moroccan cultivars by high levels of starch, and local varieties by high
contents of PPO, proteins, and medium contents of yellow pigments. For the milling quality parameters,
cultivars were marked by high thousand kernel weights and specific weights, while local varieties were
characterized by high kernel dimensions. As for the marker-trait association, the markers chosen
revealed new associations and multiple pleiotropic effects between the loci and the traits analyzed, in
particular the markers TaCwi-4A and LOXA.

At the end of this work, the characterization carried out and the genetic variation demonstrated in this
conserved genetic material can represent a valuable gene pool for improving the quality and yield of
durum wheat for research units on genetic improvement.

Keywords: genetic diversity, agro-morphological, phenotypic, physicochemical and molecular
descriptors, gluenins, grain size, marker-trait association, durum wheat.
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Le blé est I'une des céréales vivrieres les plus cultivées au Monde. La connaissance de sa
variabilité génétique a I’aide des marqueurs agro-morphologiques, physicochimiques,
biochimiques, et moléculaire est d’une grande valeur scientifique, afin d’améliorer encore la
productivité et la qualité. Le blé tendre et le blé dur (Triticum aestivum ; T. durum) sont parmi
les aliments de base de la sécurité alimentaire dans le pourtour méditerranéen, plus
particuliérement ’Afrique du Nord. Le blé dur est une culture économiquement importante,
occupant le troisiéme rang apres le blé tendre et I’orge, en termes de superficie et de production
(FAO, 2018).

Historiquement, le blé dur (Triticum turgidum ssp. durum; AAY BB; 2n = 4x = 28) est I'une des
premiéres cultures domestiquées au monde. Il dérive de T. turgidum ssp. dicoccum (blé emmer),
qui, a son tour, résulte de la domestication de T. turgidum ssp. dicoccoides (emmer sauvage).
L'emmer sauvage, quant a lui, est issu de I'nybridation de deux espéces sauvages différentes :
T. urartu (donneur du génome A") et Aegilops speltoides (donneur du genome B) (Feuillet et
al., 2008). D’aprés les recherches archéologiques, la domestication de I'emmer sauvage, son
évolution en blé dur et son utilisation pour la préparation des aliments, tout a commenceé il y a
environ 10 000 ans dans la zone du croissant fertile (Feuillet et al., 2008). Par la suite, le blé
dur s'est répandu dans les terres du bassin méditerranéen ou, il y a environ 2 000 ans, il est
devenu I'une des principales cultures de base de cette région. Actuellement, environ 18 millions
d'hectares sont consacrés a la culture du blé dur, I'Europe, le Canada, I'Afrique du Nord, la
Turquie, les Etats-Unis, le Mexique, le Kazakhstan, I'Inde et la Syrie étant les principaux
producteurs de blé dur (Bassi et al., 2019). Dans la région du bassin méditerranéen, le blé dur
est considéré comme 1'une des principales sources des protéines et des glucides (Duda et al.,
2019; Zili¢ et al., 2011). OU, il représente plus de 50% de la superficie totale de culture de blé
et la grande partie du rendement est destinée a la préparation d'une grande variété d'aliments

tels que les pates, le couscous et le pain.

Au Maroc, le blé dur est une culture céréaliere importante, produite sur environ 1 million
d'hectares (MAPM, DREF, 2018). Cependant, le pays figure toujours parmi les six premiers
pays importateurs de blé dur (Cam, 2017). Pour cette raison, le développement de variétés de
blé dur a haut rendements, de bonne qualité, et adaptés a des environnements agro-climatiques

est I'un des objectifs majeurs des programmes de sélection au Maroc.
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La diversité génétique de cette culture devrait jouer un r6le fondamental dans ce contexte car
elle est une clé importante pour déterminer le potentiel du matériel génétique et son utilisation
efficace dans un programme d'amélioration des cultures. Les ressources génétiques présentant
un niveau élevé de variation génétique sont une ressource importante pour élargir la base
génétique de tout programme de sélection végétale, en particulier les ressources génétiques des
banques de genes et des centres de diversité qui ne sont pas encore exploitées.

Le Maroc est l'un des principaux centres de diversité génétique du blé dur (Ramdani et al.,
2014), et une multitude de variétés traditionnelles ou de varietés locales de blé dur ont été
développées par sélection naturelle ou par sélection paysanne. Ces précieuses ressources ont
été inventoriées (ou restaurées), étudiées et sauvegardées. En effet, plusieurs études ont trouvé
une grande variabilité dans les variétés locales de blé dur marocain et ont affirmé que ce
matériel devrait étre utilisé dans les programmes de sélection pour [lintrogression ou
I'amelioration des caracteres souhaitables (Chentoufi et al., 2014 ; Sahri et al., 2014 ; Amallah
et al., 2016). En particulier, les variétés locales pourraient étre utilisées pour améliorer les
caractéres de valeur commerciale tels que 1’adaptation aux contraintes climatiques, la résistance
aux maladies, le rendement et la qualité nutritionnelle et technologique (Aguiriano et al., 2006
; Nazco et al., 2012 ; Mohammadi et al., 2015 ; Mengistu et al., 2018 ; Hernandez-Espinosa et
al., 2019). Actuellement, les variétés locales de blé sont encore cultivées dans plusieurs régions
(principalement rurales) et leur qualité organoleptique et de transformation pour la production
de produits locaux fait maison est souvent considérée comme supeérieure par rapport aux
variétés de blé modernes (Zarkti et al., 2010b ; Morgounov et al., 2016). Pour cette raison, la
comprehension des composants présents dans les variétés locales et les cultivars anciens qui
contribuent a leur qualité de transformation et d'utilisation finale est d'une importance
fondamentale afin d'exploiter leur variabilité génétique et de transférer plus efficacement ces
caractéres souhaitables dans des variétés modernes plus productives et adaptés aux contraintes

agro climatique du Maroc.

Comme une meilleure stratégie de conservation des précieuses ressources, la Banque Nationale
de Genes est 'une des sources de ces composants, ou conserve et gere plus de 3000 accessions
de blé dur (représentant d'anciens cultivars, des variétés locales, des matériels d'obtenteur, des
lignées élites...). Cependant, malgré les études de Zarkti et al (2010a, 2010b ; 2012) et les
activités annuelles entreprises concernant la caractérisation et I’évaluation de ces accessions,
I'étude de la diversité génétique et I'élargissement de la base des données de génes responsable
des caractéres du rendement et de la qualité restent insuffisants. Pour cela, la caractérisation et

3
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I'évaluation de la diversité de ces ressources et de leurs composants ouvrent toujours des

perspectives nouvelles de recherches.

Dans ce contexte, la présente étude a été entreprise pour évaluer la diversité agro-
morphologique, phénotypique, biochimique, physicochimique, et moléculaire d'une collection
de blé dur maintenue dans la banque de genes nationale, composée de variétés locales et de
cultivars marocains (en tant qu'ensemble de génotypes adaptés localement) et des cultivars de
I'Amérique du Nord (Canada et Etats-Unis en tant que systémes de classement parfaits du blé
dur). Les résultats de cette présente étude contribueront certainement a la description et a la
valorisation de la diversité génétique conservée et a l'enrichissement de la base de données de
génes cibles par la création d'une carte d'identité pour chaque accession, apportant ainsi aux
sélectionneurs les informations et les outils nécessaires a I'établissement d'une agriculture
durables a travers de I'amélioration durable du rendement et de la qualité des variétés modernes
de blé dur.

Quatre volets de recherche ont été menés pour atteindre les objectifs de cette présente these :

e Chapitre 1 intitulé « Evaluation de la variabilité agro-morphologique d’une collection
de blé dur maintenues dans la banque de génes du Maroc », a pour objectif d’évaluer la
variation génétique disponibles entre 280 accessions de blé dur, incluant des variétés
locales et des cultivars du Maroc et de I’ Amérique du Nord, en utilisant douze caractére
agro-morphologiques.

e Chapitre 2 intitulé « Evaluation de la diversité phénotypique d’une collection de blé
dur (T. turgidum ssp. durum) a I’aide des caracteres qualitatifs et quantitatifs », l'objectif
de ce chapitre est de montrer la diversité phénotypique existante entre les cultivars et
les variétés locale (108 accessions) et leur distribution de point de vue des descripteurs
phénotypiques héritables.

e Chapitre 3 intitulé « Evaluation de la diversité des sous-unités de la gluténine dans une
collection de blé dur (T. turgidum ssp. durum) du Maroc », tend a étudier la composition
en sous-unités de gluténine a l'aide de I'analyse SDS-PAGE pour une collection de 95
accessions, ainsi que de montrer I’importance de la diversité alléliques des varietés
locales par rapport les anciens cultivars du Maroc et de I'Amérique du Nord.

e Chapitre 4 intitulé « Caractérisation physicochimique, la morphométrie des grains, et
leur association avec des marqueurs d’ADN pour une collection de blé dur (T. turgidum

ssp. durum) détenue par la banque de genes du Maroc», le but de ce dernier chapitre est
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d’analyser les prédicteurs du rendement et de la qualité pour les mémes accessions du
chapitre 3 et de découvrir les associations entre ces prédicteurs et certains marqueurs
d’ADN.
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l. REVUE BIBLIOGRAPHIQUE
A. Histoire et I’origine du génome de blé dur

1. Domestication de blé dur

Le blé est I'une des cultures fondatrices de la révolution agricole qui a eu lieu il y a 10 000 ans

dans le croissant fertile et cette culture reste parmi les cultures les plus importantes au monde.

Avant de devenir la céréale la plus cultivée au monde, le blé était un composant idéal de
I’alimentation pour I’homme du croissant fertile, plus précisément ’homme de Diyarbakir en
Turquie (Heun et al., 1997). Plus tard, sa culture s’était généralisée dans les régions du Moyen-

Orient et du Proche-Orient et en Afrique du Nord, puis dans le monde entier.

Selon les études archéologiques, I’histoire de la domestication a été commencée pendant I’ére
néolithique dans le croissant fertile (Feuillet et al., 2008). Au cours de cette période, I’homme
a constaté dans leur habitat naturel une plante graminée caractérisée par des chaumes contenant
des épillets elles-mémes contenant des grains (Bonjean, 2001; Luo et al., 2007). Ces phénotypes
particuliers la rendaient plus intéressante pour I’anthropisation dans le sens de I’exploiter et de

I'utiliser dans le régime alimentaire quotidienne et le fourrage des animaux.

L'évolution de la sélection et I'expansion de la culture de blé dur ont été établies par la sélection
naturelle et par l'anthropisation. En effet, la sélection du blé dur a battage libre (T. turgidum
ssp. durum (Desf)) a été dérivee de la domestication du blé amidonné sauvage allo-tétraploide
(WEW; T. turgidum ssp. dicoccoides Thell ) et de I'évolution subséquente du blé amidonné
décortiqué (DEW; T. turgidum ssp. dicoccum Schrank) (Dubcovsky et Dvorak, 2007). Selon
des études moléculaires, les mutations naturelles apparues au niveau des loci Q (géne du rachis
facile a cassé) et Tg (gene du glume tenace) ont conduit a I’engendrement des nouvelles traits
specifiqgues comme par exemple la forme carrée d’épi, les glumes tendres et les grains non-
décortiqués facile au battage (Simons et al., 2006 ; Peng et al., 2011.; Tzarfati et al., 2014). Ces
améliorations phénotypiques obtenues ont donné I’apparition de plusieurs sous-especes
caractérisées par un battage facile (T. t. ssp. polonicum, T. t. ssp. Carthlicum, T. t. ssp. turgidum,
T. t. ssp. durum) (Sahri et al., 2014). Suite au développement des techniques conventionnelles,

ces especes ont été bien améliorées et ont donné aujourd’hui le blé dur et le blé tendre.

Apres ces étapes d’évolution, la culture de ces espéces s’est diffusée vers les régions du Proche
Orient, puis vers les différentes régions du bassin méditerranéen, 1’Europe, 1’ Afrique, et I’ Asie
(Bonjean, 2001) (Figure 1).
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2. Génome de blé dur

Plusieurs ancétres diploides ont contribué au génome du blé moderne (Haas et al., 2019). En
particulier, le génome de blé dur actuel (2n=4x=28) est le résultat d'un mécanisme de
polyploidisation entre deux ancétres diploides : Aegilops et Urartu (Figure 2). Plus précisément,
l'origine de son génome est dérivée de I'évolution du premier polyploide qui est le blé T.
turgidum (BBAA), résultant également de I'nybridation polyploide de deux génomes différents
: Triticum Urartu (génome donneur A"A") et Aegilops speltoides (génome donneur BB) (Feuillet
et al., 2008).

Figure 1: Carte de la diffusion de la culture du blé (Boujean, 2001).
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Figure 2: a) Illustration graphique de la domestication et de I’évolution de blé (Haas et al., 2019). b)
Schéma phénologique de I’ancétre Triticum et Aegilops (Feuillet et al, 2008).
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3. Classification botanique de blé dur

Le blé dur (Triticum turgidum ssp. durum) qui est une monocotylédone de la famille des
graminées obéit a la classification présentée dans le tableau 1 (Créte, 1965; Feillet, 2000).

Tableau 1: Classification botanique de blé dur.

Regne Plantae
Sous-regne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Liliopsida
Sous-classe Commelinidae
Ordre Cyperales
Famille Poaceae
Sous-famille Pooideae
Tribu Triticeae
Genre Triticum

Nom binominal
Triticum turgidum ssp. durum (Desf) Husn.
Qu
Triticum durum Desf.

B. Importance socio-économique de blé dur

1. Au monde

Depuis la premiére révolution agricole, le blé dur est I’'une des ressources fondamentales pour
la sécurité alimentaire dans le monde. A ce jour, cette source alimentaire occupe de plus en plus
d’importance dans la sécurité sociale et ’économie des pays par le fait de leur contribution a la
sécurité alimentaire humaine et agricole, notamment la réduction de la pauvreté de la population
en la nourrissant. De plus, il contribue, entre autres ceréales, énormément aux apports
caloriques et protéiques de la population mondiale, principalement celle du bassin
méditerranéen. Puisque plus de 50% de la superficie totale consacrée a la culture du blé est
consacrée au blé dur et qu'une grande partie de sa productivité est destinée a la fabrication
d'aliments tels que les pates, le pain, le boulgour, le freekeh et le couscous (Guzman et al.,
2015).

Dans les pays en développement, la culture de blé dur domine dans les climats arides et semi-
arides (climat méditerranéen), ou elle constitue parfois la seule ressource alimentaire de base.
L'agriculture de cette culture céréaliére tétraploide s'étend sur un large éventail de zones

climatiques, allant des environnements chauds et secs aux environnements frais et humides.
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Celles-ci sont principalement situées dans des zones soumises a des conditions alternées
favorables et stressées en fonction des précipitations et des températures annuelles (Bassi et al.,
2019). Cependant, il a habituellement un rendement stable malgré les variations climatiques au
cours de sa croissance. Selon Bassi et al (2019), sa surface de culture mondiale dépasse 18
millions d'hectares, le Canada étant le plus grand cultivateur avec 2,1 millions d'hectares, suivi
par I'ltalie, I'Algérie et I'Inde avec environ 1,4 million d'hectares chacun, puis la Turquie, le
Maroc et la Syrie avec 1,0 a 1,2 million d'hectares, et en ordre de surface Ethiopie, Tunisie,
Iran, France, Espagne, Pakistan et Grece cultivant 0,3-0,5 million d'hectares chacun.

Selon Cam (2017), la production mondiale annuelle moyenne de blé dur était environ de 39,4
millions de tonnes durant la campagne 2017/2018 pour une superficie cultivée de 16,1 million
hectares (Figure 3). En particulier, Canada (50%), Mexique (14%), Europe (9%), et USA (7%)
ont été les grands exportateurs de blé dur au monde. De plus, la grande partie exportée est
destinée vers I’'ltalie étant considéré comme le premier importateur au monde par un
pourcentage de 21%, suivi par I’Algérie par 14%, Germanie 8%, Tunisie 7%, Etats-Unis et le
Maroc par 6%. Ces processus d'achat (d'importation) et de vente (d'exportation) de blé dur ont
une influence directe sur I'économie du pays. Cela montre, par consequent, que le blé dur d’une
grande importance économique dans le monde, démontrée par la création d'un marché mondial

des céreéales et la relance des échanges commerciaux entre les pays.

Les habitudes traditionnelles d'utilisation, la réduction des emblavures consacreées a la culture,
I’érosion génétique et les changements climatiques rendent la culture et la production de blé
dur moins présentable et parmi les céréales les plus revendiquées sur le marché mondial. Cette
déficience en cette culture a poussé au cours des derniéres décennies les programmes de
sélection a améliorer la productivité annuelle et la qualité des semences afin de réepondre aux
attentes d’aujourd’hui et celles de la population mondiale qui va s’accentuer a plus de 2
milliards d’habitants d’ici 2050 (ONU, 2020).
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Figure 3 : Production mondiale de blé dur en (Source : IGC, April 2017).
2. Au Maroc

Au Maroc, la filiére céréaliere constitue 1’une des principales filiéres de la production agricole.
La céréaliculture joue un réle important dans I’économie nationale et rythme le développement
de I’agriculture marocaine (Akesbi, 2005). Elle couvre une superficie d’environ cinq millions
d’hectares soit prés de 60 % des terres cultivées (MAPM, 2017). Les céreales participent pour
le tiers du produit intérieur brut agricole et assurent des fonctions multiples. Au niveau de
I’alimentation humaine, elles apportent les deux tiers des calories et les trois quarts de protéines.
Au niveau de I’¢élevage, plus de 50 % des unités fourrageres sont fournies par les céréales.

Globalement, la céréaliculture conditionne 1’équilibre économique des exploitations agricoles.

Dans le cadre de I’amélioration de la vie socio-économique, Sa majesté le Roi Mohammed VI
a donné le lancement du nouveau modele agricole "Generation Green Maroc™ en poursuivant
la premiere stratégie du "Plan Maroc Vert", et qui concerne, cette fois-ci, tous les secteurs
agricoles et toutes les classes des paysans, notamment la classe moyenne des jeunes agriculteurs
des zones rurales. Cette nouvelle stratégie a adopté deux orientations fondamentales et sont la
priorité & I'numain rurale et la durabilité du développement agricole. Etant donné qu'il
représente lI'un des secteurs les plus actives dans le secteur agricole, le blé dur a aussi bénéficié
de ces nouvelles générations de développement agricole tels que I'accroissement des
emblavures par le biais de bénéfice de terres collectives ethniques, la priorité a I’augmentation
de la production par I’intensification et I’utilisation des nouvelles variétés (semences certifiées),
la commercialisation de la récolte des petits agriculteurs par la création des coopératives et
groupement agricoles productifs...etc. Par conséquent, ce secteur pourrait contribuer plus a la

vie socio-économique du pays dans les jours avenir.
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Figure 4: Evolution des superficies occupées par les principales céréales cultivées au Maroc depuis
2007 (source MAPM 2017).
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Figure 5: Evolution des productions des principales céréales cultivées au Maroc depuis 2007 (source
MAPM, 2017).

Les céréales sont représentées essentiellement par les cultures du blé tendre, de I’orge, du blé
dur et du mais (Figure 4 et 5). Le sorgho (4060 ha en 2017) et le riz (8013 ha en 2017) sont

également cultivés au Maroc mais avec une importance moindre (MAPM, 2017).
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Le blé dur, constitue 1’une des principales cultures au Maroc. Il occupe une place centrale dans
I’économie marocaine et couvre une superficie d’un million d’hectares sur les cinq millions

d’hectares consacrées a la céréaliculture (MAPM, 2017).

Le blé dur est cultivé partout au Maroc. La rusticité de blé dur fait qu'elle peut étre cultivee
dans des terrains ou ne pousserait pas les autres cultures. La grande majorité de ces superficies
des cultures se localisant en zones pluviales, et la moitié de ces emblavures se situe dans les
régions bour défavorables (Belaid et al., 2003). La distribution et la variabilité de la production
dans la plupart des zones de production sont conditionnées par I'intensité des facteurs
climatiques (température et pluviométrie), édaphiques (salinité, nature et profondeur des sols)
et des pratiques agricoles (fertilisation, irrigation, mécanisation etc..). Trois régions
économiques : Grand Casablanca-Settat — Fés - Meknés et Marrakech-Safi ont une vocation
ceréaliere marquee ; ensemble elles représentent plus de 50 % de la production nationale
(MAPM, 2017).

En dépit de I’'importance de la pluviométrie et de la productivité annuelle moyenne, ainsi que
de l'importance de superficies consacrées, le Maroc reste le sixieme importateur de blé dur sur
le marche international (Cam, 2017). Cependant, jusqu'a nos jours, le pays est toujours contraint
d'augmenter ses importations de blé dur aupres des grandes marches internationaux tels que le
marché Francais, Canadien, Ukrainien, Russe et Américain. Etant donné que cet accroissement
des importations est généralement di a la faible stabilité de la pluviométrie, les pratiques
agricoles et les modes de transformation actuelles, et a la déstabilisation de la production

annuelle combiné a la recherche de la qualité.

C. Apercu globale sur le climat du Maroc (Climat et géographie)

Le Maroc, de par sa situation géographique et les caractéristiques de son milieu physique, est
I'un des centres de diversité de plusieurs especes cultivées, dont I’espéce blé dur (Triticum

turgidum ssp. durum).

Selon le deuxiéme rapport National sur 1’état des ressources phyto genétiques pour
I’alimentation et I’agriculture (RPGAA, 2007), le Maroc a un site géographique particulier, se
situe a I’angle nord-ouest de I’ Afrique entre 21° et 26° paralléle nord et entre le 1* et le 17°™
degré de longitude ouest. Il est limité par la mer méditerranée et les chaines montagneuses de

I’ Atlas au nord, par I’océan atlantique a I’ouest, et par le front désertique du Sahara au sud.
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Ce site géographique distinctif accorde au Maroc un bioclimat de caractéristiques du climat
mediterranéen qui est habituellement caractérisé par un hiver humide et froid et un été sec et
chaud. La diversité géologique et géographique confére également au royaume un gradient de
climat extrémement important qui part de I'humidité et de la sous-humidité dans les zones
sahariennes et désertiques, passant par un climat aride a semi-aride dans les plaines, les
plateaux, les hauts et les moyen Atlas, et se termine par un climat tempéré méditerranéen dans

les zones montagneuses du Rif et les régions occidentales (RPGAA, 2007).

Ce gradient de climat a contribué a classifier les régions du Maroc en des zones défavorables
et favorables pour la végétation. En effet, six zones agro-climatiques différentes ont été
distinguées : favorable, intermédiaire, défavorable sud, défavorable oriental, montagneux et
Saharien (Figure 6). Cette distribution des domaines est aussi établie en fonction des rapports
de précipitations allant de 150 mm pour les zones sahariennes jusqu’a 400 mm pour les zones
favorables (RPGAA, 2007).

Cette classification géo-climatique a eu un impact énorme sur la biodiversité du Maroc et en
fait I'un des principaux centres de diversité génétique, plus particulierement dans les ressources

phyto-génétiques cultivées et sauvages, dont le blé dur.

Emachidia

- Favorable: 30% de SAU, P > 400 mm

|:| Intermédiaire: 24% de SAU, P: 300 - 400m
Défavorable Sud: 12 de SAU, P: 200 -300n
- Défavorable Oriental: 12% de SAU, P: 200
- Montagneux: 12% de SAU, P: 400 — 1000

I:I Saharien: 7% de SAU, P <150 mm

Figure 6: Carte agro-climatique du Maroc (RPGAA, 2007).
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D. Diversité genétique de blé dur

La diversité génétique des plantes cultivées constitue un réservoir de geénes pour le
développement des nouvelles variétés. Au cours des derniéres décennies, la diversité génétique
a été menacée par les bouleversements et les changements du climat, ainsi que par I'érosion
génétique produite par le remplacement des variétés traditionnelles par des variétés
commerciales. A ce fait, les organisations responsables de la conservation des ressources phyto-
génétiques ont donc pris une bonne initiative qui est de se battre contre ces menaces par
I’adoption des stratégies et des politiques actives de préservations et par la signature de
plusieurs accords de coopérations dans le cadre de conserver et de protéger ces patrimoines
génétiques en mettant deux types de conservations : la conservation ex situ (les banques de
geénes) et la conservation in situ (les écosystemes locaux) (RPGAA, 2007). En conséquence, ces
initiatives ont eu et continuent davoir un impact majeur sur la protection de la diversité

génétique et la conservation de la diversite.

1. Ressources phyto-génétiques et leur importance dans I’alimentation et
I’agriculture

Les ressources phytogénétiques, I’alimentation et I’agriculture se sont des composantes
essentielles pour la durabilité de la vie dans notre planéte. Par conséquent, la conservation de

leurs complémentarités et de leurs interactions serrait bénéfique pour la pérennité de la vie.

La durabilité de l'agriculture dépend de la préservation des ressources vegétales. L'agriculture
depuis sa découverte jusqu'a nos jours a de plus en plus joué un véritable role dans la sécurité
alimentaire humaine et dans la réduction de la pauvreté. Cependant, son rdole sera confronté a
des défis majeurs dans les prochains jours, plus particulierement I'alimentation d'une population
croissante et les changements environnementaux imprévisibles. Par conséquent, la sauvegarde
et la conservation des ressources phytogénétiques et leur exploitation en agriculture ont été

considérées comme les meilleures stratégies pour relever ces défis (RPGAA, 2007).

En effet, dans le cas d'un déficit de récolte et de qualité d'une plante cultivée d’importance
socioéconomique, les ressources génétiques constituent une source précieuse de genes pour les
sélectionneurs pour I'amélioration variétales, et par conséquent représentent une composante de
base pour la durabilité de I’agriculture, surtout lors de l'occurrence d’un déséquilibre dans la
couverture de la sécurité alimentaire et sociale de la population en situation d’urgence (FAO,

1996). Donc, leur prospection, leur caractérisation, leur documentation, leur valorisation, et leur
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utilisation durable pourraient étre bénéfiques pour les générations présentes et futures. A ce fait,
la sauvegarde de ces matériels génétiques doit avoir une priorité dans les programmes de
conservation des plantes via I’organisation des programmes de restauration des autres sites hors
du centre de diversité locale, de collecte, de caractérisation et de maintien durable (RPGAA,
2007).

2. Etat des ressources phyto-génétiques et la diversité génétique de blé dur

au Maroc
Le Maroc berce d’une diversité unique des ressources végétales dans le monde. Parmi ces
especes végétales sauvages et cultivées, il y a le blé dur. Ce dernier est I'une des ressources
végétales de base les plus intéressantes dans les régimes alimentaires quotidiens puisqu'il
s'utilise journalierement dans la préparation du pain et du couscous, ainsi que pour la fabrication
des pates et d'autres mets traditionnels. La qualité de ses dérivées lui donne aussi une meilleure
appréciation par le consommateur marocain (Nsarellah et al., 2005). Donc, il contribue a la
réduction de la pauvreté de la population par son utilisation journaliere dans I’alimentation de
la population et par sa culture qui offre également un pourcentage important de postes dans le
marché de travail en milieu urbain et rurale. Cependant, les ressources génétiques du blé dur au

Maroc ne sont pas suffisamment et correctement exploitées.

Concernant 1’état de la diversité génétique et leur origine, la position stratégique et le climat
méditerranéen sont principalement les facteurs essentiels qui font du Maroc un centre de
diversité génétique du blé dur. Cette position donnée au Maroc découle en effet de I'utilisation
continue d'anciennes variétés par les petits agriculteurs dans les écosystemes marginaux, du
climat varié et de la répartition géographique du pays (plaines, montagnes, désert), ainsi que de
la diversité des pratiques et des lieux de cultures. Ainsi, ces actions humaines et
environnementales sont considérées comme l'origine de cet état de la diversité du blé dur
marocain (Sahri et al., 2014 ; Taghouti et al., 2017), ce qui en fait par conséquent une source

essentielle de genes et d'alléles dans le programmes de sélection (Sahri et al., 2014).

Par ailleurs, plusieurs recherches ont révélé une diversité génétique importante entre des
variétés de de blé dur collectées de différents régions du Maroc et rapporté que les génotypes
marocains sont de précieuses sources de génes pour les programmes de sélection (Zarkti et al.,
2012; Chentoufi et al., 2014; Sahri et al., 2014; Amallah et al., 2015 ; Taghouti et al., 2017).
Pecetti et al (1992) ont également affirmé que le matériel génétique marocain constitue un pool

génétique prometteur pour la culture de blé dur du pays. Ainsi, leur conservation et leur
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utilisation dans les programmes de sélection profiteraient a I'agriculture dans les prochaines

années.

En collaboration avec des organisations internationales, ces appréciations ont incité les
institutions nationales responsables de la diversité génétique et des ressources phytogénétiques
de protéger ce matériel génétique du changement climatique et de I'érosion génétique en
adoptant des stratégies de gestion de ces ressources afin de garantir la disponibilité de la
biodiversité cultivée pour ’avenir et en particulier de contribuer a I’adaptation de 1’agriculture
au changement climatique. En principe, ces stratégies ont été basées sur la sensibilisation
l'utilisateur traditionnel du patrimoine génétique et de son réle durable pouvant jouer dans
l'alimentation et l'agriculture dans le futur. Par ailleurs, ces institutions ont aussi adopté des
Iégislations et des droits entretenant I'exploitation et I'accés aux ressources phyto-génétiques.
En 2002, elles ont également opté pour la création d'une banque de genes centrale pour la
conservation ex situ de la diversité des ressources génétiques de toutes les especes menacees, y
compris le blé dur (RPGAA, 2007).

a) Conservation des ressources phyto-génétiques

A la fin du XX®™ siecle, les organisations internationales responsables de ’alimentation et de
I’agriculture ont conscients de I'importance de ressources phytogénétiques et du danger de la
perte de ces ressources dans le futur. Par conséquent, elles étaient proactives dans la prise de
décision de mettre en place des stratégies et des plans d’action efficace permettant de conserver
et d'utiliser durablement ces ressources, surtout les espéces cultivées y compris le blé dur. Ces
plans ont consisté en principe en deux modes de conservations : la conservation des grains dans

leurs habitats naturels (conservation in situ), et dans les banques de genes (conservation ex situ).

b) Conservation in situ

L’objectif principale de la conservation in situ est notamment de maintenir un systéme agricole
générant une diversité génétique semblable a celles des systéemes naturels, non seulement de
préserver un nombre limité des alléles ou de génotypes (Brush et Meng, 1998). Ce mode de
conservation permet également de poursuivre 1’évolution liée a I’exposition aux ravageurs, aux

maladies et aux changement écosystémiques.

En général, la conservation in situ constitue une source régénérative de genes de résistance pour
les multiples types de stress, aussi bien que de genes de qualité et de productivité dans un lieu

donné. Elle est considérée comme une meilleure stratégie sauvegardant la pureté des ressources
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phytogénétiques (Piergiovanni et Lioi, 2010), parce qu’elle permet de préserver d’une maniere
naturelle leur diversité et leur hétérogénéité dans leur écosysteme (Negri et al., 2009).

Entre autres espéces, le blé dur est I'une des espéces cultivées qui peuvent étre utilisées en
sélection par croisement. Pour cela, il a eu une importance particuliere dans le programme de
conservation in situ. Ceci a été établi par le support de I’institut international de biodiversité «
Bioversity International » (ex -International Plant Genetic Resources Institute — IPGRI) dans
un cadre de faire progresser la conservation et l'utilisation de la diversité génétique de cette
espéece (IPGRI, 1994). Selon ce programme, outre le Maroc, huit pays ont également été
sélectionné comme des meilleurs écosystémes de conservation in situ de blé dur, a savoir
Burkina Faso, Ethiopie, la Hongrie, le Mexique, le nepali, le Pérou, la Turquie et le Vietham
(FAO, 1998).

Pour le Maroc, en plus du blé dur, trois autres especes ont été mises en conservation in situ pour
leurs différents modes de reproduction, d'utilisation et de niveau d'évolution, a savoir l'orge, la
feve et la luzerne. Ensuite, ces initiatives ont également éte appliquées a d'autres especes
cultivées (Birouk et Mellas, 2002; INRA, 2007).

C) Conservation ex situ

La conservation ex situ des ressources phytogénétiques a été commencée au milieu du 20°™
siecle en réaction a la disparition rapide de la biodiversité agricole de certaines plantes cultivées
en raison du remplacement des variétés locales par des variétés modernes et des changements
climatiques imprédictibles (Diez et al., 2018). Son principe consiste de préserver les semences

ou des parties des plantes dans des banques de genes en dehors de leurs habitats naturels.

Contrairement a la conservation in situ, la conservation ex situ permet de maintenir la diversité
génétique d’une espece d'une maniére statique, en gardant ’intégralité totale des semences tels
que leur intégrité génétique et leur viabilité, de collecte jusqu'a l'utilisation. Cette stratégie de
conservation se base notamment sur la désactivation du métabolisme par I’effet de
I’abaissement du taux de I’humidité et ’entreposage aux basses températures : conservation a
long terme (-20C°), conservation a moyenne durée (-4C°), ceci pour le cas de graines
« Orthodoxe ». Pour la forme récalcitrante, ‘les plantes qui ne produisent pas des graines’, elle

sauvegarde dans des banques de genes aux champs « Field Gene Banks » (IPGRI, 2001).

Concernant les banques de génes au monde, il existe 1750 banques de genes et dont 130

possedent plus de 100000 d’accessions. La plus célebre banque est celle de ‘Svalbard Global
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Seeds Vault’, au Norvege. Cette banque détient plus de 770 000 d’échantillons de différentes
semences pour chaque 500 semences (NordGen, 2013). Selon Genesys PGR (2018), environ
de 320 000 accessions de blé ont été détenues en collection dont 23% des accessions sont des
races primitives et 7% des espéces sauvages. La plus grande collection de base d'especes de
Triticum est celle conservee par le Centre international de ’amélioration du blé et du mais,
CYMMVYT, (20 779 accessions), suivi par la banque de génes des Etats Unies de I’Amérique,
USDA-ARS, (17 299 accessions), la banque de genes de I’ Australie (10 690 accessions), et le
Centre international de recherche de I’agriculture dans les régions arides, ICARDA, (9 966

accessions).

Dans I’objectif de conserver et de restaurer les ressources génétiques locales, le Maroc a conclu
des conventions avec les institutions internationales responsables de la conservation et
I’utilisation des ressources phyto-génétiques pour l'alimentation et I'agriculture. Ces accords
ont donné au Royaume une opportunité intéressante pour restaurer et sauvegarder les ressources
génétiques qui ont été retirées pendant la période du protectorat, d'une part. Ils ont presenté au
Maroc l'opportunité de participer aux différentes commissions des ressources phyto-génétiques
et de s'intégrer au réseau des banques internationales de genes, d'autre part. En réalité, cet
engagement n’a été établi que par la contribution et la collaboration d’un ensemble des
établissements universitaires et des centres de recherches, plus particulierement I'existence
d'une banque de genes au Maroc. Depuis sa création en 2005, la banque de génes de Settat a
joué, et encore joue un role capital dans la creation des relations et I'exchange des semences
avec les banques de génes mondiales et les différentes institutions responsable de la
conservation des ressources phyto-génétiques. Sa contribution s’apparait dans le maintien, la
gestion et le stockage plus de 69 000 accessions du genre Triticum, dont plus de 3000 entrées
de blé dur.

3. Estimation de la diversité génétique des ressources génétiques

La diversité des ressources génétiques est une source génétique inestimable pour les
programmes de sélection. Pourtant, le succés de tout programme de sélection végétale dépend
de I'étude de la diversité génétique (Abinasa et al., 2011). La diversité génétique est synonyme
de la variabilité produite entre génotypes en termes de constitution génétique totale des
individus liés a une espéce ou entre especes, se definit comme une variation du nombre de
caracteres phénotypiques héréditaires, de génes, de séquences d'ADN / ARN dans un pool de

genes d'une espece ou d'une population (Bhadri et al., 2017).
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Les généticiens exploitant les ressources génétiques considérent que lI'analyse de la diversité
génétique et le choix du type de marqueurs est une condition préalable au succes du programme
de sélection ou de conservation durable (Bockelman et al., 2010). L'analyse et lI'estimation de
la diversité génétique reposent généralement sur quatre types de marqueurs : les marqueurs

morphologiques, physico-chimiques, biochimiques et moléculaires.

a) Marqueurs morphologiques

Les sélectionneurs de plantes ont traditionnellement utilisé les descripteurs morphologiques
pour décrire et classifier les ressources génétiques des cultures. La caractérisation phénotypique
est l'approche préliminaire utilisée pour l'estimation de la diversité génétique (Schut et al.,
1997). Il se base uniquement sur l'observation visuelle des caracteres visibles, des traits
qualitatifs et quantitatifs, comme par exemple les traits phénotypiques de la plante, de I'épi et
du grain (densité, forme, attitude, taille, longueur, couleur etc ...). Par conséquent, leur utilité
dans les programmes de sélection pour I'estimation de la variabilitée génétique était facile et trés

utile.

De nombreuses études sur le blé dur ont adopté la caractérisation phénotypique comme
premiére étape de base pour I'évaluation de la diversité génétique (Jain et al., 1975 ; Pecetti et
al., 1992 ; Eticha et al., 2005 ; Rawashdeh et al., 2007 ; Al Khanjari et al., 2008 ; Aghaee et
al., 2010 ; Hailu et al., 2010 ; Sourour et al., 2010 ; Chentoufi et al., 2014 ; Sahri et al., 2014 ;
Mengistu et al., 2015 ; Bellatreche, 2017 ; lannucci et Codianni, 2019). Cependant, le temps de
la collection des données et les superficies exploitées, le manque de la connaissance du contréle
génétique et l’effet de la variation environnementale rendent 1’utilisation des marqueurs

morphologiques plus limitée par rapport aux nouvelles méthodes de caractérisation.

b) Marqueurs physico-chimiques

La caractérisation physico-chimique est une méthode largement utilisée pour estimer la
variabilité genétique. Elle est basee sur I'étude de I'apparence physique et de la composition
chimique du matériel génétique (Goutam et al., 2013). Les marqueurs physico-chimiques, tels
que la vitrosité et la brillance du grain, la morphométrie du grain, la teneur en protéines,
pigments jaunes, fibres, amidon, polyphenoloxydase, et les teneurs en micronutriments (Ca, Zn,
Fe, Cu, P, vitamines...), jouent un role important dans la classification variétale de blé dur. En

effet, pour le cas du blé dur, la variation de ces marqueurs a été utilisée avec succes pour

21



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

I’évaluation de I’ampleur de la variabilité génétique dans plusieurs études (El Khayat et al.,

2006 ; Amallahetal., 2016 ; Sourour, 2018 ; Ali et al., 2020 ; Hernandez-espinoza et al., 2020).

Cependant, ceux-ci ont des applications restrictives dans I'analyse de la diversité génétique en
raison de leur codt et de leur expression qui est contrdlée par de multiples loci et affectée par

des facteurs environnementaux.

c) Marqueurs biochimiques

Les marqueurs biochimiques, généralement des isozymes ou des protéines de réserve, ont un
pouvoir de discrimination plus élevé que les marqueurs physico-chimiques. lls refletent les
produits des alleles (loci nucléaires) et non des genes, sont neutres et peuvent étre révélés dans
différents stades de développement (Buth et Murphy, 1999 ; Bank et al., 2001 ; Bhandari et al.,
2017), cela conduit a I'évitement des facteurs environnementaux influengant I'expression des
genes. De plus, ces marqueurs ne nécessitent qu’une plus petite quantité de tissu végétal comme
échantillon. Par conséquent, par rapport aux marqueurs susmentionnés, ces avantages les

rendent efficaces pour I'évaluation de la diversité entre les individus d’une population.

Les principales limites a l'utilisation de marqueurs dans la classification et l'identification
variétales sont le nombre limité de locus (par exemple, le nombre de loci de gliadine et de

gluténine est limité) et le manque d'informations sur les nouveaux alleles non catalogués.

d) Marqueurs moléculaires

La caractérisation a I’aide des marqueurs moléculaire est une méthode plus efficace en
comparaison avec les autres méthodes d’identification conventionnelles mentionnées. Elle
impligue I'étude de la variation parmi les génotypes au niveau de la molécule d'ADN et d'’ARN
(Bhandari et al., 2017). Le secret de la réussite de l'utilisation et de Il'application de cette
approche dans l'estimation de la diversité génétique persiste dans la vitesse et la haute de
précision de dépistage de la variabilité génétique entre les individus. Ce succes est réalisé grace
a llavance de la biologie moléculaire, de l’optique physique, de la robotisation, de
I’informatique, des progres sur la connaissance des génomes et, bien évidemment, grace a
I’application des régles de I’appariement des bases d’ADN. Ces progres technologiques ont
permis de décrire le génotype des individus dans les premiers stades de croissance, en réduisant
par conséquent les codts du temps et les effets des facteurs environnementaux. Ces techniques
avancées ont également permis d’identifier la différence entre les génotypes méme en cas d'une

substitution, délétion et addition d'un seul nucléotide, ainsi que de dévoiler les loci impliqués
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dans les traits complexes par la cartographie génétiques des espéces (contrdlés par plusieurs

geénes).

E. Principales exigences de la qualité au marché de blé dur

Les critéres et les exigences de la qualité des produits issus de la farine du grain de blé dur sont

généralement fixés selon leurs utilisations.

En effet, les grains de blé dur sont généralement destinés a la fabrication des pates alimentaires,
du pain, et du couscous et des mets régionaux (Harcha, Msamen, Burghul et Freak ... etc.). La
qualité de ces produits dépend principalement de la couleur et de l'apparence du produit fini et
de la tenue a la cuisson, qui a son tour sont liées a de nombreux caractéristiques physiques,
physicochimique, chimiques et biochimiques, en plus de certaines méthodes de procédures qui
doivent étre suivies pendant le processus de transformation. Par exemple, la couleur jaune de
produit finis s’associe essentiellement a la teneur des pigment jaunes et I’impact de I’activité
enzymatique de certaines enzymes (lipoxygénase, peroxydase...), plus particulierement
I’impact sur la teneur en caroténoides. D’autre part, la qualité de cuisson dépend essentiellement
d’un critére important qui est celui de la teneur en protéines (taux du gluten), notamment leurs
propriétés fonctionnelles de 1’élasticité et 1’extensibilité lors de la pate (Liu et al., 1996 ;
Sissons, 2008). Par conséquent, la teneur en pigment jaunes et en protéines, il serait important
de les prendre en considération comme des critére importants pour 1’évaluation de la qualité

pendant les différentes phases de production.

Outre les caractéristiques technologiques et nutritionnelles, il existe également des exigences
liées a certains parametres ayant un effet direct sur la commercialisation de blé dur et leur
destination, tels que la forme du grain, le poids de mille grains, le poids specifique, la pureté
des lots (variétés homogenes), et I'absence des impuretés. Par conséquent, la prise en compte
de ces critéres serait utile pour répondre aux demandes des utilisateurs et augmenter la valeur
du blé dur sur le marché (Kehel et al., 2020).

Ainsi, pour répondre aux attentes des consommateurs de semences de blé dur, il est nécessaire
de connaitre les acteurs de la filiére et leurs exigences, c’est ce qui a été signalé dans I'étude de
Trocolli et al (2000), qui a détaillé les principaux aspects de la qualité pour les différentes
catégories de personnes impliquées dans le secteur d'utilisation et de transformation du blé dur
(le tableau 2). Cette étude pourrait également permettre aux unités chargées de la sélection et

du développement de nouvelles variétés de demeurer toujours au fait de I'évolution permanente

23



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE
des normes de qualité, répondant ainsi en permanence aux demandes des agriculteurs et du
marché du blé dur.

Tableau 2: Principales exigences de la qualité de blé dur pour les différentes catégories de personnes du
marché (Troccoli et al., 2000).

Entreprises de Marcha_nds de Agriculteur Indugtrles (_Jle Industries de Consomateur
semences grains la minoterie pates

Fourniture /

Pureté sécurite Rendement Teneur en o .
variétale standard et la Rendement en semoules proteines Qualite de cuisson
santé
Rendement en y
Germination Taux_ en grains et la Teneur en Qualite du Aspect visuel
proteines g cendres gluten
stabilité
Poids Unifomité Granulathn e o
spécifique des grains granulométrie  Norme ql_Jalltatlve
de la semoule  du produit de pates
Humidité du Poids L Bon rapport qualité /
. e Indice jaune -
grain spécifique prix
Humidité du
grain
Impureté
F. Histologie et composition chimique du grain de blé
1. Grain de blé

Dans la plante de blé dur, au niveau de 1’épi, plus précisément entre glumes et glumelles, il y a
un fruit sec s’appelle le grain (Figure 7). Ce grain est en effet un caryopse composé d'un
embryon séparé de I'endosperme féculent et des cellules d'aleurone par le scutellum (Mehdi et
al., 2019). Ce fruit a généralement une structure ovoidale, et sur sa partie ventrale existe un
sillon. Il possede un poids qui oscille a peu pres 20 et 50 mg, avec une épaisseur et une longueur
variant respectivement de 2,5 a 3,5 mm et de 5 a 7mm (Surget et Barron, 2005). Alors que la
couleur de ce caryopse varie fréquemment de la couleur rousse a la couleur blanche (Brouns et
al., 2012).

Pour mieux exploiter le grain de blé dur et répondre aux exigences des utilisateurs, il est d'abord
nécessaire de connaitre et d’étudier sa composition histologique, ainsi que la répartition des
nutriments pour chaque type de tissus (Figure 7). D’une maniére globale, comme le grain de
blé tendre, un grain de blé dur est composé de trois types de tissus : ’endosperme amylacé, le

germe, ’enveloppe.
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a) Endosperme

L’endosperme ou Albumen, ce type de tissu représente 81 a 84% de poids du grain, sa couleur
jaune détermine la couleur d’orée pour les pates et les semoules (Brouns et al., 2012; Lachman
et al., 2017). Il est aussi responsable du stockage d'énergie nécessaire a la germination. Ce tissu
est formé de deux types de couches : Albumen et Aleurone (Figure 7). Concernant sa
composition micro-nutritionnelle, il est caractérisé par des concentrations moyennes en
protéines, fibres solubles, et caroténoides, et des fortes concentrations en amidon (Hemery et
al., 2007; Lachman et al., 2017).

b) Germe

Le tissu du germe présente 6 a 9% de la masse totale du grain (Brouns et al., 2012). Il contient
deux parties : I’axe embryonnaire et scutellum (Figure 7). Par ailleurs, la composition chimique
d’un germe est majoritairement composée par des lipides, des sterols végétaux, et des

concentrations moyennes en fibres insolubles, en vitamines (B et E), et en minéraux.

c) Enveloppe

L’enveloppe ou bien les tissus périphériques, 14% de la masse du grain est présenté par les
enveloppes (Brouns et al., 2012). Chaque enveloppe est formée par 5 couches de tissu a savoir
. Aleurone, épiderme a nucelle, Testa, Péricarpe (inter et externe) (Figure 7). Alors que la
composition chimique pour ce tissu périphérique est composée principalement par les fibres
solubles et quelques types de minéraux et flavonoides (Hemery et al., 2007; Lachman et al.,
2017). De plus, ce tissu, grace a ses réles structurels et fonctionnels, se compte comme un

compartiment important et essentiel dans les cellules céréalieres (Mehdi et al., 2019).
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Figure 7: Schéma histologique d’un grain de blé (Surget et Barron, 2005).
2. Composition chimique du grain de blé

Les grains de blé sont essentiellement composes par de carbohydrates (65-75% de I’amidon),
de protéines (7-12%), de I’eau (12-14%), de lipides (2-6%) et de micro-nutriments, ainsi que
de certains composés phytochimiques (Pomeranz, 1988 ; Lachman et al., 2017). Ces composées
ont des impacts considérables sur la qualité et la couleur des produis finis, par exemple I’amidon
et les protéines affectent la propriété physico-chimique de la pate et de la cuisson, alors que les
composes phytochimiques influencent la couleur des grains (Lachman et al., 2017). Ainsi,
I'étude de la composition chimique des grains et leur effet sur la qualité sera bénéefique lors de

I'utilisation.

a) Amidon

Les grains de blé emmagasinent I'énergie sous forme d'amidon. Cette molécule Native, est un
polymere de glucose, se trouve genéralement sous forme de granules cimentées par des
protéines dans I’endosperme (Sramkova et al., 2009). 1l y’a deux types de polyméres : amylose
(20 & 30%) et amylopectine (70 & 80%) (Rodriguez-Quijano et al., 2004; Sramkova et al., 2009).
Et, la structure de I’amylose est linéaire et de 1'amylopectine est ramifiée, alors que le rapport

entre I'amylose et I'amylopectine est a peu prés constant, environ de 23 (Sramkova et al., 2009).

Concernant les propriétés physico-chimiques de la pate, la molécule de ’amidon se trouve
couramment sous deux formes, amidon endommagé et natif, dont chacune a un effet différent.

En particulier, 'amidon endommagé a plus d'influence sur la fermentation et la qualité de la
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pate car il absorbe plus d'eau que I'amidon natif (Tacer-Caba et al., 2015). La farine contenant
I'amidon endommagé en petites quantités serait alors plus préférable pour la fabrication de pates

en égard de son effet positif (Tacer-Caba et al., 2015).

b) Pigments jaunes

Au cours des derniéres décennies, les pigments jaunes ont toujours plus d'intérét aux
programmes de sélection du blé dur en raison de leur forte association avec la couleur jaune

attrayante de la semoule, du couscous et des pates (Elouafi et al., 2001; Fu et al., 2017).

Globalement, les pigments jaunes de la farine et de la semoule blé dur se présentent comme
I’une des meilleures molécules de base qui ont un pouvoir anti-oxydants important pour la
population, 'une des sources capitales des constituants responsables de la couleur jaune des
semoules et des pates. La classe la plus abondante des pigments jaunes de I'endosperme sont
les caroténoides (Cenci et al., 2004; Ramachandran et al., 2010). Les concentrations totales en
cette composante varient généralement de 1,63 a 4,90 mg/kg (moyenne de 2,26 mg/kg), en un
grain blé dur allant de 2,69 a 8,38 mg/kg (moyenne de 3,58 mg/kg), et pour un grain blé tendre
allant de 1,40 a 4,90 mg/kg (moyenne de 2,36 mg/kg). De plus, les principaux carotenoides sont
les Lutein et les Zeaxanthin (Hentschel et al., 2002), et sont connues par leurs activités
antioxydantes en raison de leurs capacitées a piéger les radicaux pyroxyles lipidiques, les

especes d’oxygene singulet, et les états d’énergies triplets.

A cause de son association avec la couleur des produits finis, l'activité antioxydante et la
prévention de la dégenérescence maculaire, les pigments jaunes sont devenus un des critéres
chimiques les plus exigeants dans le secteur des industries de la semoule et des pates en raison
de son appel par les consommateurs pour leurs avantages en matiére de cuisson et de santé
(Abdel-Aal et al., 2007; Sissons, 2008 ; Ramachandran et al., 2010), et, partant, leur évaluation,
surtout celle des caroténoides de I’endosperme, se considére comme un test chimique
déterminant de qualité du blé dur (Brandolini et al., 2008 ; Beleggia et al., 2011; Lachman et
al., 2017). Cependant, la qualité du grain ne se lie pas seulement a la teneur des pigments jaunes
mais dépend également d’autres parameétres, tels que le processus de transformation, la teneur
en caroténoides, les enzymes affectant le degré de la couleur jaune comme lipoxygénase
(Ramachandran et al., 2010). La lipoxygénase oxyde les pigments jaunes de semoule lors de
la fabrication des pates. Une faible activité lipoxygénasique est plus importante qu'une forte

teneur en pigment jaune a grain pour conserver la couleur jaune des pates (Siedow, 1991 ;
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Carrera et al., 2007). De plus de cela, la synthése des pigments jaunes est influencée par le
contrdle des genes additifs et par les variations environnementales (Elouafi et al., 2001).

c) Protéines

A nos jours, la demande en protéines est approximativement de 202 millions de tonnes, mais
elle n'est disponible que pour environ 7,5 milliards de personnes (Alzuwaid et al., 2020).
Compte tenu de leur importance en tant que source de nourriture pour la population mondiale,
les protéines céréaliéres figurent parmi les principaux objectifs des programmes d'amélioration
et de lutte contre la faim pour une population qui va presque doubler de 2020 a 2050. De ce
fait, ces programmes ont multiplié leurs efforts pour prévenir des futurs problémes de la
nutrition riche en protéines par le fait d’élargir les études sur 1’évaluation et I'amélioration de la

teneur et la qualité nutritionnelle des protéines.

Les marqueurs biochimiques tel que les protéines sont utilisés comme moyen efficace
d'identification et de caractérisation variétale du blé. En effet, les profils de protéines obtenus
par électrophorése ont été utilisés avec succes pour résoudre les probléemes de parentés (Nieto-
Taladriz et al., 1997; Pefa et al., 2004). Parmi les techniques biochimiques, I'électrophorese
sur gel de polyacrylamide, en condition dénaturante (SDS-PAGE) ou a faible pH (A-PAGE),
est la plus largement utilisée en raison de sa validité et de sa simplicité pour décrire la structure
génétique du germoplasme de culture. La SDS-PAGE et A-PAGE sont considerées comme des
méthodes pratiquement fiables car les protéines de réserve sont largement indépendantes des

fluctuations environnementales.

Les protéines de blé dur ont une grande variation inter-génotypique et ont été utilisées comme
marqueur dans la structuration, I'identification des variétés locales et des cultivars, les études
de diversité génétique, et dans la détermination des origines phylogéeniques (Payne et al., 1981
; Aguiriano et al., 2006 ; Ganeva et al., 2010 ; Hamdi et al., 2010 ; Bellil et al., 2012; Henkrar
et al., 2017; Hernandez-Espinosa et al., 2019 ; Chacdn et al., 2020).

Les protéines de blé dur ont un effet remarquable sur la sélection variétale car elles sont
responsables de la validation de la capacité de la farine d'un blé a étre transformée en différents
aliments ou pas (Zili¢ et al., 2011). Donc, I’étude de leurs compositions chimiques et leurs

influences sur la qualité est essentielle.
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Ces protéines sont classées, en fonction de leur solubilité, en deux groupes : les protéines
métaboliques (les globulines et les albumines) et les protéines de réserves (les gliadines et les
gluténines) (Osborne, 1907).

1) Protéines fonctionnelles

Les protéines fonctionnelles contribuent a la formation du grain et a ’accumulation des réserves
dans I’albumen (Vensel et al., 2005). Elles représentent a peu pres de 20% a 25% des protéines
totale du grain de blé (Zili¢ et al., 2011). La plupart de ces protéines représentent les enzymes
impliquées dans le metabolisme du grain, dont leurs fonctions ne sont pas encore suffisamment
détaillées et bien connues (Singh et al., 2001 ; Zili¢ et al., 2011). Aussi, elles ont le pouvoir

d’influencer le traitement et les propriétés rhéologiques (Zili¢ et al., 2011).

2 Protéines de réserves

Les protéines de réserves, essentiellement le Gluten, sont les principaux composés protéiques
de I’endosperme des grains d’une part, et sont l'un des facteurs les plus importants pour
déterminer la qualité boulangere des farines de blé, d’autre part. Ces prolamines sont divisées
en deux groupes : les gliadines et les gluténines, représentent 60 a 80% de la teneur totale des

proteines (Bancel et al., 2019).

(@) Gliadines

Les gliadines sont la deuxieme classe des protéines du gluten du point de vue du taux, et qui
sont codés par Gli-1 sur le chromosome 1 et Gli-2 sur le chromosome 6 (Skerritt, 1998). Selon

leur mobilité sur le gel acide de polyacrylamide de faible pH, les gliadines ont été classées en

quatre types : o, ¥, B et Q (Ruiz et al., 2018).

Sur les gels, la plupart des blés dur se distingue habituellement par la présence des bandes 45
ou bien 42y, et les bandes de type ¥ en petite quantité (Oak et Dexter, 2006; Sissons, 2008). Les
bandes 45 et 42 ont donné I'apparition de deux groupes de blé dur : le groupe 1 qui se caractérise
couramment par une faible force du gluten et de qualité culinaire médiocre (la présence de la
bande 42, I’absence de la bande 45), tandis que le groupe 2 se marque par une forte force du
gluten et de la qualité culinaire considérable (la présence de la bande 45 et I'absence de la bande
de 42) (Damidaux et al., 1978 ; Kosmolak et al., 1980 ; Galterio et al., 1993 ; Chacén et al.,
2020). En effet, ces marqueurs ont été utilisés comme des marqueurs de qualité culinaire et de

la force du gluten en raison de leur liaison génétique avec les gluténines de faibles poids
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moléculaires (Payne et al., 1982). C’est pour cela que la qualité de la semoule du blé dur est
liée en grande partie avec les sous-unités de gluténines et non seulement de celles des gliadines
(Payne et al., 1982; Pogna et al., 1990; Ruiz et Carrillo, 1995, 1996). Par conséquent leur usage
dans la détermination de la qualité peut aussi utile a coté des gluténines, mais juste comme des

marqueurs secondaires ou bien un complément pour d’identification.

(b) Gluténines

La gluténine est un élément clé dans la détermination de la qualité du blé dur a travers sa
contribution a la qualité de la panification, plus particulierement en apportant la force et
I'élasticité du gluten lors du mélange et de la levée de la pate (Du Cros, 1987; Nazco et al.,
2014).

Ce type de protéines est composee par un ensemble des alléles spécifiques. Et a chaque locus,
des alleles ont été identifies, qui different par leur contribution a la qualité panifiable. Par
conséquent, I’étude de la variation allélique de la gluténine est particulierement importante lors

de la sélection.

Selon leurs mobilités sur un gel d’électrophorése en conditions dénaturantes (SDS-PAGE) et
leurs poids moléculaires, les gluténines sont subdivisées en deux classes : sous-unités de haut
poids moléculaire (HMW-Gs ;70-90kDa) et sous-unites de faible poids moléculaire (LMW-
Gs ; 20-40kDa).

(i) Sous unités gluténines de haut poids moléculaire

Sur une électrophorese, les bandes des sous unités gluténines de haut poids moléculaire (HMW-
Gs) se caractérisent par une mobilité inferieur a celles de sous unités de faible poids moléculaire
(LMW-Gs) en raison de leurs poids. Pour le blé dur, le polymorphisme de HMW-Gs est
contrélé par des loci situés sur le bras long des chromosomes homologues du groupe 1 (1A et
1B), nommés locus Glu-Al et Glu-B1 (Payne et al., 1982).

Concernant le systeme de nomenclature pour les profils de bandes de prolamine, la figure 8
représente les différents types de bandes et d’alleles standards de sous unités de haut poids
moléculaire qu’on peut trouver. En plus, McIntosh et son équipe publient de temps en temps
des nouveaux catalogues permettant d’identifier les nouvelles bandes et d'alleles. Malgré

I'existence de ces outils de nomenclatures, le nombres des alleles au niveaux des loci de
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HMWGs augmente en paralléle avec I'étude de nouveaux génotypes. Donc la nomenclature de

nouvelles sous unités est encore possible.
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Figure 8: Différentes types de bandes et d’alléles des sous unités gluténines de hauts poids moléculaire
(Payne et Lawrence, 1983).

(if) Sous unités gluténines de faible poids moléculaire

Les sous-unités de faible poids moléculaire représentent environ de 60 a 80% des sous-unités
totales de la protéine gluténique (LMW-Gs) (Oak et Dexter, 2006). Selon leurs mobilités sur le
gel, les LMW-Gs sont assemblées en trois types de sous unites ; B, C, et D (Jackson et al., 1983;
Long et al., 2005). Parmi ces trois classes, les sous-unités B ont été les seuls marqueurs utilises
pour I’étude de la diversité génétique et la détermination de la qualité du gluten (Pogna et al.,
1990 ; Ruiz et Carrillo, 1995 ; Nieto-Taladriz et al., 1997).

Concernant I’emplacement génétique, les loci de B-LMW-Gs sont localisés au court bras du
méme chromosome de HMW-Gs (Nieto-Taladriz et al., 1997), nommeés par Glu-A3 et Glu-B3,
respectivement (Nieto-Taladriz et al., 1997). Ruiz et Carrillo, 1993 ont identifié deux autres
loci tels que le locus Glu-B2 et Glu-B4. Chacun de ces loci ont montré un certain nombre des
alleles standards, par exemple huit alléles pour le locus Glu-A3, neuf alléles pour le locus Glu-

B3, et deux alléles pour le locus Glu-B2 (Figure 9).

D’autre part, la combinaison des sous unités de faible poids moléculaire de type B ont donné la
naissance des modeles de LMW. Payne et al (1984) ont identifié les modéles LMW-1 et LMW-
2 selon, et Carrillo et al (1990) ont découvert les modéles LMW-1", LMW-2" et LMW-2". Les
modéles LMW-1 et LMW-1" sont liés a une mauvaise qualité, tandis que LMW-2 et LMW-2"

sont toujours associés a une bonne qualité (Carrillo et al., 1990; Pogna et al., 1990).

En effet, ’identification des all¢les, des bandes et des modéles de LMW-Gs est une étape clé
pour 1'évaluation et la détermination de 'importance de la diversité allélique au sein d'une

collection de génotypes, surtout les collections locales puisqu'elles contiennent de nouvelles
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combinations alléliques (Ruiz et al., 2018). De ce fait, les derniéres études ont orienté leurs
objectives vers la valorisation et I’exploration des ressources génétiques locales en déterminant
la variabilité allélique en ces protéines et en étudiant 1’association des nouveaux alléles avec la
qualité du gluten ou avec les paramétres de qualité tels que les tests de I’élasticité et
I’extensibilité (Nazco et al., 2014 ; Goel et al., 2018 ; Hu et al., 2018 ; Alvarez et Guzman,
2019 ; Herndndez-Espinosa et al., 2019 ; Chacon et al., 2020 ; Dreisigacker et al., 2020).
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Figure 9: Diagramme montrant les sous unités gluténines de faible poids moléculaire de type B (les loci
Glu-A3, Glu-B3, Glu-B2) pour la variété Mexicali (Mex) et Langdon (Lgn). Les lettres désignent les
alléles a chaque locus, alors que les chiffres indiquent les sous unités a chaque ligne de profiles (Nieto-
Taladriz et al., 1997).

d) Polyphénols oxydases

Dans les plantes, le brunissement des fruits post-matures est généralement lié a la réaction
enzymatique de lI'enzyme polyphénol oxydase. Cette couleur apparait souvent chez les fruits
qui se rechauffent pendant le processus de leur utilisation ou qui ont une durée de conservation
longue. Par conséquent, I'évaluation de cet enzyme au niveau des fruits serait bénéfique pour la
sélection, notamment pour les fruits dont leurs consommateurs n'aiment pas la coloration brune,

tels que le blé dur (Simeone et al., 2002).

Pour le blé, les PPO sont principalement localisées dans le son et plus précisément dans la
couche d'aleurone externe du grain (Taranto et al., 2017 ; Salaria et al., 2018). Elles sont des
métalloenzymes contenant du cuivre, qui sont produites dans le noyau, puis transférées via des

plastides vers la couche externe (Anderson et Morris, 2003).

Les PPO oxydent les phénols en quinones produisant des pigments noirs et bruns (Colasuonno

et al., 2019). Par conséquent, au cours de la sélection variétale, la réduction ou I'élimination du
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brunissement a base de 'activité de la polyphénol oxydase (PPO) est devenue un critére critique
pour I'amélioration de la transformation et de la qualité d’utilisation finale des produits a base
de blé. Pour cette raison les transformateurs de grains de blé préferent la semoule claire et jaune
vif produisant un produit final de haute qualité et de prix élevé dans le marché national et
international (Salaria et al., 2018). Surtout pour le cas de bl¢ dur parce qu’il est le type de
céréales le plus sensible pendant le processus de transformation, et aussi le plus utilisé pour
fabriquer les produits de duré de conservation longue, a savoir les semoules, les pains, les

biscuits, les pates et d’autres produits.

G. Marquage moléculaire et la sélection

La découverte et le développement des marqueurs moléculaire a induit des changements
remarquables sur plusieurs spécialités de la biologie, notamment la biologie moléculaire
(clonage positionnel), la génétique évolutive (cartographie comparative), la genétique
quantitative (détection et identification des locus controlant les caractéres quantitatifs (QTL))

et ’amélioration des espéces (sélection assistée par marqueurs) (Najimi et al., 2003).

En général, les marqueurs conventionnels étudiant le polymorphisme phénotypique et
biochimique avaient depuis longtemps une bonne appréciation de chercheurs de I'amélioration
génétique. Cependant, avec la découverte de la biologie moléculaire et I'emergence de
nouvelles technologies de génotypage et de séquencage, les chercheurs des années du siécle
précédent ont remarqué que leur utilisation est limitée en raison de la découverte des effets
pléiotropes et de facteurs environnementaux incontrdlés lors de 1’expression du phénotype. Par
suite, ils ont proposé de remplacer ces marqueurs traditionnels par des marqueurs moléculaires
comme outil efficace d’aide a la sélection des plantes, présentant les caracteres désirables. Et,
la majorité de ces caracteres souhaitables étaient des traits de résistance, de rendement et de

qualité.

Selon Jiang (2013), la sélection moléculaire ou sélection a ’aide des marqueurs moléculaires
peut genéralement étre définie comme l'utilisation de la manipulation génétique effectuée au
niveau de la molécule d'ADN pour améliorer les caractéres d'intérét chez les plantes et les
animaux, y compris le génie génétique ou la manipulation de génes, la sélection assistée par
marqueurs moléculaires, la sélection génomique, etc. En effet, le principe de ce genre de
sélection est basé sur l'application des biotechnologies moléculaires, en particulier les
marqueurs moléculaires, en combinaison avec des cartes de liaison ou génomiques, pour altérer

ou améliorer les caractéristiques des plantes ou des animaux sur la base des tests génotypiques.
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1. Marqueur moléculaire

Le plus souvent, les marqueurs moléculaires sont des fragments d'’ADN associés a une région
particuliére sur le génome (locus). Ces marqueurs servent a la révélation d’une variation ou une
mutation qui peut, par la suite, étre utilisé pour détecter le polymorphisme entre différents
génotypes ou alleles d'un géne pour une séquence particuliéere d'’ADN dans une population ou
un pool génétique (Jiang, 2013). Ces fragments peuvent prendre deux formes, des fragments de
courtes séquences d'ADN (un simple nucléotide) et des fragments de longues séquences
d’ADN.

A nos jours, les techniques de marquage moléculaire sont classées en quatre catégories (Najimi
et al., 2003, Jiang, 2013, et Tian et al., 2015):

* Les marqueurs fondés sur I’application des enzymes de restrictions, la méthode
d’hybridation de RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphisme) et de VNTR (Variable

Number Tandem Repeat).

 Les marqueurs fondés sur I'amplification par I'enzyme de polymérase, la méthode de
PCR (Polymerase Chaine Reaction), comprenant RAPD (Randomly Amplified Polymorphic
DNA), SCAR (Sequence Characterized Amplified Region), microsatellites ou SSR (SIMPLE
Sequence Repeat), STS (Sequence Tagged Site), ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), de
SRAP (Sequence-Related Amplfied Polymorphism), et TRAP (Target Region Amplfied
Polymorphism).

* Les marqueurs fondés sur I’application des enzymes de restriction et I’intégration de
PCR, comprenant AFLP (Amplified fragments Lenght Polymorphism), et DArt (Diversity
Array Technologie), CAPS (Cleaved amplified polymorphic Sequence), et KASP (Kompetitive
Allele Specific PCR).

* Les marqueurs fondés sur le polymorphisme d’un seul nucléotide, a savoir les SNPs.

Pour la sélection les blés, les marqueurs moléculaires se sont révélés utiles dans les programmes
de sélection en facilitant la sélection et en réduisant le temps et les co(ts traditionnellement
associés a des vastes efforts de phénotypage. Leurs avantages se manifestent en particulier sur
le criblage rapide de grands nombres de plantes des le stade de jeunes plantules et ne nécessite
pas I’observation du phénotype (Young, 1999). Ils permettent donc d’étudier directement le

génome et non pas I’expression du phénotype (protéines, enzymes, amidon, les pigments

34



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

jaunes, la couleur du grain ...etc.) qui peut étre influencée par les variation environnementales
(Liu et al., 1996).

2. Polymorphisme d’un seul nucleotide

Le polymorphisme d’un seul nucléotide, aussi appelé le polymorphisme mono-nucléotidique
(Single Nucléotide Polymorphisme ; SNP), est une technique qui permet de détecter a haut débit
les changements nucléotidiques d’une séquence d'ADN, méme en cas d’une délétion, une
addition or une substitution d'un simple nucléotide pour une paire de base. Ces avantages les
rendent aujourd’hui plus pratiques dans les programmes de sélection.

Concernant leur application, les SNPs sont utilisés pour évaluer la diversité génétique, la
structure ou la phylogénie de la population, la parenté familiale et les associations chez un
individu ou une espéce donnée de la méme descendance (Hu et al., 2015).

Dans le cas des plantes, leur utilisation a englobé plusieurs applications d’amélioration, tels que
I'amelioration de la qualité, le rendement et la résistance, ainsi chez plusieurs especes de plantes,
tels que Arabidopsis (Cho et al., 1999 ; Schmid, 2003), le riz (Nasu, 2002 ; Feltus, 2004), le
Soja (Choi et al., 2007; Hyten et al., 2009), et ’orge (Kota et al., 2008 ; Close et al., 2009).
Mais leur utilisation pour les blés était limitée a cause de la complexité de la polyploidie du
génome, et de la diversité des génomes homologues, comme le cas par exemple le génome
d’hexaploidies (AA BB DD) (Edwards et al., 2009). Mais grace au séquencage comparatif et a
l'avenement de certaines techniques biotechnologiques éprouvées et avancées pour la
génération d'amorces spécifiques pour les génes d'intérét, l'utilisation des SNP dans la sélection
assistée moléculaire et dans la détection de la diversité genétique a bien évolué dans les
programmes de sélection du blé. Par exemple, dans une étude, Wang et al (2014) ont surmonté
ce défi de limitation, en développant et en validant 46 977 SNP a partir de 90000 SNP putatifs

au blé hexaploide et tétraploide via une plate-forme basée sur un tableau.

Avec leur disponibilité et gréce a l'analyse de l'association marqueur-trait et d’autres analyses
étudiant les liens entre la variation phénotypique et génétique, les SNPs sont devenus l'un des
meilleurs marqueurs utilisés pour la détermination de la diversité génétique et dans la sélection
assistée par marqueur moléculaire. Ou multiples études ont récemment focalisé leurs objectives
a des fins de cartographier et d'élargir une base de données des marqueurs de type SNP associés
a des caracteres spécifiques de blé, qui peut faciliter la détection du polymorphisme, et par
conséquent la sélection. Et, ces objectives incluent les caracteres les plus employés dans les

programmes d'amélioration et de sélection de blé, a savoir les caractéres liés au poids de mille
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grains, a la dureté et la texture et la morphométrie du grain (Ali et al., 2020 ; Shokat et al., 2020
; Sun et al., 2020), aux protéines de stockages controlant les aspects de la qualité de la mouture
et de cuisson ( Zhang et al., 2003 ; Ravel et al., 2006, 2009 ; Dreisigacker et al., 2020), I’amidon
(Saito et al., 2009 ; Guzman et al., 2015), a la couleur des grains (Elouafi et al., 2001; He et al.,
2008, 2009).

3. Site marqué par une séquence

Développé par Olson et al (1989), ce type de marqueurs est basée sur I’amplification par PCR
d’une séquence relativement courte de 200 a 500 pb, qui peut étre détectée en présence des
séquences génomique de références, d’'une maniere reproductible sur le gel d’acrylamide ou

d’agarose. IIs sont aussi des marqueurs dans la plupart des cas codominants.

Un STS est fabriqué a partir d'/ADN génomique cloné au hasard, et les séquences des clones
générés sont ensuite utilisées pour concevoir des amorces de PCR qui les amplifieront de
maniére anonyme. Donc, toute séquence d'ADN unique dans le génome peut étre utilisée pour

développer STS.

Quant a leur application, les STS ont été largement utilisés dans les programmes de sélection
vegétale. En fait, comme les autres marqueurs moléculaires, dans la plupart des cas, leur
utilisation et leur application dans le blé dur découlent de leur développement dans le blé
hexaploide (Maccaferri et al., 2015). Pour le ble, le développement et I'application de ce type
de marqueur ont connu plusieurs domaines d'amélioration tels que I'établissement de la
cartographie génomique, la détection du polymorphisme et l'utilisation dans la sélection assistée
moléculaire, ainsi que leur exploitation dans le développement d'une nouvelle génération des
marqueurs (Dreisigacker et al., 2020). Par exemple, il existe les marqueurs STS développes
pour les loci contrélant la qualité de la farine et de I'amidon, les sous-unités de la gluténine,
I'activité lipoxygénase, l'activité polyphénol oxydase (McLauchlan et al., 2001 ; Sun et al., 2005
; Carrera et al., 2007 ; Saito et al., 2009 ; Wang et al., 2010 ; Dreisigacker et al., 2020).
Cependant, malgreé leur grande utilisation et leur vaste évolution, leur application semble plus
colteuse par rapport aux marqueurs SNP car ce dernier se distingue par sa disponibilité dans le
génome, sa nature bialléligue et sa faciliteé d'acces et d'utilisation dans les systemes

d'automatisation.
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4. Locus d’un trait quantitatif et la cartographie par analyse d’association :

a) Locus d’un trait quantitatif (quantitative trait locus ; QTL)

L’analyse par QTLs est une méthode statistique qui permet de lier deux types d’information :
les résultats des traits phénotypiques (caracteres mesurables) avec des données génotypiques
(souvent des marqueurs moléculaires), dans le but d’expliquer la base génétique de la variation

des traits complexes.

b) Détection et la cartographie d’un locus de caractéres qualitatifs

La détection des QTLs se fait par trois méthodes, 1’analyse par simple marqueur (uni-marqueur)
; Panalyse par intervalle ; la cartographie a traits multiples et I’analyse par intervalle composite.
Toutes ces approches ont des intéréts communs, qui sont la détermination du nombre des locus

en cause, leur position sur le génome, et leurs effets additifs (Roldan, 2011).

Plusieurs caractéres d’intéréts sont, dans la majeur des cas, encodés par des multiples loci,
connus en tant que des traits quantitatifs, polygéniques, multifactoriels ou complexe (Collard
et Mackill, 2008), et influencés par les facteurs environnementaux. Ce qui induit une variation

quantitative importante.

L’¢tude de la variation génétique des caractéres complexes (quantitatifs) au sein d’une
population se réalisent frequemment par l'approche de la cartographie des QTLs. Plus souvent,
I'identification de lI'emplacement des QTLs sur le chromosome s'effectue dans deux types de
populations : population apparentée (croisement de deux parents) et non-apparentée. Pour la
population apparentée ou traditionnelle, la détermination des QTLs est tres simple a s'effectuer,
notamment chez les populations de type F2, back cross, lignées recombinées, et double
haploides (Huang et Brilé-Babel, 2012; Mulualem et Bekeko, 2016). En revanche, la
cartographie des QTLs par I’analyse d’association ne nécessite pas une population bi-parentale
mais utilise ainsi des populations naturelles (collections de matériel génétique divers : cultivars,
lignées, ou bien des variétés locales) pour détecter la variation associée aux traits quantitatifs
basée sur le déséquilibre de liaison (LD) (Huang et Brilé-Babel, 2012). De plus, elle est plus
large, et aboutie a des informations complétes a cause de la grande variation génétique des

marqueurs-traits entre plusieurs parents (Sorkheh et al., 2008).
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c) Déséquilibre de liaison

Le déséquilibre de liaison est defini comme une approche statistique qui permet de trouver la
différence entre les fréquences gamétiques observees et celles attendues a I'équilibre, estime le
degré de dépendance entre les alleles a deux loci différents, généralement a l'aide du logiciel
TASSEL 3.0.115.

Le déséquilibre de liaison (DL) était bien exploité pour augmenter la résolution de la
cartographie QTL par rapport aux capacités actuelles des populations de cartographie
conventionnelle (Flint-Garcia et al., 2003). Cette approche a également contribué a la validation
et l'augmentation du nombre de QTL associés a des caracteres importants chez différentes
espéces de plantes tirées de collections des ressources génétiques, y compris le blé dur (Seguin
etal., 2006 ; Hu et al., 2015 ; Fayaz et al., 2019).

En particulier, pour le blé dur, la cartographie par association a 1’aide de la liaison déséquilibré
a permis d’identifier ou valider plusieurs QTLs impliquées dans le controle de certains
caractéres quantitatifs d’intéréts, comme par exemple le poids de mille grains, la teneur en
proteines, la force du gluten, la couleur de la pate, la qualité de cuisson et de mouture, la force
du gluten, la teneur en pigment jaunes, et le taux de I’activité de polyphénol oxydase (Laido et
al., 2014 ; Hu et al., 2015 ; Fiedler et al., 2017 ; Fayaz et al., 2019 ; Johnston et al., 2019). A
ce fait, leur utilisation pourrait offrir des réles intéressants pour développement des QTLS au

futur, par conséquent, améliorant la sélection de blé dur.

5. Sélection assistée par marqueurs (MAS)

Le concept de la sélection assisté par marqueurs (MAS) est arrivé avec Smith et Simpson (1986)
et Soller et Beckmann (1982). La MAS est une méthode de sélection des individus désirables
dans un schéma de sélection basé sur des modeles de marqueurs moléculaires d’ADN au lieu,
ou en plus de leurs valeurs de trait. Pour un programme de sélection, cet outil ne peut avoir lieu

que par la connaissance de I’association entre un marqueur moléculaire et le trait d’intérét.

En réalité, la sélection basée sur les phénotypes est devenue classique et inutile avec I'apparition
des marqueurs moléculaires et les QTLs. De ce fait, les phyto-généticiens des programmes de
sélection ont orienté leurs travaux vers I'utilisation de la MAS, qui est une approche alternative
efficace de la sélection conventionnelle (Rosello et al., 2018). Et cela s’apparait de son large
application pour plusieurs espéces de céréales, comme par exemple elle a été utilisé pour le riz
(Jena et Mackill, 2008), le mais (Ribaut et Ragot, 2006 ; Gupta et al., 2019), I’orge (Coventry
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etal., 2003; Miedaner et Korzun, 2012), et le blé (Kuchel et al., 2007 ; Liet al., 2018 ; Vagndorf
etal., 2018 ; Gill et al., 2019).

Pour le blé, la MAS a connu le plus de succes dans la sélection de la résistance aux maladies et
dans I'amélioration de la qualité des grains (www.maswheat.com). En particulier, et grace a une
sélection basee sur les QTLs ou l'association marqueur-caractere (Estimation de la valeur-p),
elle a été plus efficace dans la sélection de la qualité des grains de blé dur car elle a accordé aux
sélectionneurs la faisabilité d'utiliser et d'exploiter facilement les traits complexes liés a qualité
de la semoule et du grain en évitant les effets de I’environnement et les conditions dans
lesquelles les plantes sont cultivées, par le fait d’utiliser les marqueurs moléculaires a toutes les
étapes de la croissance de la plante. De nombreux travaux ont utilisé la sélection assistée par
marqueur moléculaire en sélectionnant les individus sur la base de ce mode de sélection
(Yildirim et al., 2013 ; Fiedler et al., 2017 ; Johnston et al., 2019).
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1. MATERIEL ET METHODES
A. Evaluation de la variabilité agro-morphologique d’une collection de blé dur

1. Matériel végétal (la collection mére)

Le matériel végétal utilisé dans cette étude comprenait 280 accessions de blé dur, toutes
conservées a la Banque nationale de génes, Centre régional de recherche agricole de Settat,
INRA — Maroc (Annexe 1). Le blé dur était composé de 18 cultivars marocains, 185 variétés
locales collectées dans différentes régions agro écologiques a travers le pays et 77 cultivars
d'Amérique du Nord (Canada et Etats-Unis) (Annexe 2).

2. Site expérimental et sa climatologie

L'essai a été conduit a la station expérimentale de Sidi EI Aydi (pres de Settat ; latitude 33° 07
16> ‘N, longitude 007° 37 48 "W, altitude de 240 m) pendant la compagne agricole de
2015/2016. Ce domaine a une superficie de 47ha, et le type de leur sol est brun calcaire a texture

argileuse.

La station expérimentale est caractérisée par une variabilité importante des précipitations et par un
climat semi-aride (chaude et tempéré). La pluviométrie annuelle moyenne de la station est de
360 mm et la majorité des pluies tombent en hiver. L’amplitude des précipitations varie de 0
mm pour le mois Juillet et 65 mm pour le Décembre. En revanche, la température annuelle du
site expérimental est en moyenne de 17 °C. La gamme des températures moyennes a oscillé de
25,2 ° Cen Aolt et 11,0 ° C en Janvier, donc le mois d'aodt est le mois le chaud de I'année et

Janvier le mois le plus froid.

“C mm
3s - 70
30 - B0
25 - S0
20 - 40
15 - 30
10 - 20
a3 - 10

010203 04050607 0809101112

Figure 10: Distribution moyenne de la température et des précipitations dans la station de Sidi El Aidi
pendant la saison 2015/2016 (Source : fr.climate-data.org)
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3. Protocol expérimental

Le protocole expérimental était en "Augmented Design" (Federer, 1956), composé de 14 blocs,
Chaque accessions a été menée en trois rangs de 1 de long et 30 cm d’espacement entre lignes
(Figure 11). Les variétés témoins étaient « Marzak », « Cariouca », et « Ourgh ». Chaque
témoin est inclus dans chaque bloc incomplet. Les témoins inclus dans chaque bloc incomplet
sont utilisés pour estimer le carré moyen d’erreur et de I’effet de bloc. L’effet de bloc est estimé
a partir des moyennes des témoins, puis retiré des moyennes des lignées a tester. Cela permet
de réduire I’erreur et d’augmenter la précision (Federer 1961 ; Wolfinger et al., 1997). Le model

utilisé est le suivant :
Yij = p + Bi+ cj + tk(i) + £ij
Ou ; u est la moyenne ; Bi représente les blocs ; cj représente les témoins ; tk (i) représentent

les lignées a tester ; et ¢ij le terme d’erreur.

Toutes les accessions ont été plantés sans réplication en décembre 2015 et récoltés début juin
2016. Les parcelles ont été gérées selon les pratiques agronomiques standards du site
expérimental. Pour réduire I'effet d'une sécheresse sévere pendant la saison, l'irrigation des

plantes a été réalisée en alternative aux conditions pluviales.

Figure 11: Présentation d’une parcelle (a), et un bloc (b).

4. Caracteres agro-morphologiques et physiologiques

Les mesures ont porté sur douze caracteres : cing physiologiques, deux morphologiques, et cing

agronomiques (Tableau 3).
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Tableau 3: Abréviations et unités des caractéres étudiés.

Traits Abbréviation Unité
Nombre de jours a la floraison NJF Jours
Nombre de jours a la maturité NJM Jours
Nombre de plantes au stade levé NPSL Nombre
Biomasse d'une plante au stade de floraison BPSF Gramme
Hauteur de la plante HP Meétre
Longueur du pédoncule LP Centimeter
Teneur en chlorophylle SPAD Unité, SPAD
Biomasse totale BIO Kilotgramme
Nombre d'épis NEP Nombre
Poids de mille grains PMG Grammes
Rendement R Kilotgramme
Indice de récolte HI %

a) Caracteres physiologiques
Les caracteres physiologiques étudiés sont :
Nombre de jours a la floraison : c¢’est le nombre de jours du semis jusqu’au stade de floraison.
Nombre de jours a la maturité : c’est le nombre de jours du semis jusqu’au stade de floraison.
Nombre de plantes au stade levé : Nombre de plantes pour les trois lignes au stade levé.
Biomasse d'une plante au stade de floraison : le poids d’une plante fraiche au stade floraison.

Teneur en chlorophylle : les mesures ont été déterminées a 1’aide d’un appareil chlorophylle
métre SPAD Minolta 505 (Blackmer et Schepers, 2001). SPAD (soil plant analysis
development) détermine la quantité relative de chlorophylle présente en mesurant la
transmittance de la feuille dans deux régions de longueur d'onde, ¢ a d évalue la quantité de
chlorophylle par une mesure de la transmittance de la feuille dans le rouge (650 nm) et I’infra-
rouge (940 nm). En utilisant ces deux transmittances, l'appareil calcule une valeur de SPAD
numérique qui est proportionnelle a la quantité de chlorophylle présente dans la feuille. Les
mesures ont été prises, dans le champ au stade anthése entre 9h matin a 13h aprés midi, par

I’insertion de la feuille directement dans la fente de I’appareil.
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b) Caracteres morphologiques

Les caractéres morphologiques sont deux :

Hauteur de la plante : c’est la longueur comprise entre la base de la plante et I’extrémité

supérieur de la barbe, au stade maturité.

Longueur du pédoncule : c’est la longueur comprise entre le dernier nceud de la tige et la base

d’épi, au stade maturiteé.

C) Caracteres agronomiques
Les caractéres agronomiques ont été constitué de :
Biomasse totale : c’est le poids total des trois lignes a la recole.
Nombre d’épis : c’est le nombre des épis au stade floraison pour les trois lignes.
Poids de mille grains : c’est le poids de mille grains apres la récolte.
Rendement : c’est le poids total des grains apres le battage.

Indice de récolte : c’est le rapport entre le rendement et la biomasse totale, en pourcentage (%).

5. Analyses statistiques

Les statistiques descriptives de base (la moyenne, le minimum, le maximum, I'écart type et le
coefficient de variation) ont été calculées pour déterminer I'étendue de la diversité parmi les
accessions éetudiées et les contréles. L'analyse de variance (ANOVA) a été réalisée selon le
protocole « Augmented design » en utilisant le package « Agricolae » implémenté dans le
logiciel R (R Core Team, 2018). Les parametres génétiques ont €été estimés a partir des
composantes de l'analyse de variance (Tableau 4). Les variances génotypiques et phénotypiques
(VG et VP), les coefficients de variation génotypique et phénotypique (CVG et CVP),
I'héritabilite au sens large (H?) et le progreés génétique (AG) ont été calculés selon les formules
proposees par Burton (1952), Johnson et al (1955), Allard (1960) et Falconer et Mackay (1996).
Le coefficient de corrélation de Pearson et I'analyse en composantes principales (ACP) ont été
réalisés sur la base des traits agro-morphologiques en utilisant respectivement le package R «

Hmisc » et Microsoft Excel.

Les formules utilisées pour ’estimation des parametres sont les suivantes :
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Variance Génotypique (VG)
Variance Phénotypique (VP)
Heritability (broad sense)
Coefficient de variation
Génotypique (CVG)

Coefficient de Variation
Phénotypique (PVC)

Avance Génétique (progres
génétique) (AG)

MATERIEL ET METHODES

VG = (CMG - CME)Ir
VP=V/G + (CME /r) = CMG/r

H2 (%) = (VGIVP) *100

CVG (%) = (VVGIX) *100

CVP (%) = (VVPIX) *100

AG = H*VP*K

CMG : Carrés moyens des génotypes
CME : Carrés moyens des erreurs
r: Nombre de répétitions

VWG : Standard de déviation
génotypique

\VP : Standard de déviation
phénotypique
X : Moyenne du trait considéré

K= 2,06 est un différentiel de
sélection a 5% de la variation

B. Evaluation de la diversité phénotypique a I’aide des caractéres qualitatifs et
quantitatifs
1. Matériel végétal (Toujours de la méme collection mere)

108 accessions de blé dur provenant de la Banque nationale de génes du Maroc, composés de
15 cultivars marocains, 37 cultivars d’Amérique du Nord (Canada et USA) et 56 variétés locales
représentant les différentes régions du Maroc (Annexe 2), ont été utilisées pour I'évaluation de
la diversité phénotypique. Les accessions utilisées ont été sélectionnées sur la base de leur
rendement au cours de la saison 2015/2016. Toutes les graines utilisées dans cette étude ont été

obtenues a partir d'un seul épi.

2. Site expérimental

L'expérimentation a été menée a la station de Sidi EI Aidi durant la saison 2017/2018. Cette
station est située a 240m daltitude au-dessus de la mer avec la latitude de 33,07 ° N et la
longitude -7,62 ° W. Le climat de ce site est caractérisé par une pluviométrie annuelle de

386mm / an avec une température allant de -4 a 43 °C.

3. Dispositif expérimental

Le matériel expérimental a été planté selon la conception augmentée "Augmented design™

(Federer, 1956). (Les mémes conditions de culture du premier essai.)
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4. Description phénotypique

La description phénotypique des génotypes a été faite selon les normes standards
d'enregistrement des nouvelles variétés (Gupta et al., 2017), décrites dans la "guideline test" de
"Distinction and uniformity and stability (DUS) on durum, dicoccum, and the other triticum
species”, avec le respect de linstruction de I'Union internationale pour la protection des
obtentions végétales (UPOV, 2012).

a) Traits qualitatifs de I’épis et du grain

Apreés la récolte, chaque accession a été décrite selon les caracteres visuels suivants : Densité
d’épi (L&che, Moyen, Dense) ; Couleur d’épi (blanc, marron clair, marron foncé); Glaucescence
d’épi (wax) (Wax, Non-Wax); Forme d’épi (Effilée, Parallele, Oblong, Fusiforme); Forme de
la barbe (droite, moyenne, courbe); Forme du col (ou pedoncule) (droite, coudee, courbée
(sinueux)); Couleur de la barbe (blanche, brune clair, brune foncé, noire); Attitude de la barbe
(Appressée, moyenne, expandue); Pilosité de la glume (poilue, non poilue); Forme des grains
(ronde, ovale, oblongue, elliptique); Couleur des grains (blanc, ambré, rouge).

b) Traits quantitatifs de la plante

Pour les descripteurs quantitatifs, la caractéristique a été mesurée et convertie en classes suivant
. Date d’épiaison (précoce, moyenne, tardive) ; Hauteur de la plante (tres courte, courte,
moyenne, longue, trés longue). La formule d’Excel utilisée pour déterminer la classe est :
=SI(L2<mean-sd;"classel™;SI(L2<mean+sd;"classe2";SI(L2>=mean+sd;"classe3"))), ou L2 :

valeur déterminée, mean : moyenne, et sd : standard de déviation.

5. Analyses statistiques

Les classes phénotypiques ont été enregistrées selon la description phénotypique de Gupta et al
(2017). Microsoft Excel a été utilisé pour calculer les fréquences pour chague classe
phénotypique de chaque trait. Sur la base de ces fréquences, I'indice H’ de Shannon et Weaver
(1949) a été calculé pour chaque caractére afin d'estimer la diversité phénotypique pour
I'ensemble de la collection et pour les trois sous-collections (des cultivars de 1’Amérique du

Nord, des cultivars du Maroc, et des variétés locales) a l'aide de la formule suivante :
n
H=— Z pilog pi
i=1
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L’indice Shannon-Weaver (nommé H’) a été calculé comme suit :

H' = —Z(pi In pi) /In(n)

Ou, pi: fréquence de la iéme classe dans un trait, n: nombre de classes phénotypiques de chaque
trait.

Une analyse en composantes multiples (ACM) ainsi qu'une classification hiérarchique
ascendante, basée sur les résultats de I'ACM, a été réalisée afin d'étudier la structure de notre
collection sur la base des différents traits qualitatifs et quantitatifs.

Toutes les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel R-cran (//cran.r-project.org/).

Quant aux parameétres génétiques décrivant la différenciation des paramétres de population, la
diversité génétique intra-population (Hs), la diversité genétique totale (Ht) et le coefficient de
différenciation genique (Gst) ont été calculés sur la base des formules de Nei (1978) et Nei et
Chesser (1983), ou alléle et locus signifiaient respectivement classe et trait.

Pour chaque trait :

Hs = somme (H exp)/nb pop

Ht =1 — somme (pi moy * pi moy)

Gst =1 - Hs/Ht

Ou, H exp: H calculé avec un biais pour chaque pop, H nb : H calculé sans biais (Nei, 1978), H

obs : H observé, and pi moy : fréquence moyenne sur les populations de la classe i.
Sur la totalité des traits :

HS= somme (Hs)/nb trait
HT= somme (Ht)/nb trait
GST=1-HS/HT

(nb) : Estimateurs non biaisés selon Nei et Chesser (1983).

L'analyse et le test de ces paramétres ont été réalisés avec le logiciel Genetix (Genetix version

4.05; https://kimura.univ-montp2.fr/genetix/).
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C. Evaluation de la diversité des sous-unités de la gluténine
1. Matériel végétal (Toujours la méme collection mére)

L'étude de cette partie a éte réalisée a l'aide d'une collection de blé dur de la Banque de Genes
du Maroc (MGB), composée de 52 variétés locales marocaines, 14 cultivars modernes
marocains et 29 cultivars modernes nord-américains (Canada et Etats-Unis). Les grains de
chaque accession utilisée pour l'analyse SDS-PAGE ont été obtenus a partir d’un seul épi, qui
a été semé sous une forme des Pocket, selon le protocole "Augmented Design", durant la saison
2015/2016. En dehors de ces accessions, les cultivars suivants ont été utilises comme
échantillons de référence pour des alléles spécifiques de gluténines dans l'analyse SDS-PAGE
. Pitic, Shan 229, CI-12213 (Triticum dicoccum), Langdon, Wilbur, Opata, Pavon, Cocorit,
Andalusia, Fanfarron, BC et Ardente. Les grains de ces cultivars ont tous été obtenus aupreés de
la Bangue de materiel génétique CIMMYT, El batan, Texcoco, Mexico city, Mexique.

2. Analyse électrophorétique

L'analyse électrophorétique (SD-PAGE 1D) a été réalisée selon la méthode du Laboratoire de
Chimie et Qualité du Blé du CIMMYT (Pefia et al., 2004), en suivant la méthode standard de
Laemmli (1970).

a) Extrait protéique

Dix grains de chaque accession ont été broyés. Pour extraire les gliadines, la farine compléte
(20 mg) était incubée avec 0,75 ml de propanol a 50% (v/v) pendant 30 minutes (min) au
Thermomixer (Eppendorf, Allemagne) a 1400 tr /min et a une température de 65 °C. Les tubes
ont été centrifugés pendant 2 min a 10000 tours (tr) / min, le surnageant contenant la fraction
gliadine étant rejeté. Le méme processus était repris deux a trois fois pour éliminer les gliadines
restantes. Pour récupérer les gluténines, dans des tubes spécifiques d’extraction des protéines,
les culots étaient suspendus dans 100 pl d’une solution de dithiothréitol (DTT) ((1,5% ; p/v)
formée de 50 pl propanol (50% ; v/v) et 50 pl de Tris(hydroxyméthyl)-aminomethane (Tris)-
acide chlorhydrique (HCI) (0,08 M ; pH 8,0). Les tubes étaient vortexés a ’aide du thermomixer
pendant 30 minutes a 1400 tr /min /65 °C, puis centrifugés 2 minutes a 10000 tr/min. Un volume
de 100 pul d'une solution de vinylpyridine a 1,4% (v/v) formée par 50 ul de propanol a 50%
(v/v) et 50 ul de Tris-HCI (0,08 M ; pH 8,0) a été ajoutés aux tubes des agrégats gluténiques.
Afin d’obtenir un surnageant contenant les gluténienes, les tubes étaient vortexés et réincubés

pendant 15 min a 1400 tr/min et 65 °C, ensuite une centrifugation a 13000 tr/min pendant 2 min
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est appliquée pour séparer le culot et le surnageant. Le surnageant a été transféré dans un

nouveau tube.

Pour préparer I’extrait protéique a séparer, un volume de 180 pl de surnageant a été mélangé
avec 180 pl d'une solution tampon formée de Tris-HCI (1M ; pH 6,8), 2% de dodécylsulfate de
sodium (SDS) (p/v), 40% de glycerol (p/v) et 0,02% de bleu de bromophénol (p/v). Les tubes
étaient homogénéisés et incubés pendant 5 min a 1400 tr / min et a 90 °C, puis centrifugés
pendant 2 min a 13000 tr/min.

b) Préparation du gel électrophorétique

(1)  Gel de séparation

Pour un gel d'acrylamide de 15%, pour 2 gels de 17,0 cm de haut et 1,0 mm d'épaisseur, la

préparation du gel est la suivante :

e 24,67 mlde TRIS pH 8,5 (1 M TRIS, pH 8,5).

24,39 ml d'Acrylamide pour le gel de séparation :40% d'acrylamide et 1,3% de bis-
acrylamide.

0,65 ml de SDS, 10%.

13,97 ml d'eau distillée.

1,3 ml de persulfate dammonium a 1,5% (solution fraiche).
0,50 ml de TEMED.

Aprés avoir mélanger doucement I'ensemble, un volume de 38 ml de la solution de gel était
versé dans deux dispositifs de 17,0 cm de hauteur et 1,0 mm d'épaisseur. Pour éviter la

formation du ménisque, nous avons mis un 1 ml d'alcool butylique pur sur le dessus du gel.

(2)  Gel de concentration

Pour un gel dacrylamide de 4,8%, pour 2 gels de 3,0 cm de haut et 1,0 mm d'épaisseur, la

composition du gel de concentration était la suivante :

e 6,12 ml d'eau distillée

e 10 ml de stock TRIS pH 6,8 (1 M TRIS, pH 6,8).

e 1,05 ml d'acrylamide pour le gel de concentration (40% d'acrylamide et 1,3% de bis-
acrylamide).

e 0,09 mlde SDS, 10%.

e 0,38 ml de persulfate dammonium a 1,5% (préparé immédiatement avant utilisation).

e 0,50 mlde TEMED.

Le tout était délicatement mélangé, puis versé sur le gel de séparation, en s'assurant qu'il n'y a

pas de bulles dans les allées du peigne.
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C) Tampon d’électrophorése ou de migration

Le tampon de migration est un tampon conducteur qui améliore les conditions de migration et
de séparation des protéines sous I’influence d’un champ électrique. Le tampon conducteur

utilisé dans cette étude était formé de :

30,0 gde TRIS.

887 ml d'eau distillée.
144 g de glycine.

10 g de SDS.
pH=8,3.

L’ ensemble était mélangé et conservé a 5 °C, nomme stock du tampon d'électrophorése TRIS-
Glycine (pH=8,3). Pour chaque utilisation, on a préparé 400 ml de stock du tampon
d'électrophorése et 3600 ml d'eau distillée. Pour remplir les deux dispositifs, on a utilisé un
volume de 2500 ml de ce mélange.

d) Séparation de I’extrait protéique

Quant a la séparation de I'extrait protéique, le volume mis dans chaque puits était de 6 pul. Une
fois les extraits déposes, les gels sont soumis a un champ électrique constant de 35V / m (12,5

mA, et 1 w par gel) pendant 20 heures.

e) Coloration, décoloration et lecture des gels

Pour la coloration et la distinction des bandes migrées, les gels était plongés dans une solution
d'acide trichloracétique a 12%pendant 5 minutes puis places dans une solution de coloration
contenant bleu de Coomassie (400 ml de méthanol, 100 ml d'acide acétique glacial, 0,1 g de
bleu brillant de Coomassie (R-250) et 500 ml d'eau distillée) pendant 4 heures, et enfin mis

dans d'eau distillée pendant 24 heures pour les décolorer.

Les bandes de faible mobilité, sous unités de haut poids moléculaire (HMW-GS), ont été
identifiées en utilisant la nomenclature de Payne et Lawrence (1983). Les bandes de haute
mobilité, sous unités de faible poids moléculaire (B-LMW-GS), ont été désignées selon la
catalogue de Nieto-Taladriz et al (1997).

3. Analyse des données

Microsoft Excel a été utilisé pour calculer les fréquences alléliques pour chaque locus et pour
chaque sous-collection, ainsi que pour évaluer la diversité génétique (He) et le nombre effectif

d'alleles (Ne) en utilisant les formules suivantes de Nei (1972, 1973):
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He =1 —Ypi? 1)
Ne =1/ Ypi* )
Ou, pi: fréquence du iéme alléle dans un locus.

D. Caractérisation physicochimique et morphométrique des grains et leur
association moléculaire

1. Matériel végetal

Le méme matériel végétal utilisé dans I’évaluation de la diversité des sous-unités de gluténine.

2. Protocole expérimental

Le méme protocole et les mémes pratiques techniques utilisés pour la conduite de la culture

pour I'évaluation de la diversité phénotypique.

3. Caractérisation physico-chimique, la morphométrie du grain, et le
génotypage des marqueurs moléculaires

a) Teneur en protéines (TP%)

Les valeurs de la teneur en protéines (%) ont été obtenues par la multiplication de la teneur en
azote determinee par la méthode de Kjeldahl (1883) par le facteur de conversion 5,7. Le principe

de cette méthode se repose sur quatre étapes :
+ Digestion

Le but de cette étape est de transformer la matiére organique azotée en matiere minérale par
oxydation a haute température et en présence d’un catalyseur et d’un sel. On met dans des
matras (un tube a digestion spécifique), contenant 6 ml d’acide sulfurique (H2SO4) concentré
a 98% et 3 g de catalyseur (10 grammes de cuivre + 100 grammes de sulfate de sodium), une
quantité de 0,25 g de la farine. Ensuite, on incube le mélange pendant 30 minutes a une

température de 320 °C, puis on augmente cette derniere a 420 °C pendant une heure.
+ Dilution

Apres 24 heures, on fait des dilutions de la matiére minérale obtenue dans 100 ml d’eau distillée

puis on les met dans des bouteilles spéciales de 100 ml.

*

«» Distillation
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Cette étape a pour objectif d’obtenir la molécule d’ammoniaque. Elle s’effectue a ’aide de
distillateur a vapeur appelé "K-350", qui mélange 50 ml d’eau distillée + 40 ml d’hydroxyde de
sodium (NaOH) + 10 ml de I’acide borique, son rdle est de transformer ’ammonium en
ammoniaque. La soude est ajoutée en exces afin de changer le pH acide en pH basique, et par
conséquent, I’obtention de 'ammoniaque. L'ammoniaque NHj3 est entrainée par la vapeur d'eau
par distillation. Les vapeurs d’ammoniaque sont condensées au contact d’un réfrigérant et
recueillies dans une solution contenant deux indicateurs colorés (rouge de méthyle et le bleu de
bromothymol) et de l'acide borique.

®,

« Titration

A l’aide de I’acide sulfurique (H2SO4) 0,05 N, la titration est déterminée au moyen d'un
indicateur coloré formé du rouge de méthyle et du bleu de méthyléne 0.1% dissous dans 1’alcool

(obtention de la couleur rose rouge).

b) Test de sédimentation-SDS (SDS-ST, ml)

Le test de sedimentation-SDS permet d’évaluer la force du gluten. Le principe de cette
technique repose sur le gonflement de la protéine du gluten. Selon la méthode de Dick et Quick
(1983), une quantité de 6 g de la mouture compléte du blé dur ont été peses et placés dans des
cylindres en verre gradués de 100 ml. La farine complete a été mise en suspension dans 50 ml
d'eau distillée en agitant vigoureusement pendant 15 secondes. Des agitations similaires ont eté
répétées deux fois a 2 et a 4 minutes. Immediatement on ajoute 50 ml de solution de 2% SDS
et de solution d'acide lactique (85%) diluée au 1/8 et on inverse les éprouvettes 4 fois.
L'inversion a éteé répétee 3 fois de plus a 2, 4 et 6 minutes. Le contenu de 1’éprouvette a été

laissé reposer pendant 10 minutes, puis le volume des sediments étant noté en millilitres (ml).

C) Teneur en amidon (TA, %)

La teneur en amidon est déterminée en multipliant la teneur en glucose par un coefficient de
conversation de 0,9. L’extraction de ’amidon a été faite selon la méthode Hansen et Mgller
(1975), une quantité de 15mg de la farine a été mise dans une solution de Sml d’éthanol (80%)
et 5ml de la solution 1,1% HCI. Le mélange a été centrifugé a 4500 rpm pendant 15 minutes
(4°C). Le dosage et la quantification des sucres totaux ont été effectués selon la méthode
Ashwell (1957) qui est basé sur I’utilisation de 0,2% d’Anthrone solubilisé dans une solution
d’acide sulfurique. Le glucose a été utilisé & une concentration de 0,1% pour la gamme étalon.

La densité optique est lue a 630nm au spectrophotometre.
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d) Teneur en pigment jaune (YPC, ppm)

La teneur des pigments jaunes (ppm) a été déterminé par la méthode AACC 14-50 (2000)
modifiée par Santra et al (2003). Pour I’extraction des f-caroténes, une quantité de 30,1 mg de
mouture de blé dur a été suspendue dans une solution de 650ul de 1-butanol saturé en eau
distillee (8:2 ; v/v), puis le mélange est incubé pendant 18 heures a une température de 37°C.
Ensuite, le mélange a été centrifugé a 10 000 tours/min pendant 10 minutes. En particulier, la
teneur en pigments jaunes a eté estimée a Il'aide de la lecture de la densité optique du surnageant

a la longueur d’onde de 440 nm.

e) Couleur de la polyphénol oxydase (PPO, score)

Le test de la couleur de polyphénol oxydase des grains a été effectué selon la méthode décrite
par Gupta et al (2017). Le principe de cette méthode est reposé sur le développement de la
couleur des grains gréce a la réaction enzymatique de I'enzyme phénol oxydase et tyrosinase

dans I'enveloppe de la graine.

La couleur de réaction du phénol : Le test au phénol est effectué en trempant les graines dans
de I’eau distillée pendant 16 a 20 heures. Aprés avoir drainé 1’eau de la boite pétrie, les grains
sont places sur un papier filtre dans une boite de pétrie avec le pli vers le bas. On ajoute une
solution de phénol a 1% fraichement préparée, suffisante pour couvrir 3/4 des grains. Au bout
de 4 heures, la solution de phénol est egouttée afin que les graines séchent et prennent leur
coleur. La coloration des graines est notée selon cing catégories en fonction de l'intensité de la
couleur, c'est-a-dire aucune ou aucune réaction, clair (brun clair), moyen (brun), foncé (brun

foncé) et noir ou trés foncé.

f) Poids mille du grains (PMG, g) et Poids spécifique (PS, hl/kg)

e Le poids de mille grains (g) a été estimé par la pesé de 10 grains.
e Le poids spécifique est estimé en convertissant la mesure du poids de grains
dans un volume calibré (50 ml) par le tableau de conversion de poids spécifique.

g)  Parametres de la morphométrie d’un grain

Les grandeurs (les dimensions) de la taille du grain tels que ’aire (ARE), le périmetre (PER),
la maj-ellipse (MAJ) et le min-ellipse (MIN) ont été mesuré a I’aide du logiciel "GrainScan"
développe par Whan et al (2014) (Figure 12). Le principe de cette méthode logicielle est basé
sur la mesure des grandeurs des graines via la capture d’une image a plat a I’aide d’un scanner

et I'analyse d'image par un logiciel contenant un mémoire d'images et grandeurs.
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GrainScan

PER

Figure 12: Grandeurs d’un grain et une image prise par le logiciel "Grainscan" d'un échantillon de blé
dur.

h) Marqueurs moléculaires et procédure standard de génotypage

(1)  Préparation de I’échantillons

Au stade de trois feuilles, un morceau de % des feuilles fraiches, pour les 95 accessions de blé
dur, a eté placé dans des tubes de deux plaques. Apres une incubation de 2 heures une a
température de -80°C, les échantillons ont été lyophilisés pendant une nuit dans un
lyophilisateur.

(2)  Isolement de 'ADN

Pour lyser les cellules végétales et extraire I’ADN, les extraits lyophilisés ont été placés pendant
3 minutes/ 30 Hz dans un appareil de tissu-lyseurs (GenoGrinder 2010, Zymo Research). Un
volume de 400ul du tampon CTAB (Cetyltrimethylammonium bromide) a ensuite été ajouté
pour chaque tube des deux plaques. Ces plaques ont été transféré a I’homogénéisateur pendant
2 heures a une température de 65°C. Apres un refroidissement pendant 10 minutes, un volume
de 300ul de la solution chloroforme-octanol (24:1) a également été ajouté aux extraits, qui ont
par la suite été subis a une soigneuse homogénéisation. L’ensemble a été centrifugé a 3750

rpm/4°C pendant 30min.

Pour I’élimination des ARNs de I’ADN, un volume de 15ul d’une solution RNAse a été ajouté
aux surnageants récupérés, puis I’ensemble est incubé pendant 30 minutes a une température
de 37°C. Apres la dégradation des ARN et I’ajout de 280ul d’isopropanol, le mélange a subi
une mixtion par inversion pendant 30 minutes a une température de -20°C. Ensuite, Afin
d’éliminer le surnageant contenant la solution d’isopropanol, une centrifugation a 3750
rpm/20°C a été effectuée pendant 15 minutes. Le culot d’ADN obtenu a été lavé par 1’addition
d’un volume de 400ul d’éthanol absolu (70%), puis centrifugé a 3750 rpm/ 37°C pendant 20

minutes (deux fois cette étape). Quand le lavage est terminé, le culot d’ADN est séché pendant
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une nuit dans une température ambiante, et mis dans un volume de 200ul Tris-Hcl (IMm ;
pH=8).

(3)  Quantification et purification de I’ADN

La quantification de la quantité de I’ADN obtenu est effectuée par I'utilisation de la technologie
de Nano-drops. La premiére étape de la quantification était 1’étalonnage de I’appareil par I’eau
distillée puis par tris base pH=8. Apres la quantification, pour que la réaction de PCR soit
compatible avec I'ensemble des quantités d'/ADN des accessions, une série de dilutions a été
réalisée. La dilution la plus adéquate pour notre étude était 10ul D’ADN :70ul D’eau distillée.

(4) Réaction en chaine de polymérase (PCR)

La réaction en chaine de la polymérase est sans doute I'une des plus importantes inventions du
20eme siécle en biologie moléculaire. De petites quantités du matériel génétique peuvent étre
amplifiées pour pouvoir identifier des polymorphismes dans I'ADN, voir des mutations
ponctuelles. La PCR implique les trois étapes suivantes : dénaturation, hybridation et extension.
Premiérement, le matériel génétique est denaturé, convertissant les molécules d’ADN double
brin en simples brins. Les amorces sont ensuite hybridées avec les régions complémentaires des
molécules simple brin. Dans la troisieme étape, les molécules hybridées sont prolongées par
I'action de 'ADN polymeérase. Toutes ces étapes sont sensibles a la température et le choix
commun des températures est respectivement de 94°C, 60°C et 70°C. Une bonne conception de

I’amorce est essentielle a la réussite des réactions.

En ce qui concerne le mélange réactionnel de la PCR, la préparation est présentée dans le
tableau ci-dessous (Tableau 4). Un volume de 4ul de ’ADN dilué (10:80 ED) a été mélangé
avec un volume de 6pl du mélange réactionnel. Toutes les étapes de la préparation de la réaction

ont été préparer sur la glace.

Tableau 4: Mélange réactionnel pour un seul tube.

Mélange réactionnel Une réaction pour chaque tube (ul)
5X Green Go-Taq 2
25mM MgCI2 0,6
DNTPs Mix (2.5mM) 0,8
Primers F+R (0.1uM) 2,5
Go-Tag (DNA Polymerase 5U/ul) 0,05
Eau distillée (ED) 0,05
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(5) Conditions d’amplification

Les cycles répétitifs d’amplification comprennent les étapes suivantes :

e La dénaturation de I’ADN et ’activation de Taq polymérase : un cycle 94°C pendant
une minute ;

e L’hybridation des amorces avec les régions complémentaires de molécules simple brin
a une température de 60 ° C ;

e [’extension des deux brins dénaturés : 30 cycles de 94°C pendant 1 minute, 50-68°C
pendant 2 minutes, et 72°C pendant 2 minutes ;

e Laterminaison : un cycle de 72°C pour 5 minutes.

Chaque marqueur moléculaire possede en principe un programme et des conditions

d’amplification particuliers, c’est-a-dire chaque marqueur a une température et un nombre de
cycle d’amplification particuliers (Références des articles: Annexe 3). Pour chaque test
d'échantillon, chaque réaction de PCR avait 3 répétitions et I'expérience a été répétée trois fois.

(6)  Genotypage par gel de séparation

Le polyacrylamide et l'agarose sont les deux principaux gels utilisés dans la séparation des
bandes des produits PCR. Dans cette étude, on a utilisé seulement les gels d'agarose. Les gels a
2% ont eté utilisés pour la séparation des genes dominants, alors que les gels 3,5% ont été
employés pour la séparation des genes codominants (Exemple : Annexe 4, 5 et 6). Pour les
bandes des marqueurs qui ont été difficile a séparer, on a utilisé le systeme d'analyseur de
fragments "Fragment AnalyserTM Automated CE System". Ce type d'analyseur de fragments
utilise I'électrophorese capillaire parallele automatisée pour la séparation des bandes des
produits PCR (Annexe 7 et 8).

(7)  Geénotypage par PCR Allele Spécifique (KASP :

Kompetitive Allele Specific PCR)
Pour la détection de la présence ou ’absence des SNPs dans les accessions, on a exploité la
technique PCR allele spécifiques (KASP) (Figure 13). La technologie KASP a été développée
pour détecter, développer, et valider les alleles les plus pertinents, est adapté surtout au
génotypage de quelques marqueurs SNP sur un grand nombre de génes. Le principe de cette
technique est basé sur la réaction PCR avec une amorce spécifique de chaque allele et une
commune aux deux alleles. Toutes les amorces sont attribuées par une fluorescence différente
a chaque allele. Le profil du génotypage (Produit PCR) se fait par la lecture de la fluorescence

sur un appareil de PCR quantitative (Exemple : Annexe 9).
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Figure 13: Génotypage par le test KASP. Les accessions colorées en bleu ont l'allele de type 1 ; les
accessions colorées en rouge ont l'alléle de type 1 ; les points verts et mauves représentent les alléles
hétérozygotes (alléles 1et 2) des témoins ; les points noirs représentent le NTC (contréle non modeéle) ;
les points jaunes représentent les puits vides.

) Genotypage des STS :

Pour I'amplification par PCR, le mélange réactionnel de PCR a été réalisé dans un volume total
de 10 pl : 4 pul d'ADN génomique (46 ng / pl), 0,05 pl d'eau distillée, 2 pul 5X Green Go-Taq,
0,6 ul de MgClI2 (25 mM), 0,8 ul Mélange de DNTP (2,5 mM), 2,5 pl d'amorces F + R (0,1
p1M), 0,05 pl de Go-Tag (ADN polymérase 5U / pl) (Dreisigarcker et al., 2016). Toutes les

étapes de la préparation de la réaction ont été préparées sur la glace.

Programme PCR, la d'amplification standard utilisé dans ce travail a été réalisé en trois étapes
: dénaturation de I'ADN et activation de la Taq polymérase : un cycle 94 °C pendant une minute
; Extension des deux brins dénaturés : 30 cycles de 94 °C pendant 1 minute, 50-68 °C pendant
2 minutes et 72 °C pendant 2 minutes ; et Terminaison : un cycle a 72 °C pendant 5 minutes.
Chague marqueur STS a un programme d'amplification spécifique (Annexe 3). Les produits de

PCR ont été séparés sur un gel d'agarose de 2-3% (Exemple : Annexe 4, 5,6, 7 et 8).

)i Génotypage des SNPs :

Le génotypage des SNP a été réalisé selon les tests KASP (LGC Genomics, LCC, Beverly, MA,
USA) en suivant les directives standard décrites dans les protocoles de laboratoire du CIMMYT
(Dreisigarcker et al., 2016). Le mélange réactionnel de PCR a été réalisé dans un volume total
de 10 pl : 4 pl de 'ADN génomique (46 ng / ul), 2,43 pl d'eau distillée, 2,5 ul de mélange
réactionnel 2 x KASP et 0,07 ul de mélange d'essai.
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Le cycle de PCR a été réalisé comme suit : un cycle a 94 °C pendant 15 minutes, 20 cycles a
94 °C pendant 10 secondes, 57 °C pendant 5 secondes et 72 °C pendant 10 secondes ; 18 cycles
94 °C pendant 10 secondes, 57 °C pendant 20 secondes et 72 °C pendant 40 secondes (selon
les amorces SNP) (Annexe 3). Le génotypage du produit PCR se fait par lecture de la
fluorescence (PHERAstar FSX, BMG Labtech) a 25 ° C (Exemple : Annexe 9).

4. Analyses des données statistiques

L’analyse descriptive et I’analyse en composante principales ont été effectués a 1’aide du
logiciel de "IBM SPSS statistics 22.0 windows" (IBM SPSS inc, chicago, IL, USA).
L'association marqueur-trait a été déterminée a ’aide du test Kruskal-Wallis moyennant le
logiciel "R package" permettant I’estimation de la valeur-p (Kruskal et Wallis, 1952 ; Version
2.12.1; www.r-project.org), ou les marqueurs ont éte notés 1 pour la présence ou 0 pour

I'absence d'une hande.
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I1l. RESULTATSET DISCUSSION
A. Estimation de la variabilité agro-morphologique d’une collection de blé dur
1. Résultats et présentation

a) Diversité des traits agro-morphologiques entre les accessions

Les données statistiques de base (moyenne, minimum, maximum, erreur standard et coefficient
de variation) pour toutes les caractéristiques agro-morphologiques dans les accessions de blé
dur étudiées et les contr6les marocains sont fournies dans le tableau 5. Une variabilité élevée a
été trouvée entre les accessions de blé dur. Le coefficient de variation le plus élevé a été montré
par R (29,3%), suivi par IR (29,1%), BPSF (21,6%) et PMG (18,7%). La valeur la plus faible
a été observée pour NJF (1,2%).

Le nombre de jours a la floraison (NJF) et a la maturité (NJM) des accessions de blé dur ont
respectivement oscillé de 105 a 118 jours et de 108 a 167 jours avec une moyenne de 111,27
jours (NJF) et 139,62 (NJM). Cependant, les valeurs moyennes de NJF et NJM des controles
étaient respectivement de 109,54 jours et 134,02 jours. Le nombre de plants au stade leve
(NPSL) des accessions de blé dur a varie de 10 a 119 plantes avec une moyenne de 66,22
plantes, tandis que les biomasses de la plante unique au stade de floraison (BPSF) ont varié
entre 25,37 et 172,219 avec une moyenne de 73,11 g. Les valeurs moyennes de NPSL et BPSF
pour les contrdles ont été de 64,69 plantes et 61,86 g, la hauteur de la plante (HP), la longueur
du pédoncule (LP) et la biomasse totale (BIO) des accessions ont montré des grandes variations
avec des moyennes de 130 cm, 36,81 cm et 2,46 kg, respectivement, supérieures aux valeurs

moyennes de HP, LP et BIO pour les contréles.

Pour les caracteres liés au rendement, les accessions de blé dur ont montré des valeurs
moyennes relativement faibles pour le nombre d’épis (477,71 épis), le poids de mille grains
(43,16 g), le rendement en grains (0,58 kg) et I’indice de récolte (0,24) par rapport aux contréles
(Tableau 5).

Par ailleurs, I'analyse de la variance a révélé l'existence de différences significatives entre les
accessions de blé dur pour tous les caractéres a lI'exception de NJM, PMG et IR, l'interaction
contrbles-variétés, entrées et variétés ont été les principales sources de la variation (Tableau 6).
Des differences significatives ont également été observées entre les accessions de blé dur et les

contrbles marocains pour tous les caractéres sauf NPSL. Les résultats actuels indiquent
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I'existence d'une grande variabilité entre les accessions de blé dur étudiées pour presque tous

les caractéres mesurés.

Tableau 5: Analyse descriptive pour les traits agro-morphologiques.

traits 280 accessions 3 Controéles Moyenne CV %

totale

Etendue M=ES M+ES M+ES
NJF 105 118 111,2740,17  109,54+0,20  111,04+0,15 1,2
NJM 108 167 139,62+0,35 134,02+0,74  138,89+0,33 3,6
NPSL 10 119 66,22+1,07 64,69+1,62 66,02+0,95 15,3
BPSF 25,37 172,21 73,11+1,50 61,86+2,39 71,64+1,36 21,6
HP 0,85 1,8 1,3+0,01 1,10+0,02 1,27+0,01 8,6
LP 18,3 61,3 36,81+0,42 34,81+0,89 36,55+0,39 15
SPAD 19,8 63,9 46,87+0,47 54,29+0,71 47,84+0,44 9,9
BIO 0,8 5,49 2,46+0,03 2,31+0,07 2,44+0,03 18
NEP 194 984 477,71+£7,22 524,47+14,20 483,8116,6 13,8
PMG 19 73 43,16+0,59 48,33+1,32 43,84+0,55 18,7
R 0,13 1,66 0,58+0,01 0,81+0,02 0,61+0,01 29,3
IR 5 58 24+0,00 360,01 25+0,00 29,1

*M : moyenne ; ES : Erreur Standard ; CV : coefficient de la variation (%) ; SD : standard de déviation.
b) Estimation des parametres génétiques :

Les variances génotypiques, les variances phenotypiques, I'héritabilité, le coefficient de
variation genotypique (CVG), le coefficient de la variation phénotypique (CVP), le progrés

génétique (AG) pour I'ensemble des 12 caractéres ont été estimes et présenté dans le tableau 7.

Dans la présente étude, les variances phénotypiques (VP) et génotypiques (VG) les plus élevées
ont été observées pour NEP et BPSF tandis que les VP et VG les plus faibles ont été enregistrés
pour IR et R. Le coefficient de la variation phénotypique (CVP) a varié de 2,57% (NJF) a
40,04% (R), alors que le coefficient de variation génotypique (CVG) a varié entre 2,28% (NJF)
et 27,69% (BPSF). Des valeurs modeérées de CVP ont €té notées pour LP (19,61%), (17,61%)
et SPAD (16,69%), tandis que BIO, HP, SPAD et PMG (13,10%) ont montré une valeur
relativement modeérée de CVG (Tableau 7). Les estimations de I'héritabilité au sens large (H?)
ont varié de 0,29 a 0,78 pour NJM et NJF, respectivement. Des valeurs d'héritabilité
modérément élevées ont été obtenues pour HP, NPSL, NEP, SPAD et BPSF. Concernant le
progres génétique, la valeur la plus élevée a été observée pour le NSP et la valeur la plus faible

du progres génétique a été révélée pour IR (Tableau 7).
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Tableau 6: Sources de la variation pour les 280 accessions de blé dur.

SV df NJF NJM NPSL BPSF HP LP SPAD BIO NEP PMG R IR

Bloc 13 1,723 24,08 128,74 187,9 551,0*** 45315 20,57 0,4161* 16000** 61,44 0,04005 0,00535
Entrées 282 7,6705*** 35,981 291,22** 512,27*  462,59*** 48,074  60,850**  0,32591 11977** 89,9 0,04684 0,008171
Controles 2 1,024 2,95 121,88 592,8 403,5 7,797 13,46 0,02712 11630 245,17*  0,01348 0,00643
Variétées 279 8,164*** 35,17 322,86*** 633,9**  500,1***  51,388* 63,78** 0,39421* 14614*** 100,23 0,05967*  0,00813
C\I;J;rtiréﬁtéis 108,975*** 1147,27*** 86 4626,1*** 13311,9*** 146,627* 2010,73*** 0,80586 79861*** 974,48*** 1,95385*** 0,50929***
Erreur 1,767 24,85 101,52 240,4 121 29,62 22,29 0,19323 4463 67,24 0.03277 0.00561

LD, libre degré, degré de signification : 0 “***’ 0.001 “**’ 0.01 “** 0.05 *.” 0.1 * 1.

Tableau 7: Avance génétique, héritabilité (sens large), coefficient de variabilité génotypique et phénotypique pour douze caractéres agro-morphologiques.

Traits Carrées  Erreur VG VP Moyen CVP CVG H2 AG %
Moyens Total % %
NJF 8,164 1,767 6,397 8,164 111,04 257 2,28 0,78 4,61
NJM 35,17 24,85 10,32 35,17 138,89 427 231 0,29 3,58
NPSL 322,86 101,52 221,34 322,86 66,02 27,22 22,53 0,69 25,38
BPSF 633,9 240,4 393,5 633,9 71,64 3514 27,69 0,62 32,20
HP 0,05001 0,0121 0,03791 0,05001 1,27 17,61 15,33 0,76 0,35
LP 51,388 29,62 21,768 51,388 36,55 19,61 12,77 0,42 6,26
SPAD 63,78 22,29 41,49 63,78 47,84 16,69 13,46 0,65 10,70
BIO 0,39421 0,19323 0,20098 0,39421 2,44 25,73 18,37 0,51 0,66
NEP 14614 4463 10151 14614 483,81 24,99 20,82 0,69 172,98
PMG 100,23 67,24 32,99 100,23 43,84 22,84 13,10 0,33 6,79
R 0,05967 0,03277 0,0269 0,05967 0,61 40,04 26,89 0,45 0,23
IR 0,00813 0,00561 0,00252 0,00813 0,25 36,07 20,08 0,31 0,06

VG : Variance Génotypique ; VP : Variance Phénotypique ; CVG : Coefficient de la variabilité génétique (%) ; CVP (%) : Coefficient de la variabilité phénotypique (%) ; H? :

Héritabilité (sens large) ; AG : Progrées ou Avance génétique (%)
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C) Corrélations entre les traits agro-morphologiques :

Le coefficient de corrélation de Pearson a été estimé entre 12 traits morphologiques dans les
accessions de blé dur (Tableau 8). La corrélation la plus élevée (r = 0,78) a été enregistrée entre
IR et R, suivie par NEP et R (r = 0,64).

Le nombre de jours a la floraison (NJF) et le nombre des jours a la maturité (NJM) étaient
corrélés positivement avec les caractéres végétatifs (BPSF et HP) et négativement corrélés avec
les caractéres liés au rendement (NEP, R et IR). Les caracteres végétatifs (HP et LP) ont montré
une corrélation positive significative avec BIO et une association négative avec les caractéres
liés au rendement (R et IR). Le rendement était fortement et positivement corrélé avec BIO,
NEP, PMG et IR.

Tableau 8: Coefficients de corrélations entre les caractéres agro-morphologiques.

Traits NJF NJM NPSL BPSF HP PL SPAD BIO NEP PMG R
NJM 0,29**

NPSL -0,02ns -0,04ns

BPSF 0,24** 0,3** -0,05ns

HP 0,25** 0,39** 0,14* 0,34**

LP 0,07ns 0,13* 0,08* 0,21**  0,5**

SPAD -0,08ns -0,11* -0,18** -0,02ns  -0,32**  -0,09ns

BIO 0,07ns 0,16ns 0,3** 0,16**  0,35**  0,35**  0,04*

NEP -0,16**  -0,26** 0,38**  -0,33** -0,12* 0,02ns 0,09ns 0,4**

PMG 0,01ns -0,02ns -0,14* 0,13* Ons 0,09ns 0,21**  0,19**  -0,02ns

R -0,14**  -0,33** 0,14* -0,24**  -0,24**  0,07ns 0,3** 0,41**  0,64**  0,29**
IR -0,21**  -0,46** -0,03ns  -0,39** -0,48** -0,14** (0,28**  -0,2** 0,42**  0,19**  0,78**

ns, *, ** représente la signification a P> 0,05, P <0,05, P <0,01, respectivement.

d) Analyse en composantes principales et la structure génétique de
la collection :
L'analyse en composantes principales (ACP) a été réalisée sur la base des 12 traits agro
morphologiques étudiés (Figure 14 et Tableau 9). Les cing principales composantes (PC) ont
contribué a 73,5% de la variation entre les accessions de blé dur. Les deux premiéres
composantes principales (PC 1 et PC 2) représentaient plus de 44% de la variation totale. Les
traits, qui ont contribué plus positivement a PC1, étaient NSP, Y et HI. Alors que BIO, LP, HP

et NSP ont contribué plus positivement a PC2.

Le biplot des 280 accessions basé sur les 12 caractéres agro morphologiques a permis de répartir

la collection en trois groupes principaux (Figure 14). Les variétés locales de blé dur marocain
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et les accessions de blé dur d’Amérique du Nord étaient caractérisées par les valeurs moyennes
les plus élevées des traits morphologiques et physiologiques, tandis que les cultivars de blé dur

marocain étaient caractérisés par les valeurs moyennes les plus élevées des traits agronomiques.

Tableau 9: Cing premiers axes de 1’analyse en composantes principales des douze caracteéres agro-
morphologiques.

Traits PC1 PC2 PC3 PC4 PC5
NJF -0.35 0.14 0.21 0.54 0.64
NJM -0.60 0.19 0.15 0.32 -0.05
NPSF 0.12 0.47 -0.57 0.27 -0.12
BPSF -0.57 0.21 0.33 0.03 -0.15
HP -0.60 0.55 -0.12 -0.19 0.13
LP -0.25 0.60 0.01 -0.52 0.13
SPAD 0.26 -0.02 0.61 0.27 -0.43
BIO 0.01 0.84 0.04 0.13 -0.25
NEP 0.65 0.49 -0.26 0.18 -0.03
PMG 0.05 0.27 0.70 -0.21 0.05
R 0.77 0.49 0.22 0.01 0.13
IR 0.84 -0.01 0.19 -0.08 0.32
Valeur propre 3.10 2.28 1.56 0.97 0.88
Poucentage de la variance 25.89 19.08 13.02 8.15 7.358
Pourcentage cumulatif de la variance 25.89 44.97 58.00 66.15 73.50
PCA - Biplot
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Figure 14: Biplot explique 45% de la variation totale pour 280 accessions et 3 témoins de blé dur a ’aide
de 12 traits agro-morphologique.
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2. Discussion des résultats et conclusion

L'objectif d'un programme de sélection végétale est d'améliorer les caractéristiques
agronomiques et économiques de la culture (Chawade et al., 2018 ; Bhargava et Srivastava,
2019). La connaissance de I'étendue de la variation et de la diversité génétiques disponibles
dans le matériel génétique pourrait aider les chercheurs et les sélectionneurs a concevoir des

stratégies de sélection plus efficaces pour les variétés de blé dur.

Dans la présente étude, douze caractéres agro-morphologiques ont été utilisés pour la
caractérisation de 280 accessions de blé dur conservées a la Banque de genes marocaine. La
présence de différences significatives (p <0,05) a tres significatives (p <0,001) et un large
spectre de gammes entre les valeurs moyennes maximale et minimale pour la plupart des
caractéres reflétent I'existence d'une large variabilité morphologique au sein des accessions.
Cette variabilité offre une grande flexibilité pour le développement de variétés bien adaptées a
différentes régions agroécologiques. La variabilité morphologique des accessions pourrait étre
attribuée a la gestion par les agriculteurs des variétés locales. En effet, les agriculteurs
marocains entretiennent et produisent eux-mémes les semences dans des champs ou coexistent
plusieurs cultivars. Cela favorise le flux de génes entre eux, contribuant ainsi a la propagation
de la diversité genétique. De telles observations ont éte rapportées par d’autres recherches dans
le germoplasme du blé dur marocain ( Zarkti et al., 2010a ; Nsarellah et al., 2011; Chentoufi et
al., 2014; Sahri et al., 2014).

D’autre part, les coefficients de variation phénotypiques (CVP) étaient plus élevés que les
coefficients de variation génotypiques (CVG) pour tous les traits agro-morphologiques,
indiquant une influence relativement faible de I'environnement sur ces caractéres (Falconer et
Mackay, 1996). Les estimations du CVP et du CVG rapportées dans cette étude sont plus
élevées pour les caracteres liés au rendement, a savoir BIO, NEP, PMG, R et IR. Cela suggére
que l'impact des facteurs environnementaux sur I'expression de ces caractéres est relativement
faible et que ces caracteres répondent a la sélection. Des résultats similaires ont été obtenus
pour le blé dur par d’autres chercheurs (Maniee et al., 2009 ; Abinasa et al., 2011 ; Wolde et
al., 2016).

Néanmoins, les coefficients de variation sont des indicateurs du niveau de variabilité qui existe
entre les génotypes pour un caractere mais n'indiquent pas la partie héréditaire et non héréditaire
de cette variabilité (Moll et Stuber, 1974). Selon Johnson et al (1955), l'estimation de
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I'héritabilité et du progres génétique est essentielle pour la sélection basée sur I'expression

phénotypique.

Par conséquent, une héritabilité elevée combinée a un progres génétique modére a élevé pourrait
étre efficace pour la sélection basée sur des caractéres morphologiques (Burton, 1952). Dans la
présente étude, une héritabilité élevée ainsi qu'une avance génétique élevée ont été enregistrées
pour NPSL, BPSF, SPAD et NEP. Des résultats similaires ont également été signalés par (
Shankarrao et al., 2010 ; Kumar et al., 2016, 2017; Saleem et al., 2016). Cependant, le
rendement en grains a montré une estimation modérée de I'héritabilité avec une valeur
relativement intermédiaire pour le progres génétique. Tsegaye et al (2010), Abinasa et al
(2011), et Wolde et al (2016) ont également remarqué des valeurs intermédiaires d'héritabilite
au sens large et de progrés génétique pour le rendement en grains du blé dur. Ainsi, la sélection
de genotypes a haut rendement sur la base du rendement en grains ne serait pas aussi efficace

que la sélection de ses composants (Ehdaiel et Waines, 1989).

Dans cette étude, le rendement en grains était positivement corrélé avec BIO, NEP, PMG et IR
mais negativement associe aux traits phénologiques et developpementaux. Ces résultats
impliguent que I'amélioration du rendement en grains pourrait étre obtenue gréace a la sélection
indirecte de ces caracteres. Des observations similaires ont éte signalées par Aghaee et al (2010)
pour le blé dur, Ali (2007), Khan et Hassan (2017) pour le blé tendre, et Singh et al (2014) et
Sehrawat et Khan (2017) pour l'orge.

De plus, une analyse en composantes principales a été réalisee pour étudier la structure des 280
accessions sur la base de douze caracteres agro-morphologiques. Les accessions étudiées ont
été regroupées en trois sous-groupes. Les premier et deuxieme groupe comprennent
respectivement les variétes locales marocaines de blé dur et les cultivars de blé dur d’Amérique
du Nord. Les accessions de ces deux groupes ont été caractérisées par les valeurs moyennes les
plus élevées des caractéres morphologiques, tels que BPSF, LP et HP. Alors que le troisieme
groupe était formé des cultivars marocains de blé dur et des trois contrdles « Marzak»,
«Cariouca» et «Ourgh», caractérisés par les valeurs moyennes les plus élevées des caracteres
agronomiques, tels que NEP, R et IR. Des résultats similaires ont été rapportés par Zarkti et al
(2012) pour les accessions de blé dur marocain, Sourour et al (2010) pour les accessions de blé
dur tunisien, et Hailu et al (2006) et Mengistu et al (2016) pour les accessions de blé dur

éthiopien.

66



RESULTATS ET DISCUSSION

Pour conclure, les résultats de cette étude ont montré une grande variabilité entre les 280
accessions de blé dur pour de nombreux caracteres souhaitables, indiquant le potentiel élevé
des ressources génétiques de blé dur conservées a la banque de génes marocaine pour une

amélioration efficace des cultures.

L'estimation des parametres génétiques a révélé trés peu d'influence des facteurs
environnementaux sur l'expression de caracteres importants qui ont entrainé de faibles

différences entre les coefficients de variation phénotypiques et génotypiques.

De plus, une grande héritabilité au sens large couplée a un gain génétique attendu élevé a été
observée pour plusieurs caractéres. De plus, l'analyse de l'association des traits indique que le
rendement en grains est fortement et positivement corrélé avec ses composants. Une

amélioration par sélection directe ou indirecte est donc possible pour ces caracteres.

B. Estimation de la diversité phénotypique a I’aide des descripteurs qualitatifs et
quantitatifs
1. Reésultats et présentation

a) Distribution des fréquences phénotypiques

La caractérisation phénotypique de 108 accessions de blé dur a éte faite sur la base de treize
descripteurs (onze qualitatifs et deux quantitatifs) repris dans le tableau 11. Les résultats de

cette caractérisation sont presentés dans le tableau 10.

La distribution des fréquences phénotypiques pour la totalité de la collection et pour les trois
sous-collections a devoilé la présence d'une forte variabilité génétique entre les accessions

considérées (Tableau 10).

Dans la présente recherche, pour la totalité de la collection, 62,37% des accessions ont eu une
date médiane du stade épiaison. Les cultivars du Maroc et de I'Amérique du Nord ont été
marqués dans I’ensemble par une date médiane, alors que les variétés locales marocaines ont

fréquemment été des lignées tardives au stade épiaison.

Les plantes a moyennes et hautes hauteurs ont été les classes les plus fréquentes dans cette
collection avec un pourcentage de 43,43% et 36,68% des accessions, respectivement. Pour les
accessions marocaines, 80% des cultivars ont été caractérisés par une hauteur moyenne, tandis
que 64,29% des variétés locales ont été trés hautes. Les cultivars nord-américains ont été

marqué par deux classes de la hauteur de la plante, avec des pourcentage égales (32,43%), des
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Tableau 10: Classes des trais qualitatifs et leurs pourcentages

Pourcentages Cultivars Variétes Cultivars
Traits Class moyens Np_r d'. Localgs Maroccains
%) Américains  Marocaines %)
(%) (%)
Date d’épiaison Précoce 1,8 5,41 0 0
Médiane 62,37 56,76 30,36 100
Tardive 35,83 37,84 69,64 0
Hauteur de la plante Trés courte 0 0 0 0
Courte 8,4 21,62 3,57 0
moyenne 43,43 32,43 17,86 80
Longue 11,49 13,51 14,29 6,67
Trés longue 36,68 32,43 64,29 13,33
Densité d’épi Lache 5,39 10,81 5,36 0
Moyenne 36,5 37,84 25 46,67
Dense 58,11 51,35 69,64 53,33
Couleur d’épi Blanc 34,72 37,84 19,64 46,67
Brun clair 40,83 37,84 44,64 40
Brun foncé 24,46 24,32 35,71 13,33
Glaucescence d’épi Wax 44,62 51,35 62,5 20
Non-wax 55,38 48,65 37,5 80
Forme d’épi Effillée 54,07 48,65 53,57 60
Parallele 27,04 5,41 35,71 40
Oblong 0 0 0 0
Fusiforme 18,89 45,95 10,71 0
Forme du col de 1’épi Droite 53,07 51,35 67,86 40
Moyenne/Medium 36,04 35,14 19,64 53,33
Courbée (sinueux) 10,89 13,51 12,5 6,67
Forme de la barbe Droite 68,4 67,57 64,29 73,33
Moyenne/Medium 28,31 24,32 33,93 26,67
Courbée 3,3 8,11 1,79 0
Couleur de la barbe Blanche 4,02 5,41 0 6,67
Brune claire 42 .37 56,76 30,36 40
Brune foncé 14,58 13,51 3,57 26,67
Noire 39,02 24,32 66,07 26,67
Altitude de la barbe Appressée 75,53 70,27 69,64 86,67
Moyen/Medium 24,47 29,73 30,36 13,33
Expandue 0 0 0 0
Pilosité de la Glume Glabre 19,9 40,54 12,5 6,67
Moyenne/Medium 41,7 29,73 55,36 40
Pubescente 38,4 29,73 32,14 53,33
Couleur du grain Blanche 37,21 21,62 50 40
Ambre 56,81 67,57 42,86 60
Rouge 5,98 10,81 7,14 0
Forme du grain Rounde 0 0 0 0
Ovate 0,6 0 1,79 0
Oblong 91,62 83,78 91,07 100
Ellipticale 7,79 16,22 7,14 0
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-plantes @ moyennes et trés hautes hauteurs.

Pour la densité de 1’épi, la majorité des lignées de la collection ont été caractérisées par des épis
trés denses (58%), ou moyennement denses (36,5%). Ou 51,35% des cultivars nord-américains
et 69,64% des variétés locales ont présenté un épi dense, or la plupart des cultivars du Maroc

ont montré un épi de densité moyenne (46,67%) ou dense (53,33%).

Dans le cas de la couleur d’épi, 40,83% des accessions de cette collection ont eu la couleur
"Brun clair" et 34,72% avec la couleur "blanc". Les classes d'épis "blanc" et "brun clair" ont été
plus fréquentes chez les cultivars marocains et les cultivars nord-américaines, tandis que les
classes "brun clair" et "brun foncé" ont €té les couleurs les plus dominantes dans les variétés

locales marocaines.

Concernant la glaucescence d’épi, la classe a épi cireux et non-Cireux ont eu a peu pres le méme
pourcentage de presence au sein de cette collection, la méme distribution a aussi été observee
chez les accessions nord-américaines. De plus, 62,5% des races locales ont eu des épis cireuses

et 80% des cultivars marocains ont été distingués par des épis non-cireuses.

Pour le classement de la dominance de la forme d’épi, la forme effilée a été la classe la plus
fréquente dans cette étude, suivie par la forme paralléle, puis la forme effilée. Pour les épis des
accessions ameéricaines, les formes “effilée™ et "fusiforme™ ont été présentes avec,
approximativement, la méme fréquence. Dans le cas des accessions marocains, cultivars et

races locales, les formes "effilée"” et "parallele™” ont été les classes les plus dominantes.

Pour la forme du col d'épi, les cultivars de 'Amérique du Nord et les variétés locales ont en
grande partie été caractérisés par la sorte droite, or les cultivars marocains ont en majorité
distinguées par la forme courbée. Néanmoins, la forme droite a été la classe la plus abondante

dans la collection.

En outre, la plupart des accessions de cette collection ont eu une barbe a forme droite avec une
attitude appressées. Pour la couleur de la barbe, les classes les plus répandues dans cette
collection ont été les couleurs "marron clair” et "noir”. La barbe a couleur "Marron clair” a été
prédominante dans les cultivars américains et marocains, mais dans les variétés locales, la

couleur noire qui a été dominante.

En ce qui concerne la distribution de la pilosité de la glume, la collection a montré les trois
classes de pilosités, avec des pourcentages différents et décroissants. Les glumes glabres ont

éteé la classe la plus abondante dans les cultivars d’ Amérique du Nord, Tandis que la plupart
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des cultivars marocains ont été avec des glumes "poilue™ ou "moyenne". Les variétés locales

ont eu la méme distribution de cette collection du point de vue de ce trait.

Pour les deux caractéristiques du grain, la couleur la plus répandue a été la classe "ambre",
suivie par des grains de couleur blanche, tandis que la couleur rouge était peu fréquente. Pour
les accessions américaines et les cultivars marocains, la couleur d'orée du grain a été la classe
la plus commune. Alors que les grains de couleur blanche et ambre ont été les classes les plus
fréquentes pour les variétés locales. De plus, la forme oblongue a été la plus dominante dans
ces grains étudiés.

b) Estimation de la diversité génétique : Indice de Shannon Weaver

L’indice de Shannon Weaver est employ¢€ pour estimer la diversité génétique existée entre les
accessions de blé dur de la présente collection. L’évaluation des indices de diversité génétiques

pour toutes les caractéristiques phénotypiques considérés est présentée dans le tableau 11.

Une grande diversité génétique a été observée dans cette collection. Les valeurs les plus hautes
de H' ont été mises en évidence chez les cultivars américains et chez les varietés locales
(Tableau 11), ainsi que ces H' ont éte supérieur a 0,50 pour tous les caracteres sauf la forme du
grain.

Tableau 11: Evaluation de la diversité génétique (H) pour toutes les accessions et pour chaque sous-
collection.

Valeurs H' Valeurs H' Valeurs H' H' Value

Pour Pour Pour For

Tous Cultivars Variétés Locales Cultivars
Traits Accessions Nord-Ameéricains Marocaines Maroccains
Date d’épiaison 0,44 0,77 0,56 0
Hauteur de la plante 0,61 0,83 0,61 0,39
Densité d’épi 0,73 0,87 0,69 0,63
Couleur d’épi 0,95 0,98 0,95 0,9
Cirosité d’épi 0,89 0,99 0,95 0,72
Forme d’épi 0,60 0,62 0,68 0,49
Forme de la barbe 0,64 0,74 0,66 0,53
Forme du col d’épi 0,82 0,89 0,77 0,8
Couleur de la barbe 0,75 0,79 0,54 0,9
Attitude de la barbe 0,49 0,55 0,56 0,36
Pubescence de la glume 0,89 0,99 0,87 0,8
Couleur du grain 0,73 0,76 0,82 0,61
Forme du grain 0,19 0,32 0,25 0
Moyenne 0,67 0,77 0,68 0,55
+ES 0,2 0,19 0,19 0,3

Dans cette étude, pour toutes les accessions, les indices de H' des treize caractéres étudiés sont

compris entre 0,19 pour la forme du grain et 0,95 pour la couleur d’épi, avec une moyenne de
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0,67 (ES £0,2). En plus, la majorité des caractéristiques phénotypiques ont été caractérises par
des indices de diversité élevés (H ™ 0,5), sauf la date d’épiaison, 1'attitude de la barbe et de la
forme du grain (H' <0,5).

En outre, pour les cultivars nord-américains, l'indice moyen H' a été de 0,77 (ES % 0,19), les
valeurs limites sont comprises entre 0,99 pour la glaucescence d’épi et la pubescence de la
glume et 0,32 pour la forme du grain (Tableau 11). Les valeurs de l'indice H' pour les variétés
locales ont été varié entre 0,25 pour la forme du grain et 0,95 pour la couleur et la glaucescence
d’épi, avec une moyenne de 0,68 (SE £ 0,19). Dans le cas des cultivars Marocains, la valeur la
plus élevée de H’ a été enregistrée par la couleur d’épi et la couleur du grain (0,9), la valeur la

plus faible a été observée chez la date d’épiaison et la forme du grain.

C) Estimation de la diversité génique : Indices de diversité génique
de Nei’s
Les paramétres utilisés pour ’estimation de la diversité génique dans cette étude étaient la
diversité génique totale (Ht), la diversité génique au sein de la population (Hs), et le coefficient
de diversité genique (Gs). Les resultats de ces indices sont fournis dans le tableau 12.

Tableau 12: Valeurs de la diversité génique totale (Ht), de la diversité génique au sein de la population
(Hs), et le coefficient de diversité génique (Gs).

Traits Hs Ht Gst

Date d’épiaison 0,3182 0,4823 0,3402
Hauteur de la plante 0,5319 0,6566 0,1899
Densité d’épi 0,5096 0,5262 0,0315
Couleur d’épi 0,6312 0,6530 0,0334
Cirosité d’épi 0,4295 0,4942 0,1310
Forme d’épi 0,5344 0,5988 0,1075
Forme de la barbe 0,4467 0,4510 0,0095
Forme du col d’épi 0,5437 0,5766 0,0571
Couleur de la barbe 0,5870 0,6453 0,0904
Attitude de la barbe 0,3573 0,3697 0,0336
Pubescence de la glume 0,5949 0,6391 0,0692
Couleur du grain 0,5088 0,5353 0,0495
Frome du grain 0,1456 0,1545 0,0574
Moyenne 0.47 0.52 0.09

+SE 0.13 0.14 0.09

(*) Hs : diversité génique intra-population ; Ht : diversité génique totale ; Gst : coefficient de différenciation des

génes ; SE : erreur standard.
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Les valeurs de la diversité génique totale (Ht) ont varie entre 0,1545 pour la forme des grains
et 0,6566 pour la hauteur des plantes, avec une moyenne de 0,52 (SE + 0,13). La diversité
génique au sein de la population (Hs) a eu une moyenne de 0,47 (SE + 0,13), la valeur la plus
élevée de Hs a été enregistré par la couleur de I'épi (0,6312), la valeur la plus petite a été révélée
chez la forme du grain (0,1456). Pour le coefficient de diversité génique (Gst), les valeurs ont
oscillé entre 0,3402 pour la date d’épiaison et 0,0095 pour la forme de la barbe. Ce coefficient
a contribué a la diversité totale par une moyenne de 0,09 (SE £ 0,09) (Tableau 12).

d) Analyse de correspondances multiples

L’analyse des correspondances multiples (ACM) a été utilisée pour étudier la distribution et la
structure de la collection a travers les traits analysés, ainsi que d’évaluer la variabilité génétique
totale. La figure 15 présente la distribution des accessions de la collection et la variabilité
génétique totale, y compris trois contrdles "Marzak", "Cariouca” et "Ourgh", en utilisant les

treize traits étudiés.

Dans la présente étude, I’ACM représentait 19,31% de la variation totale, ou le premier axe
(Dim 1) exprimait 11,05% de la variation totale contre 8,26% pour le deuxieme axe (Dim 2)
(Figure 15).
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Figure 15: Distribution de 108 accessions de blé dur, au moyen d'une analyse de correspondances
multiples et de treize caractéres.

De plus, selon la figure 15, I'axe 1 a distribué les 108 accessions en deux grands groupes, le
premier groupe a englobé les cultivars nord-américains, tandis que le second groupe a ragroupé

les accessions d’origine marocaine : varietés locales et cultivars. En revanche, I'axe 2 a séparé
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les cultivars de variétés locales, les cultivars témoins "Marzak", "Cariouca™ et "Ourgh" ont été

isolés dans le groupe des cultivars marocains.

2. Discussion des résultats et conclusion

Les descripteurs phénotypiques sont des outils efficaces pour estimer la diversité génétique du
blé et de bonnes alternatives aux marqueurs moléculaires (Al Khanjari et al., 2008 ; Hailu et
al., 2010). L'analyse de la diversité phénotypique est une approche préliminaire et fondamentale
pour les programmes de sélection, car elle permet aux sélectionneurs, d'une part, de connaitre
I'importance de la variabilité génétique entre les génotypes et d'autres données supplémentaires
concernant la description morphologique du matériel végétal étudié (Frankel et al., 1995),
d'autre part, d'exploiter la variabilité génétique disponible pour améliorer le rendement et la

qualité en cas de déficit.

En effet, le Maroc est un gros consommateur de blé avec une consommation moyenne de 220
kg / habitant / an, dont la plus grande quantité est importée, de méme que les importations de
blé tendre et de blé dur coltent au Maroc une somme importante en devises chaque année.
Cependant, malgré le grand effort des programmes de sélection marocains pour réduire la
dépendance des importations de blé pour répondre a ses besoins de consommation, le pays est
pourtant classé parmi les six premiers pays importateurs de blé dur au monde (IGC, 2017), et
les principaux exportateurs sont les états unis et le Canada car leur blé dur répond aux normes
des industries de transformation modernes du pays. A cet fin, le travail de recherche de la
présente étude est orienté dans ce sens, il s'agit en effet de caractériser et d'évaluer la diversité
phénotypique présente dans une collection de variétés locales et de cultivars de blé dur
maintenues ex-situ dans la banque de génes nationale afin de contribuer a la caractérisation et
I'évaluation des ressources génétiques dont les programmes de sélection ont besoin pour
développer de nouvelles variétés répondant aux exigences de la situation actuelle du pays. Les
accessions étudiées ici étaient composées des variétés locales et des cultivars du Maroc, en tant
que source de génes locaux, et des cultivars des Etats-Unis et du Canada, en tant que source de
genes contrélant le rendement et la qualité acceptés par I'industrie marocaine de transformation

moderne du blé.

Dans I'ensemble, sur la base de la distribution des fréquences, une forte diversité phénotypique
a été observée entre ces accessions de blé dur stockées. Ce résultat est en accord avec ceux de
Zarkti et al (2010a, b, 2012) et Chegdali et al (2020) en termes de diversité agro-
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morphologique, moléculaire et biochimique sur les accessions d'une méme banque de génes.
Cela implique I'importance de la diversité des ressources phyto-génétiques conserveées et le role
qui peut jouer ces ressources dans la réussite des programmes locaux de sélection chargés de
développer de nouvelles variétés de haut rendement et de bonne qualité répondant aux attentes

des consommateurs locaux.

De méme, sur la base de la répartition des pourcentages, la date d’épiaison pour la collection a
été affectée par I’effet de la précocité moyenne des cultivars marocains et par la date tardive
des variétés locales. Ce résultat est en accord avec celui trouvé par Nassif et Mahdi (2002) et
par Taghouti et al (2017).

Dans le cas de la classification de la hauteur de la plante, les accessions & hauteur moyenne ont
été plus communes pour les cultivars marocains et les accessions de hautes hauteurs ont été
plus fréquentes dans les variétés locales. La méme conclusion a été notée par Taghouti et al
(2017), qui ont constaté que la hauteur de la plante diminue des cultivars anciens aux cultivars
modernes. Ceci pourrait étre expliqué par I’effet de la sélection. D'autre part, les cultivars nord-

américains ont eté caractérisé par la presence de plantes moyennes a hautes.

Concernant les descripteurs qualitatifs de 1’épi, la densité, la couleur, la forme et la
glaucescence ont énormément contribué a la forte diversité trouvee entre ces ressources
étudiées.

La densité d’épi est considérée comme un caractére de sélection important pour les programmes
d'amélioration des plantes (Evans, 1981), et un trait discriminant dans I'analyse de la diversité
(Pecetti et al., 1992). Dans la présente étude, la plupart des accessions ont été marquées par des
épis de densité moyenne a dense. Ce resultat découle de I'effet de sélection effectué par les
paysans traditionnels ou les sélectionneurs lors de la domestication et de I'amélioration. Ce
résultat peut étre intéressant pour les programmes d’amélioration visant & créer de nouvelles

variétés prometteuses.

Les épis des cultivars ont tous été distingué par une couleur "blanc” ou "marron clair”, les épis
des races locales ont été caractérisées par une couleur "brun clair" et "brun foncé". Pour la
forme d’épi, la forme effilée a été la classe la plus fréquente dans les races locales et les cultivars
marocains. Des résultats similaires ont été trouvés dans études menées en en Afrique du Nord
(Zarkti et al., 2012 ; Othmani et al., 2015) . Les cultivars nord-américains ont présenté

I’abondance de la classe "effilée" et "fusiforme". Ces deux formes ont également été
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enregistrées pour un nombre important de variétés cultivées aux Etats-Unis (Clark et Bayles,
1939).

Dans le cas de la couleur de la barbe, les variétés locales ont été caractérisées, en général, par
une couleur noire. Ce résultat est en concordance avec celui de Sahri et al (2014). Ce type de
barbe se rencontre habituellement chez les variétés de blé qui se cultivent sur les montagnes de
I’ Atlas. De plus, Jain et al (1975) ont confirmé que la barbe noire prédominait dans le sud-ouest
de I'Europe et en Afrique du Nord, tandis que la couleur non-noire était largement présente dans
les autres origines. La plupart des cultivars, marocains et nord-américains, ont été distinguees

par la couleur "marron clair”.

Selon Mcintosh (1988), la pilosité de la glume est un trait dominant héréditaire monogénique.
Ceci le rend un descripteur important pour la sélection. Dans la présente investigation, ce
descripteur a été tres-varié pour la collection, notamment chez les variétés locales. En effet,
certaines accessions ont été caractérisées avec une légere dominance par des glumes poilues,
d'autres ont eu des glumes non-poilues, les glumes glabres ont été trés rares. Ce resultat
contraste avec des études antérieures, certaines ont rapporté la dominance de la glume poilue
(Eticha et al., 2005 ; Al Khanjari et al., 2008 ; Bekele, 2008), alors que d'autres ont trouvé la
dominance des glumes glabres (Bechere et al., 1996; Hailu et al., 2010; Mengistu et al., 2015).

Quant a la couleur du grain, le grain d'ambre était la sorte la plus courante entre les cultivars
nord-americains et marocains, tandis que les variétés locales étaient marquées, a la fois, par des
grains blancs ou ambrés. Ce résultat est en accord avec (Reoprt Crop Quality, 2019), qui ont
reporté que le blé dur est en grande partie de couleur ambre. Mais il s’oppose avec le résultat
de Mengistu et al (2015), qui ont signalé que la couleur ambre est trés rare. La majorité des
grains étudiés dans cette collection étaient de forme oblongue. Cela implique que ce trait
qualitatif est monomorphe, ceci est probablement due a la pression de sélection appliquée, de
sorte que leur utilisation dans la sélection ne serait pas utile pour la présente étude. Cette
constations a également été confirmée par Hailu et al (2010), qui ont signalé que le
monomorphisme des accessions et le rétrécissement de la diversité génétique pourraient
probablement étre dus a l'effet de I'intervention humaine. De plus, Bayles et Clarck (1949) ont

signalé que la forme du grain n'avait pas une grande importance dans la classification.

L'estimation de I'étendue de la diversité génétique sur la base de l'indice de Shannon Weaver
(H") a été faite dans plusieurs études antérieures (Al Khanjari et al., 2008 ; Hailu et al., 2010;
Sahri et al., 2014 ; Mengistu et al., 2015 ; Bouhaouel et al., 2019). Notre étude a également
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adopté cet indice pour évaluer la diversité phénotypique entre les génotypes. Et, ce dernier a
révélé un indice de diversité moyen de 0,66, impliquant une diversité phénotypique

relativement élevée.

De méme, les variétés locales ont démontré un indice de diversité moyen de 0,68, qui a été
supérieur a celui trouvé par Jaradat (1992), Sahri et al (2014), et Belhadj et al (2015), mais
inférieur a celui observé dans les études de Jain et al (1975), Sourour et al (2010), Chentoufi et
al (2014), Mengistu et al (2015), et Amallah et al (2015). Ceci explique la forte diversité
génétique qui y existe entre les variétés locales de blé dur maintenue dans la conservation ex-
situ. Des résultats similaires ont été observés dans des collections de blé dur d’origines
marocaines (Zarkti et al., 2012 ; Chentoufi et al., 2014 ; Sahri et al., 2014a et b ; Amallah et
al., 2015). Selon Ramdani et al (2014) et Taghouti et al (2017), cette fore diversité génétique
en blé dur est due a la diversité du climat du Maroc et des terres ou se cultivent ces génotypes.

Ce reésultat confirme egalement que le Maroc est un centre diversité pour le blé dur.

Pour les cultivars d’Amérique du Nord (Canada et USA), selon l'indice H’ obtenu, une grande
diversité génétique a été révélée. Cette forte différence entre ces génotypes provient de la
différence des origines des cultivars en termes de pays et de provinces, c'est-a-dire la différence
de position géographique de l'origine de ces cultivars et du site de culture. Ce résultat est en
accord avec ceux obtenus par Mengistu et al (2015) et Bechere et al (1996), qui ont conclu que
la diversité phénotypique varie en fonction de l'altitude et de l'origine ou ces génotypes sont

cultivés.

Concernant I’estimation de la diversité génique, les paramétres Ht et Hs ont dévoilé une
diversité significative en genes, similaire a celle observée par Hailu et al (2010). D’autre part,
la contribution du coefficient Gst a la diversité génique totale était modérée. Ce taux de

contribution était significatif par rapport a celui trouvé par Hailu et al (2010).

L'analyse des correspondances multiples explique 19,31% de la variabilité totale. Ce résultat
indique une variation significative entre les accessions de la collection et la possibilité de
sélection. Aussi, cette analyse nous a permis de distinguer les cultivars nord-américains des
génotypes marocains du point de vue des caracteéristiques phénotypiques étudiées. Ce résultat a
également été observé dans I'étude de Jain et al (1975), qui a démontré une distance génétique
considérable, dans une collection mondiale de blé dur, entre les génotypes d’Amérique du Nord

et du Maroc. Pour le cas de la structure de distribution des variétés locales et des cultivars

76



RESULTATS ET DISCUSSION

marocains, Chentoufi et al (2014) ont observe la méme distribution dans une collection

composée de variétés traditionnelles et modernes de blé dur.

Pour conclure, les résultats de ce chapitre ont montré une diversité phénotypique importante
entre les accessions. L’estimation de la diversité a l'aide de l'indice de diversité moyen H' a
révélé des indices tres élevé pour tous les traits qualitatifs étudiés, sauf la forme du grain. Pour
les sélectionneurs, la sélection sur la base de ces caractéristiques phénotypiques pourrait étre
considérée intéressante. De plus, selon l'indice de diversité moyen H', les données ont montré
que les cultivars nord-américains et les variétés locales ont été plus divers que les cultivars
marocains, indiquant I’importance de la diversité phénotypiques de ces accessions. Par ailleurs,
I'analyse des correspondances multiples a également révélé une variation totale significative, a
séparé les entrées nord-américaines des accessions marocaines, tout en isolant, également, les

cultivars marocains des variétés locales.

C. Evaluation de la diversite des sous-unites de la gluténine
1. Reésultats et présentation

a) Variabilité pour des sous uniteés de gluténine de haut poids
moléculaire (HMW-Gs)
La détermination des alleles HMW-Gs a l'aide de SDS-PAGE a été effectuée pour tous les
génotypes de la collection (variétés locales marocaines et cultivars du Maroc et d’Amérique du
Nord). Le tableau 13 montre les fréquences de chaque alléle pour tous les génotypes de la
collection et pour les trois groupes des accessions. Sur la figure 16, il est montré le HMW-GS

des accessions représentatives de la variabilité trouvée pour chaque sous-collection.

Pour Glu-Al, deux alleles ont été detectés dans la collection : I'allele nul (Glu-Alc), qui a été
présenté dans la grande majorité des matériaux analysés, et l'allele Glu-Ala (sous-unité 1), qui

n'a été présent que dans la variété locale avec un nom inconnu (MGB-16563).

D’autre part, le locus Glu-B1 a montré un plus grand niveau de polymorphisme et sept alléles
différents ont été détectés. Dans le groupe des variétés locales, quatre alleles communs ont été
trouvés pour ce locus : Glu-B1b (sous-unités 7+8), Glu-B1d (sous-unités 6+8), Glu-Ble (sous-
unités 20x+20y), Glu-B1f (sous-unités 13+16). En outre, il y avait un grand pourcentage
(38,5%) des accessions dans ce groupe qui ont montré l'allele Glu-Blag (sous-unités 32+33)
(Figure 16-1, pistes L et M), qui est un alléle rare décrit dans les variétés locales de blé dur
algérien par Cherdouh et al (2005). En plus de cela, deux variétés locales (MGB-2963 et MGB-

77



RESULTATS ET DISCUSSION

3152) ont montré un nouvel allele que nous proposons de le nommer Glu-B1co suivant 1’ordre
du catalogue de genes de blé Mclntosh et al (2011) et une publication récente sur le méme sujet
(Alvarez et Guzman, 2019). Ce nouvel alléle est représenté par la nouvelle combinaison de
sous-unités 20+22* (Figure 16-I, piste F). La sous-unité 22* est une sous-unité rare qui a été
décrite par Hernandez-Espinosa et al (2019) et qui montre une mobilité Iégérement inférieure

a celle de la sous-unité 22 decrite dans le cultivar de blé tendre 'Wilbur' (Figure 16-1, piste E).

De plus, dans les cultivars de blé dur marocain, quatre alleles ont été identifiés : Glu-B1b (sous-
unités 7+8), Glu-B1d (sous-unités 6+8), Glu-Ble (sous-unités 20x+20y), Glu-B1f (sous-unités
13+16) et a nouveau le rare Glu-Blaq (sous-unités 32+33), qui dans ce cas a été présent dans
deux cultivars. La plupart des cultivars modernes d’Amérique du Nord ont montré les alléles
Glu-B1b, Glu-B1d et Glu-Ble. Dans ce groupe, une accession (MGB-66023) a montré une
nouvelle sous-unité qui n'a pas été décrite précédemment, qui a été caracterisée par une mobilité
légerement plus élevée que la sous-unité 20x (présente dans le cultivar de blé tendre de
référence 'Shan 229" (Figure 16 -111, pistes D et E). Nous avons provisoirement nommé cette
nouvelle sous-unité 20* et le nouvel alléle Glu-Blcp. En outre, deux accessions (MGB-66071
et MGB-66079) ont montré les sous-unités inattendues 5+10 (Figure 16-111, piste 1), qui sont
codées par le locus Glu-D1 du chromosome 1D du blé tendre. Le reste du profil de la gluténine
de ces deux lignées correspondait au ble dur ainsi qu'a d'autres caracteres qui ont été examinés

tels que la couleur et la dureté des grains, confirmant qu'il s'agit de blé dur et non de blé tendre.

Tableau 13: Fréguence allélique pour chaque locus de HMW-Gs dans les matériaux analysés.

Total Variétés Cultivars Cultivars
HMW-GS locales marocains nord-ameéricains

N (95) % N (52) % N (14) % N (29) %
Glu-Al
a(l) 1 1,1 1 1,9 - - - -
¢ (Null) 94 98,9 51 98,1 14 100 29 100
Glu-B1
b (7+8) 17 17,9 5 13,5 6 42,9 4 13,8
d (6+8) 27 28,4 7 9,6 3 21,4 19 65,5
e (20 +20) 25 26,3 17 32,7 3 21,4 5 17,2
f (13+16) 1 1,1 1 1,9 - - - -
ag (32+33) 22 23,2 20 38,5 2 14,3 - -
co (20+22*) 2 2,1 2 3,8 - - - -
cp (20%) 1 1,1 - - - - 1 3,4
Glu-D1
d (5+10) 2 2,1 - - - - 2 6,9
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Figure 16: Composition de HMW-Gs observée dans une collection de blé dur. I, Variétés locales. Les pistes sont
les suivantes : A, ‘Langdon’ (Glu-B1 6+8); B, MGB-9327 (Glu-B1 6+8); C and K, ‘Pitic’ (Glu-Al 1, Glu-B1 7+8,
Glu-D1 2+12); D, MGB-9404 (Glu-B1 7+8); E, ‘Wilbur’ (Glu-Al 2*, Glu-B1 7+22, Glu-D1 2+12); F, MGB-
2963 (Glu-B1 20+22*) ; G and I, ‘Shan 229’ (Glu-Al 1, Glu-B1 20x+20y, Glu-D1 5+10); H, MGB-3082 (Glu-
B1 20x+20y); J, MGB-16563 (Glu-Al 1, Glu-B1 20x20y); L, MGB-3003 (Glu-B1 32+33); M, CI-12213 (Glu-
Al 1, Glu-B1 32+33); N, MGB-5963 (Glu-B1 13+16); O, ‘Opata’ (Glu-Al 2*, Glu-B1 13+16, Glu-D1 2+12). Il,
Cultivars marocains. Les pistes sont les suivantes : A, ‘Pitic’ (Glu-Al 1, Glu-B1 7+8, Glu-D1 2+12); B, MGB-
20 (Glu-B1 7+8); C, “Shan 229” (Glu-Al 1, Glu-B1 20x+20y, Glu-D1 5+10); D, MGB-32 (Glu-B1 20x+20y); E,
Cl-12213 (Glu-Al 1, Glu-B1 32+33); F, MGB-33 (Glu-B1 32+33) ; G, ‘Langdon’ (Glu-B1 6+8); H, MGB-34
(Glu-B1 6+8). 111, Cultivars nord-américains. Les pistes sont les suivantes: A and C, *Pitic’ (Glu-Al 1, Glu-B1
7+8, Glu-D1 2+12); B, MGB-66092 (Glu-B1 7+8); D, MGB-66023 (Glu-B1 20%); E, ‘Shan 229’ (Glu-Al 1, Glu-
B1 20x+20y, Glu-D1 5+10); F, ‘Langdon’ (Glu-B1 6+8); G, MGB-66049 (Glu-B1 6+8) ; H, Pavon (Glu-Al 2*,
Glu-B1 17+18, Glu-D1 5+10); I, MGB-66079 (Glu-B1 6+8, Glu-D1 5+10).

b) Variabilité pour des sous unités de gluténine de faible poids
moléculaire (LMW-Gs)

La variabilité pour LMW-GS a également été analysée par SDS-PAGE. Au total, 21 alleles
différents ont été détectés dans I’ensemble : huit pour Glu-A3, dix pour Glu-B3 et trois pour
Glu-B2. Comme cela a été fait pour le HMW-GS, la fréquence des alléles pour chaque locus
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est indiquée dans le tableau 14. La figure 17 (I et 1I) représente les patterns les plus

représentatifs des LMW-GS dans ces matériaux.

Les variétés locales marocaines ont montré respectivement six, neuf et trois alleles aux
locus Glu-A3, Glu-B3 et Glu-B2. Pour le locus Glu-A3, la moitié du groupe a présenté l'allele
Glu-A3e (sous-unite 11), et plus d'un quart a eu l'alléle Glu-A3a (sous-unité 6). Les alléles Glu-
A3b (sous-unité 5), Glu-A3h (nul) et Glu-A3d (sous-unités 6+11) ont été présents dans six,
quatre et une accessions, respectivement. Une accession (MGB-16563) a eu la sous-unité 20
pour ce locus (Figure 17-1, piste H). Ce cas a également été décrit par Ruiz et al (2018) dans
les matériaux de blé dur espagnol. Nous proposons provisoirement de nommer cet allele Glu-
A3bb. Au locus Glu-B3, dix alleles différents ont été trouvés dans ce groupe, étant l'allele Glu-
B3a le plus fréquent (sous-unité 6), qui a été présent dans 76,9% des variétés locales. Parmi les
autres alleles Glu-B3 trouvés dans ce groupe, l'allele rare Glu-B3ah (sous-unités 8+9+16) décrit
par Hernandez-Espinosa et al (2019) a eté trouve. Une autre accession a montre la combinaison
des sous-unités 2+4+8+15+19 (Figure 17-1, piste 1), qui a également eté décrite par Ruiz et al
(2018). Nous proposons de nommer cet allele Glu-B3ag. En plus de cela, cing nouvelles
combinaisons de sous-unités non signalées précédemment dans la littérature ont été trouvées
dans ce groupe, que nous proposons provisoirement de les nommer comme il est indiqué entre
parenthéses pour chaque combinaison de sous-unités: 1+3+7+15+18 (Glu-B3ar) (Figure 17-1,
piste H), 1+3+8+13+16+19 (Glu-B3as) (Figure 17-1, piste F), 2 + 4 + 17 (Glu-B3at) (Figure
16-1, piste O), 2+4+7+15+19 (Glu-B3au) (Figure 17-I1, piste T) et 9+13+16 (Glu-B3av). Pour
le locus Glu-B2, trois alléles ont été trouvés : Glu-B2a (sous-unité 12) et Glu-B2b (nul) ont été
observeés avec une fréquence similaire, et un nouvel allele provisoire a été présent dans la variété
locale ‘MGB-3125". Cet all¢le a présenté une sous-unité avec une mobilité légerement plus
élevée (Figure 17-1, piste O) que la sous-unité 12 du contrdle ‘Cocorit’ et une mobilité
Iégérement inférieure & la sous-unité 13 trouvée dans ‘Fanfarron’ (Figure 16-1, piste K). Nous
proposons de nommer cette sous-unité 12.1 et l'allele Glu-B2d selon l'ordre suivi dans le

catalogue des génes de blé.
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Tableau 14:Fréquence allélique pour chaque locus de LMW-Gs dans les matériaux analyses.

Variétés Cultivars Cultivars
Total locales marocains nord-americains

LMW-GS N

(95) % N (52) % N (14) % N (29) %
Glu A3
a (6) 40 42,1 14 26,9 6 42,9 20 69
b (5) 10 10,5 6 11,5 2 14,3 2 6,9
c (6+10) 6 6,3 - - 1 7,1 5 17,2
d (6+11) 3 3,2 1 1,9 - - 2 6,9
e (11) 30 31,6 26 50 4 28,6 - -
h (null) 4 4,2 4 7,7 - - - -
bb (20) 1 1,1 1 1,9 - - - -
bc (5**) 1 1,1 - - 1 71 - -
Glu B3
a (2+4+15+19) 77 811 40 76,9 11 78,6 26 89,7
b (8+9+13+16) 4 4,2 3 5,8 - - 1 3,4
f (2+4+15+17) 1 1,1 - - - - 1 3,4
ah (8+9+16) 6 6,3 2 3,8 3 12,4 1 3,4
ag (2+4+8+15+19) 2 2,1 2 3,8 - - - -
ar (1+3+7+15+18) 1 1,1 1 1,9 - - - -
as (1+3+8+13+16+19) 1 1,1 1 1,9 - - - -
at (2+4+17) 1 1,1 1 1,9 - - - -
au (2+4+7+15+19) 1 1,1 1 1,9 - - - -
av (9+13+16) 1 1,1 1 1,9 - - - -
GluB2
a(12) 59 62,1 26 50 12 85,7 21 72,4
b (Null) 35 36,8 25 48,1 2 14,3 8 27,6
d(12,1) 1 1,1 1 1,9 6 42,9 - -

Le groupe de cultivars marocains a montré cing alléles au locus Glu-A3, tels que Glu-A3a et

Glu-A3e, qui ont été les alléles les plus fréquents a ce locus (Tableau 14). Une accession (MGB-

20) a montré une nouvelle sous-unité que nous avons provisoirement nommée 5**. Cette sous-

unité a une mobilité légérement plus élevée que la sous-unité 5 présente dans le contréle

‘Fanfarron’ (Figure 16-11, pistes A et B). Nous proposons de nommer provisoirement cet allele

Glu-A3bc. Pour le locus Glu-B3, Glu-B3a a €té l'alléle le plus fréquent, tandis que trois cultivars

ont présenté l'allele Glu-B3ah. Au locus Glu-B2, l'allele Glu-B2a a été plus fréquent que l'alléle

Glu-B2b, ce qui a été le méme cas dans le groupe de cultivars d’Amérique du Nord. Ce dernier

groupe na montré aucun nouvel alléle pour le locus Glu-A3. Pour le Glu-B3, une accession de

ce groupe (8981-GM2-1) a montré le nouvel allele ah décrit précédemment.
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Figure 17: composition de LMW-GS observée dans les variétés locales et les cultivars marocains. 1, Variétés locales : pistes
sont les suivantes : A, D, M and S, ‘Cocorit’ (Glu-A3 6+10, Glu-B3 2+4+15+19, Glu-B2 12); B, MGB-3091 (Glu-A3 11,
Glu-B3 2+4+15+19, Glu-B2 null); C, MGB-5967 (Glu-A3 11, Glu-B3 2+4+15+19, Glu-B2 null); E, ‘Andalusia’ (Glu-A3 5,
Glu-B3 7+8+14+18, Glu-B2 null); F, MGB-3152 (Glu-A3 null, Glu-B3 1+3+8+13+16+19, Glu-B2 null); G and K,
‘Fanfarron’ (Glu-A3 5+20, Glu-B3 8+9+13+16, Glu-B2 null); H, MGB-16563 (Glu-A3 20, Glu-B3 1+3+7+15+18, Glu-B2
null); 1, MGB-2963 (Glu-A3 null, Glu-B3 2+4+8+15+19, Glu-B2 null); J, ‘BC’ (Glu-A3 6.1, Glu-B3 2+4+15+19, Glu-B2
12); L, MGB-3104 (Glu-A3 5, Glu-B3 8+9+13+16, Glu-B2 12) ; N, MGB-3083 (Glu-A3 6, Glu-B3 2+4+15+19, Glu-B2 12);
0O, MGB-3125 (Glu-A3 6, Glu-B3 2+4+17, Glu-B2 12.1); P and U, ‘Ardente’ (Glu-A3 11, Glu-B3 2+4+15+19, Glu-B2 12);
Q, MGB-9430 (Glu-A3 6, Glu-B3 2+4+15+19, Glu-B2 null); R, MGB-3003 (Glu-A3 11, Glu-B3 2+4+15+19, Glu-B2 null);
T, MGB-5963 (Glu-A3 null, Glu-B3 2+4+7+15+19, Glu-B2 null). 11, Cultivars marocains : Les pistes sont les suivantes :
A, ‘Fanfarron’ (Glu-A3 5+20, Glu-B3 8+9+13+16, Glu-B2 null); B, MGB-20 (Glu-A3 5**, Glu-B3 8+9+16, Glu-B2 12); C,
G and I, ‘Cocorit’ (Glu-A3 6+10, Glu-B3 2+4+15+19, Glu-B2 12); D, MGB-32 (Glu-A3 6, Glu-B3 2+4+15+19, Glu-B2 12);
E, MGB-27 (Glu-A3 6+10, Glu-B3 2+4+15+19, Glu-B2 12); F, MGB-29 (Glu-A3 11, Glu-B3 2+4+15+19, Glu-B2 null); H,
MGB-33 (Glu-A3 11, Glu-B3 2+4+15+19, Glu-B2 null).
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c) Diversité genétique

La diversité génétique a été estimée dans I'ensemble des matériaux analysés et dans chaque
groupe (Tableau 15). Le groupe des variétés locales marocaines a montreé les valeurs les plus
élevées avec une valeur moyenne pour le nombre effectif d'alleles (Ne) et la diversité génétique
(He) de 2,244 et 0,465, respectivement. Dans les trois groupes, une plus grande diversité a été
observée pour le locus Glu-B1, tandis que le locus Glu-Al a été presque homogeéne et a eu les
valeurs les plus faibles pour les trois groupes. Pour le LMW-GS, le locus Glu-A3 a été celui qui
a affiché les valeurs de diversité les plus élevées dans les trois groupes, malgré le nombre
d'alleles parfois plus élevé dans le locus Glu-B3 que dans le locus Glu-A3. Les variétés locales
marocaines ont montré les valeurs les plus élevées pour Glu-B3 et Glu-B2, tandis que le groupe

de cultivars locaux a eu la plus grande diversité pour Glu-A3.

Tableau 15: Nombre des alleles et des patterns gluténines, et les paramétres de la diversité génétique.

Group Locus A Ne He

Glu-Al 2 1,022 0,022
Glu-B1 7 4,231 0,764
Total Glu-D1 1 1,043 0,041
Glu-A3 8 3,368 0,323
Glu-B3 10 1,504 0,335
Glu-B2 3 1,919 0,479
Mean 5,16 2,181 0,327
Glu-Al 2 1,039 0,037
Glu-B1 6 3,516 0,716
Variétés locales Glu-A3 6 2,922 0,657
Glu-B3 9 1,668 0,400
Glu-B2 3 2,076 0,518
Mean 52 2,244 0,465

Glu-Al 1 1 0
Glu-B1 4 3,377 0,704
Cultivars marocains Glu-A3 5 3,374 0,703
Glu-B3 2 1,579 0,366
Glu-B2 2 1,324 0,245
Mean 2,8 2,131 0,404

Glu-Al 1 1 0
Glu-B1 4 2,088 0,521
. L Glu-D1 1 1,123 0,11

Cultivars nord-américains
Glu-A3 4 1,941 0,485
Glu-B3 4 1,237 0,192
Glu-B2 2 0,166 0,4

Mean 2,6 1,259 0.284
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Le nombre de modeles différents de combinaisons de gluténines basé sur la variabilité décrite
pour les six loci décrits précédemment a également été calculé. Au total, 29 combinaisons
différentes de gluténines ont été trouvées dans les matériaux analysés (Tableau 15). Cela
signifie que prés d'une des trois accessions analysées a eu un profil de gluténine différent. Le
groupe des variétés locales marocaines a montré le plus grand nombre de combinaisons de

gluténines (21), suivi par les cultivars nord-américains (12) et les variétés locales marocaines

9).
2. Discussion des résultats et conclusion

Les gluténines sont probablement les protéines les plus étudiées du grain de blé en raison de
l'association de leur variabilité avec les caractéristiques de qualité de transformation et
d'utilisation finale, a la fois dans le blé tendre et le blé dur (Carrillo et al., 2000 ; Sissons et al.,
2005 ; Nazco et al., 2014). L'analyse de la variation allélique des sous-unités de la gluténine
parmi les genotypes utilisés dans les programmes de sélection est un outil clé et efficace pour
utiliser avec succes toute la variabilité génétique disponible pour ameéliorer la qualité du blé. En
outre, l'utilisation efficace d'une collection de germplasme est promue par la connaissance des
patterns de variation génétique au sein de la collection pour des traits d'intérét spécifiques
(Sorrells et al., 1995). Pour cette raison, cette étude a été menée en utilisant un ensemble de
matériaux de blé dur disponibles pour la communauté de recherche et de sélection de la Banque
marocaine du germplasme. Le Maroc est un important consommateur de blé (la consommation
est d'environ 220 kg par habitant et par an) et de gros efforts sont nécessaires pour développer
de nouvelles variétés de blé productives avec une qualité souhaitable pour I'industrie locale et
les consommateurs, afin de réduire la dépendance vis-a-vis des importations de blé et de
renforcer la sécurité alimentaire dans le pays. La collection des matériaux analyseés pourrait étre
divisée en trois groupes: le premier était composé de variétés locales du pays, qui fait partie
d'un des centres de diversité pour le blé dur (Afrique du Nord) (Janni et al., 2018) ; le second,
formé de cultivars marocains, résulte des travaux du CIMMYT, de I'lCARDA et des
programmes nationaux de sélection ; et le troisieme, un groupe de cultivars d’Amérique du
Nord, détient dans la banque de genes pour améliorer la diversité génétique dans les
programmes de sélection locaux et améliorer la qualité des grains (le Canada, les Etats-Unis et
le Mexique sont de grands exportateurs de blé dur et leur matériel génétique présente une qualité

élevée exigée par l'industrie des pays importateurs).
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Le niveau de diversité génétique des gluténines trouvé dans cette collection (He = 0,327) variait
au sein des trois sous-groupes analysés, montrant aux variétés locales les valeurs les plus
élevées comme prévu (He = 0,465), suivies des cultivars marocains et nord-américains (He =
0,404 et 0,284, respectivement). Ce rétrécissement de la diversité génétique des cultivars
modernes est une tendance mondiale commune, qui doit étre inversée afin de ne pas perdre en
efficacité dans les programmes de sélection. En fait, les résultats obtenus dans cette étude
montrent que peu d'alléles rares du pool de variétés locales ont déja été transférés vers le pool
de cultivars modernes et que la plupart des alleles rares ne sont présents que dans le groupe de
variétés locales, ce qui illustre bien la perte de variabilité due & I'érosion génétique. La
variabilité génétique trouvée dans le groupe des variétés locales marocaines pourrait étre
considérée comme moyenne si nous comparons nos résultats avec des études similaires
réalisées dans d'autres pays de la région mediterranéenne. Aguiriano et al (2008) ont trouvé une
diversité plus elevée que dans notre étude sur les variétés locales espagnoles (He = 0,72) comme
Moragues et al (2006) l'ont fait (He = 0,67) dans une collection plus hétérogene avec des
matériaux de différents pays méditerraneens. Bellil et al (2012) ont egalement trouvé une
grande diversité dans les variétés locales des oasis algériennes. En revanche, Igrejas et al (1999)
et Hamdi et al (2010), ont rapporté des niveaux de diversité plus faibles (He = 0,36 et 0,34,

respectivement) dans les matériaux portugais et algériens, respectivement.

Plusieurs alléles ont été trouvés pour chacun des loci de gluténines. Au sein du groupe HMW-
GS, le Glu-B1 a montré le plus grand nombre d'alleles (7), étant deux d'entre eux nouveaux
(Glu-B1cp, sous-unité 20*; Glu-B1co, sous-unités 20+22*) et présents dans une accession nord-
américaine et deux varietes locales, respectivement. D'autres alleles Glu-B1 trouvés tels que
Glu-B1lb, Glu-B1d et Glu-Ble ont été beaucoup plus fréquents (17,9%, 28,4% et 26,3%,
respectivement), ce qui correspond aux résultats obtenus dans I'analyse des collections de blé
dur d’autres pays dans des études antérieures ( Raciti et al., 2003 ; Bellil et al., 2014 ; Janni et
al., 2018 ; Ruiz et al., 2018). Dans I'ensemble, nos résultats concordent également avec ceux
obtenus par (Zarkti et al., 2010b), dont 1’étude qui a également été réalisée avec d'autres
accessions de la méme banque de génes, bien gu'il existe certaines différences entre les deux
collections. Parmi les alleles Glu-B1 trouvés, Glu-B1b, Glu-B1d ont été associés a différents
degrés a une force de gluten élevée (Ammar et al., 2000 ; Nazco et al., 2014 ; Magallanes-
Lépez et al., 2017), tandis que Glu-Ble a été lié par plusieurs études avec une faible qualité
(Ruiz et Carrillo, 1995 ; Ammar et al., 2000 ; Brites et Carrillo, 2001 ; Edwards et al., 2007),

ceci étant probablement di a la substitution de deux résidus de cystéine avec tyrosine a
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I'extrémité N-terminale (Shewry et al., 2003). D’autre part, Nazco et al (2014) n'ont pas pu
associer Glu-Ble a une qualité médiocre. Un autre alléle trouvé, Glu-Blaq (32+33), a montré
une fréquence élevée remarquable par rapport aux autres groupes. Cet allele rare a été trouvé
pour la premiere fois dans une accession de blé tendre (CI1-12213) (Cherdouh et al., 2005), dans
certaines variétés locales espagnoles (Chacon et al., 2020) et dans certaines variétés locales de
blé dur d'lIran (Hernandez-Espinosa et al., 2019), mais avec des fréquences plus basses. Chacén
et al (2020) ont constaté que cet alléle peut étre associé a une force de gluten plus faible et
Hernandez-Espinosa et al (2019) avec une force de gluten plus élevée, une extensibilité et une
qualité de panification plus élevées, bien que les deux études soient préliminaires en termes
d'analyse des effets de cet allele sur les traits de qualité. Pour le locus Glu-Al, une seule variété
locale a montré un alléle non nul, ce qui est relativement normal, car la plupart des matériaux
de blé dur modernes montrent I'allele nul a ce locus (Branlard et al., 1989 ; Ammar et al., 2000;
Henkrar et al., 2017; Magallanes-Lopez et al., 2017). Cependant, dautres collections de
variétés locales de blé dur ont montre des fréquences plus élevées pour les alleles Glu-Al non
nuls (Aguiriano et al., 2008 ; Bellil et al., 2012 ; Chacoén et al., 2020). La contribution des
alleles non nuls Glu-Al aux caracteres de qualité n'est pas encore bien définie : certaines études
indiquent que cela n'a probablement pas d'effet significatif (Uthayakumaran et al., 2002 ; Nazco
et al., 2014 ; Chacén et al., 2020), tandis que d'autres ont montré que leur présence améliorait
la force et I'extensibilité du gluten (Boggini et al., 1995; Dhaliwal et al., 2002; Martinez et al.,
2005). De plus, deux cultivars d’Ameérique du Nord ont montré la présence de sous-unités de
glutenines 5+10 qui appartiennent au locus Glu-D1 du blé tendre. L'un d'eux (UCRDO01-1) a été
développeé par l'ingénierie des chromosomes cyto-geéniques (Lukaszewski, 2003) et l'autre
(Westbred 1000D) est probablement un matériau similaire des mémes auteurs, mais son nom
est peut-étre erroné dans les dossiers de la Banque de génes. Ce type de lignées est intéressant
et il a été démontré qu'il augmentait la force du gluten, bien que pour I'amélioration de la qualité
de la panification du blé dur, les lignées montrant les sous-unités 2+12 dans Glu-D1 se soient

révélées plus prometteuses (Morris et al., 2019; Sissons et al., 2019).

Une grande variabilité a également été constatée pour les loci LMW-GS, qui jouent un rdle plus
important dans la qualité du blé dur que HMW-GS. Plusieurs nouvelles sous-unités ont été
identifiées qui ont été provisoirement attribuées aux différents loci LMW-GS en fonction de
leur similitude avec les sous-unités/alleles identifiés précédemment. Au locus Glu-A3, les
alleles Glu-A3a et Glu-A3e étaient les plus fréquents dans cette collection, ce qui correspond a

d'autres études qui rapportent la dominance de Glu-A3a (Nieto-Taladriz et al., 1997 ; Cherdouh
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et al., 2005 ; Bellil et al., 2012, 2014 ; Chacon et al., 2020) et Glu-A3e (Hu et al., 2018) a ce
lieu. En principe, Glu-A3a et Glu-A3e sont associés respectivement a une bonne et a une
mauvaise qualité (Carrillo et al., 2000 ; Martinez et al., 2005). En outre, un alléle rare et un
nouvel alléle ont été identifiés : Glu-A3bb (sous-unité 20) et Glu-A3bc (sous-unité 5**). Pour
le locus Glu-B3, dix alleles différents ont été détectés, dont cing se sont révélés nouveaux (Glu-
B3ar, sous-unités 1+3+7+15+18 ; Glu-B3as, sous-unités 1+3+8+13+16+19 ; Glu-B3at, sous-
unités 2 + 4 + 17 ; Glu-B3au, sous-unités 2 + 4 + 7 + 15 + 19 ; Glu-B3av, sous-unités 9+13+16),
formé par de nouvelles combinaisons de sous-unités). La plupart de chacun de ces nouveaux
alleles étaient présents dans une seule variété locale, ce qui souligne l'importance de
sauvegarder ces anciens matériaux dans les banques de matériel génétique pour éviter la perte
de la diversité genétique. La prévalence de l'allele Glu-B3a dans ce groupe est probablement
due a sa relation avec une bonne qualité (Ruiz et Carrillo, 1995 ; Brites et Carrillo, 2001 ;
Martinez et al., 2005). Enfin, pour le locus Glu-B2, quatre alleles ont été trouves, étant le Glu-
B2a le plus fréquent pour les cultivars marocains et nord-américains, ce qui concorde avec
d'autres études (Cherdouh et al., 2005 ; Subira et al., 2014 ; Hernandez-Espinosa et al., 2019).
Dans le cas des variétés locales, la dominance partagee des alleles Glu-B2a et b est en accord
avec celle observée par Nazco et al (2014) et Chacon et al (2020). Parmi les quatre nouveaux
alleles détectes pour Glu-B2, un était nouveau (Glu-B2d, sous-unité 12.1), ce qui est important,

car auparavant seulement trois alléles ont été détectés a ce locus.

En conclusion, Une variation importante pour les loci de gluténine a été trouvée entre les
accessions de blé dur conservés dans la banque de génes marocaine, en particulier dans un
ensemble d'anciennes variétés locales marocaines. Cette caractérisation des ressources
génétiques est utile pour le développement de nouvelles variétés aux caractéristiques de qualité

appréciées par les consommateurs et I'industrie locaux.

Aussi, I'étude ouvre la possibilité de recherches supplémentaires visant a étudier les effets sur
les traits de qualité de la variation décrite, y compris les effets spécifiques d'alleles rares et
nouveaux ainsi que les effets de nouvelles combinaisons d'alléles trouvées parmi ces ressources

génétiques.
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D. Variation génétique a I’aide des paramétres physico-chimiques, des prédicteurs
du rendement et de la morphométrie du grain et des marqueurs moléculaires

1. Reésultats et présentation

a) Analyses descriptive et comparaison des valeurs moyennes entre

les groupes
Les statistiques sommaires de base (minimum, maximum, moyenne, erreur standard, standard
de déviation, et coefficient de variation) pour tous les descripteurs dans quatre-vingt-quinze
accessions et pour les trois groupes de la collection sont présentés dans le tableau 16. Une
variabilité génétique élevée a été enregistré entre les accessions considérées. Le coefficient de
la variation le plus haut (CV%) a ¢ét¢ montré par le test de I’activité enzymatique de
polyphenoloxydase (PPO, 141,4 %), suivie par la teneur en pigments jaunes (TPJ, 25,93%) et
le test de sédimentation (TS, 25,93%). La valeur la plus faible a été notée pour le poids de mille
grains (PMG, 0,14) %).

Pour la morphométrie du grain, 1’aire (AIR), le périmétre (PER), le maj-ellipse (MAJ), et le
min-ellipse (MIN) ont varié respectivement, de 7,6 a 10,98 mmz, de 7,65 a 10,98 mm, de 4,72
a 6,39 mm, et de 2 a 2,37mm, avec une moyenne de 9,09 mm? (AIR), 15,42 mm (PER), 5,28
mm (MAJ), et 2,19 mm (MIN). Le poids de mille grains (PMG) et le poids spécifique (PS) sont
compris respectivement, entre 33 et 66 g et entre 70 et 86,2 kg/hl avec une moyenne de 48,37
g (PMG) et de 79,82 kg/hl (PS) (Tableau 16).

Quant aux traits physico-chimiques, la teneur en protéines a varié de 13,76 a 18, 11% avec une
moyenne de 13,17% (Tableau 16). La valeur moyenne de test de sedimentation a été de 51,57
ml, tandis que les volumes de sédimentation ont varie entre 21 et 88 ml. Les teneurs en amidon
ont oscillé entre 38,43 et 83,52 % avec une moyenne de 61,22 %. La moyenne des teneurs de
pigments jaunes était de 6,44 ppm, alors que I’étendue des teneurs a varié¢ entre 3,1 et 11,8 ppm.
Les scores de I’activité enzymatiques des polyphénol-oxydases ont varié entre 1 et 5 scores

avec un score moyen de 2,27.

Concernant les valeurs moyennes des descripteurs entre les groupes, toutes les valeurs les plus
élevées des caractéres ont été notées dans les cultivars, a I'exception de la valeur de test PPO
qui a été enregistrée dans les variétés locales (Tableau 16). Les valeurs les plus hautes pour les
cultivars nord-américains ont été observée dans le TP (13,75 %), la TPJ (7,53 ppm), le PS (80
kg/hl), le PER (15,48 mm), et le MAJ (5,3 mm), alors que les cultivars marocains étaient
supérieurs en TS (55,32 ml), la TA (70,66%), PMG (50,57 g), AIR (9,36 mm?) et MIN (2,27
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mm). Les descripteurs des variétés locales ont enregistré des valeurs moyennes faibles a

modérées.

Tableau 16: Analyse descriptive des caractéres physico-chimiques et les grandeurs de la taille du grain.

Variétés Cultivars
Toutes locales Cultivars Nord-
Les Accessions marocaines Marocains  Ameéricains
(95) (52) (14) (29)
Caractere Range M=ES SD CV (%) M=ES M+ES M+ES
AIR (mm2) 7.65-10.98 9,09+0,05 0,74 8,14 9,03+0,08 9,36+0,1 9,07+0,09
PER (mm) 14.04-18.01 15,42+0,06 0,78 5,05 15,38+0,09  15,46+0,08  15,48+0,09
MAJ (mm) 4,72-6.39  5,28+0,02 0,3 5,68 5,27+0,03 5,26+0,03 5,3+0,03
MIN (mm) 2-2.37 2,19+0,01 0,09 41 2,18+0,01 2,27+0,02 2,18+0,01
PMG (g) 33-66 48,37+0,01 0,07 0,14 46,77+0,01  50,57+0,01  50,17+0,01
PS (kg/hl) 70-86.2 79,82+0,23 3,21 4,02 79,67+0,25  79,97+0,48  80+0,57
TP (%) 3.67-18.11 13,17+0,19 1,67 12,68 13,17+0,22 11,96+0,51 13,75+0,4
TS (ml) 21-88 51,57+0,93 12,86 25,93 49,29+1,23  55,32+3,23  53,84+1,33
TA (%) 38.43-83.52 61,22+0,69 9,56 15,61 59,34+0,89  70,66%+1,36  60,03+1,16
TPJ (ppm) 3.1-11.8  6,44+0,12 1,67 25,93 6,19+0,13 5,12+0,23 7,5340,23
PPO (score) 1-5 2,27+0,06 321 1414 2,46%0,08 20,07 2,07+0,12

M : Moyenne ; ES : Erreur standard ; SD : Standard de deviation ; CV : coefficient de variation.

b) Variation genétique totale et distribution des accessions de la
collection par I’analyse en composantes principales :
La distribution des accessions de cette collection a été effectuée a l'aide de l'analyse en
composantes principales (ACP). Afin de réduire le nombre de variables et de montrer l'effet de
des traits sur la dispersion des accessions, deux analyses ACP ont été effectuées, I'une selon les

caractéristiques physico-chimiques et l'autre selon les dimensions du grain (Figure 18).

Une variabilité génétique tres significative a été enregistré entre les accessions de blé dur étudié.

Cela est expliqué par les valeurs importantes de la variabilité totale enregistrée.

Sur la base des parametres physico-chimiques, ’analyse en composante principale a dévoilé
une variabilité totale de 54,87 % au sein de cette collection (figure 18 ; a)). Cette analyse a
également classé la collection en trois groupes. Le groupe 1 a rassemblé les cultivars du Maroc,
y compris les 3 témoins ‘Ourgh’, ‘Marzak’ et ‘Cariouca’, qui a été caractérisés par des hautes
teneurs en amidon. Le groupe 2 a inclus les variétés locales, a été fortement corrélé avec PPO
et la teneur en protéines, et moyennement corrélé avec la teneur en pigments jaunes. Le groupe
3 a regroupé les cultivars de 1I’Amérique du Nord, qui ont été marqués par des hautes teneurs

en pigments jaunes et en protéines, et des volumes élevés de sédimentation.
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L’ACP dans le cas des dimensions du grain a expliqué 82% de la variabilité totale (figure 18 ;
b)). La discrimination entre les groupes, dans ce cas-la, a été complexe par rapport a celle des
paramétres physico-chimiques, mais selon les centroides on a pu détecter trois groupes A, B et
C. Les cultivars du Maroc ont constitué un groupe 'A’, qui est corrélé fortement avec le poids
de mille grains et la min- ellipse, moyennement avec l'aire, le périmétre et le poids spécifique,
et faiblement avec la maj-ellipse. Le groupe ‘B’ a inclus les cultivars de I'Amérique du Nord,
et été dans 1’ensemble trés proche de cultivars du Maroc de points de vue de ces traits. Le
groupe ‘C’a été formé de variétés locales et a été caractérisé par une haute association avec la
maj-ellipse et le périmetre.
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Figure 18: Analyse Gt-Biplot pour 95 accessions de blé dur. a) Gt-Biplot a expliqué 54,87 % de la
variation totale (composante 1 : 31, 59 % ; composante 2 : 23,28 %) pour les paramétres physico-
chimiques. b) Gt-Biplot a expliqué 81,91% de la variation totale (composante 1 : 59, 58 % ; composante

2 : 22,32 %) pour les prédicteurs du rendement.
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C) Association marqueur-trait

L'association de vingt-quatre marqueurs moléculaires avec les onze traits considérés dans cette
investigation a été étudiée a l'aide de I’estimation de la valeur-p du test de Kruskal-Wallis
(Tableau 18). Selon les valeurs-p trouvées, les résultats ont montré neuf marqueurs

hétéromorphes contre 15 monomorphes.

En fait, les dimensions du grain étaient plus associées aux marqueurs moléculaires qu'aux
paramétres physico-chimiques. Quatre associations tres hautement significatives (***) ont été
observées entre maj-ellipse et LOXA et TaCwi-4A, entre le périmétre et TaCwi-4A, et entre le
poids de mille grains et GBSS-4A. Des associations trés significatives (**) avaient également
été révélées entre le périmétre et LOXA, entre I’aire et TaCwi-4A, et entre le poids de mille
grains et LOXA. L'aire et le marqueur LOXA ont montré une association significative (*).

Quant aux parametres physico-chimiques, ’activité de 1’enzyme polyphénol oxydase a été
fortement associée avec TaCwi-4A (**) et PSY-1F5R5 (**). En revanche, la teneur en protéines
était significativement liée a LOXA (*) et TaCwi-4A (*), tandis que la teneur en amidon était
uniquement associée a TaSus-1IND (*).

Tableau 17: Association caractere- marqueur a 1’aide de la valeur-p.

GBSS-4A LOXA PSY-1F5R5 Psy-Blc Lox-B1 TaCwi-4A GS5-2334 TaGW-2HAP TaSus-1IND

TP 0,082 * 0,533 0,294 0,695 * 0,398 0,145 0,091
TS 0,620 0,904 0,150 0,632 0,110 0,428 0,544 0,511 0,478
TA 0,565 0,099 0,748 0,302 0,565 0,301 0,151 0,145 *
TPJ 0,745 0,297 0,079 0,472 0,084 0,862 0,060 0,799 0,317
PPO 0,961 0,237 ** 0,703 0,153 ** 0,119 0,108 0,852
TKW falead ** 0,059 0,754 0,804 0,733 0,540 0,742 0,263
SW 0,719 0,100 0,090 0,568 0,270 0,274 0,201 0,729 0,598
ARE 0,296 * 0,295 0,347 0,125 ** 0,340 0,189 0,384
PER 0,218 ** 0,313 0,428 0,482 fleka 0,929 0,177 0,372
MAJ 0,260 il 0,508 0,754 0,737 fleka 0,984 0,189 0,432
MIN 0,414 0,146 0,179 0,191 0,057 0,531 0,138 0,258 0,540
Les signes (***), (**), et (*) signifient respectivement tres hautement significatifs, tres significatifs et
significatifs.
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2. Discussion des résultats et conclusion :

D'une maniere générale, dans l'agriculture céréaliere, comme la production de blé dur,
l'utilisation de cultivars a haut rendement, de bonne qualité et adaptés aux fluctuations
climatiques est lI'une des méthodes stratégiques les plus simples et les plus pratiques pour
augmenter la rentabilité. Ainsi, l'utilisation de nouvelles variétés semble étre la meilleure option
pour les petits et grands agriculteurs de zones caractérisées par des précipitations irréguliéres et
une demande croissante. Afin de créer ces variétés modernes, les variétés locales et les anciens
cultivars sont considérés comme représentant des solutions potentiellement utiles et nouvelles

pour les programmes de sélection.

Au Maroc, la consommation annuelle de blé dur est d'environ 90 kg par personne (Taghouti et
al., 2017), et la grande partie consommeée est importée. Afin de réduire le taux d'importation et
la dépendance aux marchés d'importations de blé dur, le pays a mis en place plusieurs stratégies
d'amélioration pour développer de nouvelles variétes. Pour améliorer le rendement et la qualité
de cette culture, le pays a fait de gros efforts dans ce contexte a la fin du 20°™ siécle. Mais ces
efforts restent limités car le rendement reste lié aux conditions environnementales et la qualité

ne répond qu’a I’utilisation traditionnelle et non a la fabrication de pates alimentaires.

Afin de contribuer au développement de bases de données d'informations pour les
sélectionneurs établissant de nouvelles variétés, notamment pour introduire de nouvelles
caractéristiques dans le materiel génétique local, 95 accessions de blé dur fournies a partir de
la banque de génes marocaine ont été caractérisées moyennant des tests physico-chimiques et
des paramétres de taille de grain, ainsi que I’identification des associations marqueurs-traits.
Ces accessions ont été composées des cultivars d'’Amérique du Nord (Etats-Unis et Canada) en
tant que systemes de classement parfaits du blé dur et de cultivars et des variétés locales du

Maroc comme des lignées adaptées au condition locales.

Dans la présente étude, les résultats obtenus pour les dimensions du grain et les propriéetes
physico-chimiques ont révélé une forte variabilité génétique entre les accessions étudiées. Ce
résultat découle de la variation des origines des cultivars et des variétés locales, en plus de la
distance génétique entre les génotypes nord-américains et ceux du Maroc. Cela explique
également la richesse génotypique détenue dans notre banque de génes nationale, ainsi que nos
ressources génétiques locales (cultivars et variétés locales). Des résultats similaires ont été
observés par Zarkti et al (2010a, b et 2012) et Chegdali et al (2020) dans des collections de blé

dur fournies de la méme banque de génes.
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Pour le blé dur, les dimensions du grain et le poids spécifique (PS, kg/hl) et le poids de mille
grains (PMG, g) sont les composantes essentielles de la prédiction du rendement et de la qualité
meuniére, en raison de leurs relations directes avec le rendement en grains, le rendement en

mouture, la qualité d'utilisation finale et le prix de commercialisation (Kehel et al., 2020).

Réellement, les trais physiques et les dimensions ou morphométrie du grain ont été utilisées par
de nombreuses études dans la détermination de la caractérisation morphologique du grain et
pour prédire la qualité meuniéere (Matsuo et Dexter, 1980 ; Marshall et al., 1986 ; Dexter et al.,
1987 ; Berman et al., 1996 ; Novaro et al., 2001 ; Whan et al., 2014 ; Ali et al., 2020 ; Kehel et
al., 2020). Au cours des dernieres décennies, des techniques d'imagerie ou de traitement d'image
ont été déployées dans le but d'identifier la couleur, la forme et la taille des grains. Grace a son
role dans la prédiction et I'estimation du rendement et de la qualité du grain, plusieurs
applications et logiciels ont été developpés dans ce sens, parmi ces moyens il y a le logiciel
"Smartgrain” ( Herridge et al., 2011; Tanabata et al., 2012; Whan et al., 2014; Ali et al., 2020),
la plateforme robotique "PhenoSeeder” (Jahnke et al., 2016), la tomodensitométrie a rayons X
(Strange et al., 2015), I’application mobile "SeedCounter” (Komyshev et al., 2017).

Dans la présente étude, les mesures de la surface (AIR, mm?2), du périmétre (PER, mm), de la
maj-ellipse (MAJ, mm) et de la min-ellipse (MIN, mm) ont été realisées a l'aide du logiciel
"Smartgrain” développé par Whan et al (2014). Les résultats obtenus ont révélé une variation
significative entre les accessions étudiées. Les valeurs moyennes de ces prédicteurs ont eté
Iégerement inférieures a celles rapportées par Novaro et al (2001) dans une collection de blé
dur Italien cultivées dans huit régions agro-climatiques en Italie. Cette différence pourrait étre
expliqués par la différence génotypique et la variation climatique. Ceci confirme ce qui a été
rapporté par Ali et al (2020), ou ont signalé que la dimension et la forme du grain de blé dur

dépendent des facteurs environnementaux et génétiques.

Quant aux parametres physiques du grains, le poids de mille grains et le poids spécifique sont
les caracteéres les plus utiles pour estimer la densité des grains de blé, le rendement et le potentiel
d'extraction de semoule des génotypes, et les principaux grandeurs permettant de déterminer le
systeme de classement de blé dur (Novaro et al., 2001 ; Iftikhar et al., 2012 ; Amallah et al.,
2016b). Selon les résultats sommaires, les valeurs obtenues pour le poids de mille grains et le
poids spécifique ont été similaires et comparables a celles trouvées dans 1’étude de Bakhella et
AKil (1995), ElI-Khayat et al (2006), Nazco et al (2012), Amallah et al (2016b), Hammami et

al (2017), et Taneva et al (2019), mais supérieur a celles déterminées dans le rapport de la

93



RESULTATS ET DISCUSSION

qualité de récolte (Crop Quality Report, 2019). Plusieurs auteurs ont décrit que ces grandeurs
sont plus sensibles aux conditions climatiques que les facteurs génétiques lors du remplissage
des grains (Bakhella et Akil 1995, Rharrabti et al., 2003 ; Hammami et al., 2017).

En ce qui concerne I'évaluation de la qualité, les tests physico-chimiques utilisés étaient la
teneur en protéines (PC, %), le test de sédimentation SDS (SDS_ST, ml), la teneur en amidon
(SC, %), la teneur en pigments jaunes (YPC, ppm) et l'activité enzymatique de la polyphénol
oxydase (PPO, scores).

Dans cette étude, les teneurs en protéines trouvées concordent avec celles des études
précédemment menées (Williams et al., 1988 ; Sayaslan et al., 2012 ; Anonyme, 2013 ; Babay
etal., 2014 ; Amallah et al., 2016 ; Hammami et al., 2017 ; Taghouti et al., 2017). Globalement,
une teneur élevée en protéines rend le gluten fort, entrainant la formation d'un produit final de
bonne qualité, tandis qu'une faible teneur rend le gluten faible et produisant donc un produit
final de mauvaise qualité. Ainsi, la teneur en protéines possede un effet direct sur la qualité
boulangere et culinaire des pates (Quaglia, 1988 ; Aalami et al., 2007). Donc, les accessions a
haute teneur en protéines pourraient étre considérées comme un meilleur matériel génétique
pour les unités de recherche qui visent a développer des variétés de bonne qualité

technologiques destinées aux industries de transformation des produits de blé dur.

Le test de sédimentation est un paramétre physicochimique important dans I’évaluation et la
prédiction de la qualité de blé dur, plus particulierement les qualités de transformation, de
gonflement du gluten, et de produit final (Dexter et al., 1980 ; Dick et Quick, 1983). Dans ce
travail, les volumes de sédimentation moyens mesurés ont éte trés proches de ceux trouves par
Taghouti et al (2010, 2017) dans des cultivars marocains et dans des accessions de blé dur
collectées de régions montagneuses du Maroc, respectivement, et avec Babay et al (2014) et
Hammami et al (2017) dans des cultivars de blé dur tunisien. Le volume élevé de sédimentation
du SDS est lié a un gluten plus fort et a une qualité de panification supérieure (Dexter et al.,
1980 ; Quick and Donnelly, 1980 ; Guzman et al., 2016). Par conséquent, une sélection directe

de génotypes basée sur cette forte association entre ces parametres pourrait avoir lieu.

Pour la teneur en amidon, les valeurs trouvées étaient généralement similaires a celles
déterminées par EI-Khayat et al (2003, 2006), McKevith (2004), Liu (2007), et Rocchetti et al
(2020). Une teneur élevée en amidon rend le rendement en grains important et cela a partir de
sa corrélation positive avec la taille des grains (Zhong-Min et al., 2008). Ce paramétre chimique

joue également un réle immense dans la détermination de la qualité rhéologique et dans la
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modification du comportement de la viscoélasticité de la pate via son interaction avec les
protéines des grains (Edwards et al., 2002), plus particuliérement par le fait de la gélatinisation
de I’amidon et de la coagulation des protéines. Ainsi, les génotypes qui ont un volume de

sédimentation élevé pourraient jouer un réle crucial en ce sens.

La variation de la teneur en pigments jaunes dans ce travail a été comparable avec celle trouvée
par Bakhella et Akil (1995) dans des cultivars marocains cultivées dans des trois régions au
Maroc, par Amallah et al (2016) dans une collection composee de variétes locales marocaines
et méditerranéennes, de variétés marocaines et de lignées de CIMMYT et ICARDA, et avec les
fourchettes recommandées (4-8 mg/kg) dans d’autres études (Borrelli et al., 1999 ; Troccoli et
al., 2000 ; Beleggia et al., 2011 ; Brandolini et al., 2015). La variation importante en teneurs
de pigments au sein de cette collection pourrait donc offrir des opportunités importantes a
I’avenir pour les programmes de sélection visant a développer la valeur nutritive du grain de
blé dur et ses produits finis, surtout les accessions qui ont enregistré une teneur élevée en
pigments jaunes. Joppa et Walsh (1974) ont indiqué que les couleurs de la semoule et des
spaghettis sont généralement étroitement liées, sauf lorsque des niveaux éleves de lipoxydase

détruisent le pigment pendant le processus de transformation.

Malgré sa valeur nutritive en tant qu’antioxydant, l'estimation de l'activité enzymatique de
polyphénols oxydases a fait I'objectif de nombreuses recherches en raison de leur effet direct
sur le brunissement et la réduction de la qualité de I'apparence des produits finis et non pas de
leur effet antioxydant (Anderson et Morris, 2001 et 2003 ; Demeke et al., 2001 ; Sun et al.,
2005 ; Fuerst et al., 2006 ; Salaria et al., 2018 ; Li et al., 2019). Dans cette investigation, ce
parametre était le plus variable parmi les parametres évalués, enregistrant le coefficient de
variation le plus élevé. En outre, le score moyen le plus éleve a été enregistré par les variétés
locales, le seul qui était élevé pour elles par rapport a d'autres paramétres physico-chimiques.
Cela indique que l'activité enzymatique de la polyphénol oxydase dans les variétés locales était
plus élevée que celle des cultivars d'Amérique du Nord et du Maroc, ce qui implique que la
qualité des produits finaux des variétés locales y serait faible. Fuerst et al (2006) et Salaria et
al (2018) ont rapporté qu'une activité plus élevée de PPO produit un effet néfaste sur l'apparence
des produits finis. Par conséquent, afin de développer de nouvelles variétés de blé dur de bonne

qualité, il serait utile d’écarter les accessions avec un score éleve.

Pour la comparaison de la valeur moyenne de chaque paramétre entre les groupes, les valeurs

moyennes des cultivars modernes d'Amérique du Nord et du Maroc ont dépassé celles des
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variétés locales pour I’ensemble des traits, sauf ’activité enzymatique de PPO. Les cultivars
nord-américains ont montré des valeurs élevées de la teneur en protéines et en pigments jaunes,
le poids spécifique et le périmetre, tandis que les cultivars marocains étaient supérieurs en
teneur d’amidon, volume de sédimentation, poids de mille grains, et min-ellipse. Cela explique
d’une maniére globale 'effet de I'amélioration et du développement sur le blé dur moderne et
du gain génétique durant les derniéres décennies dans le secteur agricole, la méme conclusion
a été rapportée par Taghouti et al (2017) dans le cas de I’amélioration de la productivité, et De
Vita et al (2007) pour les attributs liés a la qualité. En fait, I'évolution de cette amélioration et
ce gain génétique a commencé, dans un premier lieu, de la sélection traditionnelle basée sur des
caracteres visibles (la couleur du grain et les paramétres de productivité et de rendement), puis
a été complétée ultérieurement par la sélection dirigée, c'est a dire I’introgression des génes ou
des alléles favorables des races locales dans les modernes cultivars (qualité nutritionnelle et
culinaire et la valeur meuniere). L'origine de cette évolution est le résultat de I'effet progressif
de la pression de sélection exercée par les demandes du producteur, du transformateur, du
consommateur et du marché international d’exportation, et qui demandent en effet des variétés
modernes rentables et de bonne qualité. En plus de cela, cette constatation était en accord avec
le systeme de classement qui considére que le blé dur des USA et du Canada est parmi les
meilleurs génotypes du monde en termes de qualité nutritionnelle et de la valeur meuniére. Dans
le méme respect, les Biplots ont clairement montré que le systeme de classement qui a été
observeé par la comparaison des valeurs moyennes entre les groupes, plus particulierement dans
la structuration identifiée pour les paramétres physico-chimiques dans laquelle la variabilité
totale était inférieure a celle enregistrée pour les prédicteurs de productivité. Donc, ces résultats
seraient treés utiles et exploitables dans le développement des cultivars locaux avec un haut
rendement meunier et de meilleure qualité, par conséquent réduire les appels d’offres et la

dépendance du pays a I’'importation.

La mesure des caracteres par des méthodes conventionnelles est généralement limitée par la
quantité de graines, le colt et le temps de collecte des données. Mais avec l'approche
moléculaire, ces codts ont été récompensés par l'utilisation de méthodes de génotypage utilisant
des marqueurs moléculaires a des stades précoces et leur association avec les traits d'intérét.
Ainsi, la sélection assistée par marqueurs pourrait étre bénéfique pour ces caractéres. Pour cette
raison, la présente étude a inclus I'étude de la validation de I'association de certains marqueurs

moléculaires avec les caractéres étudiés.
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Toujours le méme matériel génétique, base sur I'estimation de la valeur-P en utilisant a la fois
des données moléculaires de STS et SNP, les résultats de I'association marqueur-trait obtenus
ont révelé des associations significatives a trés significatives ou trés significatives a tres

hautement significatives ou non significatives.

Parmi les associations significatives, le marqueur TaCwi-4A était significativement associé a
ARE, PER, MAJ, PPO et TP. Ce locus code pour une enzyme qui hydrolyse les sucres
complexes en sucres simples tels que le glucose et le fructose, est appelée invertase de la paroi
cellulaire (Ma et al., 2012). Cela indique leur association avec le poids de mille grains par son
réle indirect sur la conversion des sucres (Wang et al., 2008 ; Khalid et al., 2019), mais ce
n'était pas le cas dans cette étude. Ce résultat pourrait s'expliquer par la différence génotypique
(cultivars et variétés locales) ou la distance génétique de la collection (des lignés de I’ Amérique
du Nord et du Maroc). Cette explication est similaire a celui de Yu et al (2011) qui ont reporté
que l'association des traits moléculaires n'est pas toujours reproductible et garantie d'une
population a une autre lorsqu'il existe une distance génétique entre ces populations. Cependant,
d’autre part, ce résultat valide I'association du TaCwi-4A avec les composantes du rendement
tels qu’ARE, PER et MAJ en tant qu’une hydrolase contribuant a la conversion de sucrose lors
du remplissage du grain et la structure morphométrique, et montre également l'effet pléiotrope

de cet alléle sur ces caracteres et sur l'activité enzymatique de la PPO et la teneur en protéines.

La méme chose s’est produite avec LOXA, il a été corrélé avec ARE, PER, MAJ, TKW et TP
dans cette étude, mais cela n'est pas en accord avec les études précédentes qui ont identifié leur
association avec l'activité enzymatique de la lipoxygénase (Hessler et al., 2002 ; Geng et al.,
2012). Cette enzyme possédait un effet indésirable sur l'aspect et I'ardme du produit fini lors de
son activité au cours de la procédure de mouture (Siedow, 1991 ; Carrera et al., 2007). Par
conséquent, I'étude de sa présence ou de son absence peut aider le généticien a sélectionner
facilement le génotype d'intérét. De plus, son association indirecte dans la présente étude

pourrait augmenter le degré de sélection indirecte.

En général, I’amidon synthétase 1ié¢ aux grain (GBSS-4A ou Wx-B1) a été associé a la synthése
de I’amidon, plus précisément a la synthése d’amylose (Sharma et al., 2002 ; Chen et al., 2016),
mais dans notre étude, il a été lié trés profondément au PMG. Ce résultat signifie qu'il existe
une réelle relation entre eux et cela s'explique par la proportion représentant I'amidon dans le
poids de I'amande, ou il représente 70% du poids du grain mdr (Emes et al., 2003; Lafiandra et

al., 2012). Outre la proportion, I'amidon synthétase lié aux grains est également l'une des cing
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enzymes impliquées dans la conversion du D-glucose en amidon (polymere de glucose :
amylopectine et amylose), par conseéquent, a un effet sur la teneur. Plusieurs auteurs ont indiqué
que la synthése de I'amidon a un effet direct sur I'amélioration du poids de mille grains et I'un
des déterminants du rendement (Barron et al., 2007 ; Huang et Br{lé-Babel, 2012 ; Zuo et Li,
2014 ; Wang et al., 2019).

De méme, le locus TaSus-1IND est lié étroitement au poids de mille grains, mais dans notre
étude il a été associe avec la teneur en amidon (Rasheed et al., 2016 ; Sehgal et al., 2019). Hou
et al (2014) ont reporté que pendant le remplissage du grain, le sucrose synthase est une enzyme
clé dans le processus de conversion du glucose en amidon en convertissant le D-glucose en
fructose et UDP-glucose. Par conséquent, l'association du locus TaSus-1IND et de la teneur en
amidon met en évidence le role de cette enzyme dans la concentration en amidon. Ceci indique
peut-étre que ce gene a un effet direct sur la chaine de réaction de la biosynthése de I'amidon,

donc sur la teneur en amidon.

Le marqueur du géne de phytoéne synthase PSY-1F5R5 est lié a la variation de la concentration
des pigments jaunes et de la couleur de la farine dans le blé dur (Pozniak et al., 2007).
Cependant, son association dans cette eétude était avec l'activité enzymatique de la polyphénol
oxydase et non avec la teneur en pigments jaunes. Cela suggere qu'il a une relation avec le géne
de I'enzyme polyphénol oxydase et cette association reflete, probablement, a travers les effets
de son activité sur la dégradation des caroténoides lors de la mouture des grains (Colasuonno
et al., 2019), c'est-a-dire l'effet indésirable de la polyphenoloxydase sur la couleur jaune des
produits finis. Ainsi, cela peut indiquer qu'il existe un effet de pléiotropie du gene PSY-1FR5

sur l'activité enzymatique de PPO.

En conclusion, globalement, 'amélioration du rendement et de la qualité des céeréales est une
priorité essentielle pour les programmes nationaux de sélection. Les variétés locales et les
cultivars anciens de blé dur représentent I'une des composantes les plus dynamiques de la
diversité inexploitée par les unités de recherche sur 'amélioration génétique. Par conséquent,
leur évaluation et leur caractérisation peuvent étre bénéfiques pour innover de nouvelles
variétés avec une bonne appréciation. Et c'est ce que cette étude a accompli, ou elle a montré
de grandes sources de meilleures lignées qui peuvent étre introduites dans les programmes de
sélection. D'une maniere générale, les cultivars nord-ameéricains se sont révélés étre des
systemes de classement parfaits du blé dur en possédant les valeurs les plus élevées de

parametres de qualité, tandis que les cultivars et les variétés locales marocains présentaient les
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valeurs les plus élevées de rendement et de caractéristiques de grain, respectivement. Ces
résultats peuvent constituer une source diverse et précieuse de genes de qualité et de rendement
pour les unités de recherches souhaitant & développer de nouveaux cultivars locaux avec de
meilleures caractéristiques et adaptés aux conditions locales, réduisant par conséquent les

appels d’offres compensant le déficit de la récolte interne.
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IV. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La connaissance de I'étendue de la diversité génétique est une considération majeure dans la
conception des stratégies de conservation et de sélection. Par conséquent, l'estimation de cette
diversité a l'aide de la caractérisation et I'évaluation serait trés utiles pour les unités de recherche
sur I’amélioration génétique de blé dur. Dans ce contexte, la présente thése vise a analyser la
diversité génétique d'une collection de blé dur maintenue dans la banque de génes du Maroc a
I'aide de descripteurs agro-morphologiques, phénotypiques, biochimiques, physico-chimiques
et moléculaires. Cette collection a englobé des accessions de cultivars d’Amérique du Nord
(Etats-Unis et Canada) en tant que systémes de classement parfaits du blé dur et de cultivars et
de variétés locales du Maroc comme des lignées adaptées au condition locales.

Au niveau du premier chapitre, I’objectif était d’évaluer la variation génétique disponibles entre
280 accessions de blé dur, incluant des variétés locales et des cultivars du Maroc et de
I’Amérique du Nord, en utilisant douze caractére agro-morphologiques. Les résultats de ce
chapitre ont montré une variabilité remarquable entre les accessions étudiées pour de nombreux
caracteres désirables, indiquant le potentiel élevé des ressources génetiques pour une
amélioration efficace des cultures. L’estimation des parameétres génétiques a révélé treés peu
d'influence des facteurs environnementaux sur I'expression de caracteres importants qui ont
entrainé de faibles différences entre les coefficients de variation phénotypiques et génotypiques.
De plus, une grande héritabilité au sens large couplée a un gain génétique attendu élevé a été
observée pour plusieurs caracteres. Plus de cela, I'analyse de I'association des traits indique que
le rendement en grains est fortement et positivement corrélé avec ses composants. Donc, une

amélioration par sélection directe ou indirecte est donc possible pour ces caractéres.

Pour I'étude du phénotype, l'objectif de ce volet était de monter la diversité phénotypique
existante entre les cultivars et les variétés locale et leur distribution de point de vue des
descripteurs phénotypiques héritables. Les résultats de la présente recherche ont montré que la
collection de blé dur étudiée présente une grande diversité phénotypique, due a la présence de
descripteurs hautement discriminants a savoir la densité, la couleur et la glaucescence de I'épi,
I'attitude de la barbe, la couleur de la barbe, la pubescence de la glume et la couleur du grain.
Cette étude a également permis de déterminer la distance génétique entre les génotypes du
Maroc et d'’Amérique du Nord, et entre les variétés locales et les cultivars marocains. L'étendue
de la diversité phénotypique dans la collection actuelle pourrait également faire l'objet de
programmes d'amélioration génétique, en particulier la grande diversité phénotypique des

cultivars d'’Amérique du Nord et des variétés locales.
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Dans le cas de I’étude biochimique, I’objectif de cette étude est de montrer 1’importance des
variétés locales par rapport les anciens cultivars du Maroc et de I'Amérique du Nord de point
de vue de la richesse alléliques dans les sous-unités de gluténines de haut et faible poids
moléculaire, en utilisant la technique SDS-PAGE. Une diversité allélique importante a été
montrée entre les accessions, plus particulierement entre les variétés locales. De plus, I'analyse
allélique a dévoile des alleles rares et nouveaux et des nouvelles combinaisons d'alleles parmi
ces accessions, qui ont été enregistré dans le catalogue « the catalogue of genetic symbols for
wheat » : supplément 2020 (Annual Wheat Newsletter : VVolume 66). Cette caractérisation des
cultivars et des variétés locales serait utile pour le développement de nouvelles variétés adaptées

a un usage interne.

Concernant I’é¢tude de la morphométrie du grain, caractérisation physicochimique et
moléculaire, le but de cette partie était d’étudier la caractérisation physico-chimique, la
morphométrie des grains et leur association avec des marqueurs ADN. Une variabilité
génétique remarquable a été observée entre les accessions pour la majorité des traits testés,
surtout pour ’activité enzymatique de polyphénol oxydase. Concernant la comparaison entre
les valeurs moyennes des caractéristiques analysés et I’analyse par Gt-Biplot, les résultats ont
démontré le progrés génétique réalisé par les programmes d'amélioration génétique sur
I'amelioration des cultivars par rapport aux variéetes locales en terme de qualité et de rendement,
ou les cultivars nord-américains avaient des valeurs moderées a élevées, les cultivars marocains
avaient des valeurs élevées ou modérées a faibles et les variétés locales des valeurs
intermédiaires a faibles. Quant a I’association marqueur-caractere, sur la base de I’estimation
de la valeur-P, les marqueurs choisis ont dévoilé des associations nouvelles et des multiples
effets pléiotropes entre les loci et les traits analysés, notamment les marqueurs TaCwi-4A et
LOXA.

En général, une collection contenant des accessions qui ont été décrites par des données de
passeport (donneur, origine géographique, etc.), évaluées pour leurs caractéristiques
moléculaires et agronomiques, et multipliées et stockées dans une banque de genes rend son
utilisation dans la sélection plus facile et plus efficace. Par conséquent, nous pouvons conclure
que les résultats de la présente these pourraient offrir des opportunités importantes a 1’avenir
pour les programmes de sélection, plus particulierement les unités de recherche sur
I’amélioration génétique de blé dur, visant a développer des nouvelles variétés plus productives,

de bonne qualité, et répondant ainsi aux besoins et nécessités de la société locale.
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La caractérisation agro-morphologique, phénotypique, biochimique et moléculaire de ces
accessions pourrait certainement offrir de meilleures opportunités pour les sélectionneurs visant
aaméliorer la productivité et la qualité de blé dur locale. Cependant, dans 1’objectif de valoriser
et rentabiliser notre étude, il serait intéressant et judicieux de suggérer de nouvelles

perspectives.

Pour obtenir du blé dur local aux normes internationales, il est nécessaire de disposer aux
sélectionneurs une grande base de données des geénes responsables de caractéres d’intérét
agronomique (résistance, rendement et qualité). Celle-ci est réalisé en collectant et en

caractérisant de nombreuses ressources genétiques.

Reéellement, la diversité génotypique identifiée a l'aide de marqueurs conventionnels dans la
présente étude serait mieux exploitée si elle était complétée par l'analyse de la diversité
génétique a l'aide de marqueurs moléculaires spécifiques. Cette perspective permettra d’offrir
une opportunité de faire une étude sur la diversité génétique a l'aide de marqueurs moléculaires

specifiques.

Egalement, pour les sous-unités de gluténines, la présente étude ouvre la possibilite de
recherches complémentaires visant a étudier les effets des alleles rares et nouveaux et des

nouvelles combinaisons d'alléles sur les parametres et les tests de qualité.

Finalement, dans le but d" accomplir la caractérisation et I'évaluation complétes des accessions,
il serait intéressant de faire une étude plus profonde sur la qualité de la rhéologie de la pate, la
cuisson, et la couleur du produit-fini (comme le taux de cendres, d’humidité et de luminosité,
les tests d’élasticité et viscosité de la pate, les enzymes affectant la couleur...etc.), et d'élargir
le nombre des marqueurs moléculaires associés aux caracteres du rendement et de la qualité, en
facilitant par conséquent la sélection des génotypes par la sélection assistée par marqueurs, plus

particulierement la sélection des variétés locales.

Ainsi, outre la caractérisation et I'évaluation de la qualité de cette collection de blé dur, I'étude
ouvre la perspective d'analyser la tolérance de ces accessions vis-a-vis du stress (biotique et
abiotique) via des marqueurs conventionnels et des marqueurs moléculaires liées a des génes

de résistance.
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VI. ANNEXES:

ANNEXES

Annexe 1 : Origine et le code MGB pour les accessions de la collection.

Code Code Origin Code Code Origine Code Code Origin
parcelle MGB parcelle MGB parcelle MGB

1 19 MC 46 3021 ML 91 3100 ML
2 20 MC 47 3027 ML 92 3101 ML
3 21 MC 48 3029 ML 93 3102 ML
4 22 MC 50 3030 ML 94 3103 ML
6 23 MC 51 3035 ML 95 3104 ML
7 24 MC 52 3051 ML 96 3106 ML
8 25 MC 53 3051 ML 97 3108 ML
9 26 MC 55 3052 ML 99 3110 ML
11 27 MC 56 3054 ML 100 3111 ML
12 28 MC 57 3055 ML 101 3114 ML
13 29 MC 58 3056 ML 102 3115 ML
14 30 MC 59 3057 ML 103 3116 ML
15 31 MC 61 3058 ML 105 3117 ML
17 32 MC 62 3059 ML 106 3118 ML
18 33 MC 63 3060 ML 107 3119 ML
19 34 MC 64 3061 ML 108 3122 ML
20 35 MC 65 3062 ML 109 3123 ML
21 36 MC 66 3064 ML 110 3124 ML
22 49 MC 67 3065 ML 112 3125 ML
23 1397 ML 68 3066 ML 113 3127 ML
24 2963 ML 69 3068 ML 114 3129 ML
25 2997 ML 70 3069 ML 115 3131 ML
26 3001 ML 71 3070 ML 116 3132 ML
27 3002 ML 72 3072 ML 117 3133 ML
28 3002 ML 74 3073 ML 118 3135 ML
29 3003 ML 75 3075 ML 119 3136 ML
30 3004 ML 76 3076 ML 120 3140 ML
31 3005 ML 77 3078 ML 122 3144 ML
33 3006 ML 78 3079 ML 123 3145 ML
34 3006 ML 79 3082 ML 124 3146 ML
35 3007 ML 81 3083 ML 125 3147 ML
36 3014 ML 82 3085 ML 126 3149 ML
37 3015 ML 83 3088 ML 127 3150 ML
39 3016 ML 84 3089 ML 129 3152 ML
40 3016 ML 85 3090 ML 130 3153 ML
41 3017 ML 87 3091 ML 131 3155 ML
42 3017 ML 88 3093 ML 132 3156 ML
44 3019 ML 89 3095 ML 133 3160 ML
45 3020 ML 90 3096 ML 135 3162 ML
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Annexe 1 : Origine et le code MGB pour les accessions de la collection. (Suite)

ANNEXES

Code Code Origin Code Code Origin Code Code Origin
parcelle | MGB parcelle | MGB parcelle | MGB

136 3164 ML 180 9312 ML 226 16655 ML
137 3166 ML 181 9313 ML 227 16656 ML
138 3168 ML 183 9316 ML 228 16662 ML
139 3176 ML 184 9321 ML 229 16666 ML
140 3179 ML 185 9323 ML 230 16818 ML
141 3180 ML 187 9327 ML 231 Unkownl | ML
143 3191 ML 188 9331 ML 232 Unkown2 | ML
144 3193 ML 189 9338 ML 233 Unkown3 | ML
145 3194 ML 190 9358 ML 234 66022 NAC
146 3195 ML 191 9377 ML 235 66023 NAC
147 3205 ML 193 9385 ML 237 66024 NAC
149 3208 ML 194 9399 ML 238 66025 NAC
150 3209 ML 195 9401 ML 239 66026 NAC
151 3210 ML 196 9402 ML 240 66027 NAC
152 3210 ML 197 9404 ML 241 66028 NAC
153 3212 ML 198 9407 ML 242 66029 NAC
154 3213 ML 200 9409 ML 244 66030 NAC
156 3214 ML 201 9412 ML 245 66031 NAC
157 3216 ML 202 9418 ML 246 66032 NAC
158 3217 ML 203 9421 ML 247 66033 NAC
159 5037 ML 204 9428 ML 248 66034 NAC
160 5039 ML 205 9430 ML 250 66035 NAC
161 5040 ML 206 9431 ML 251 66036 NAC
162 5043 ML 207 9433 ML 252 66037 NAC
163 5920 ML 208 16555 ML 253 66038 NAC
164 5960 ML 209 16558 ML 254 66039 NAC
165 5963 ML 210 16559 ML 255 66040 NAC
166 5965 ML 212 16562 ML 256 66041 NAC
167 5966 ML 213 16563 ML 257 66042 NAC
168 5967 ML 214 16565 ML 258 66043 NAC
170 5969 ML 215 16566 ML 260 66044 NAC
171 5981 ML 216 16568 ML 261 66045 NAC
172 5985 ML 218 16571 ML 262 66046 NAC
173 5986 ML 219 16573 ML 263 66047 NAC
174 5996 ML 220 16574 ML 264 66048 NAC
175 6000 ML 221 16590 ML 266 66049 NAC
177 6098 ML 222 16601 ML 267 66050 NAC
178 6404 ML 223 16646 ML 268 66051 NAC
179 9302 ML 225 16652 ML 269 66052 NAC
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Annexe 1 : Origine et le code MGB pour les accessions de la collection. (Suite)

ANNEXES

MGB: Moroccan Gene Bank

MC: Moroccan Cultivars

ML: Moroccan Landrace

NAC : North American Cultivars

Code parcelle | Code MGB Origin Code parcelle | Code MGB Origin
270 66053 NAC 315 66092 NAC
271 66054 NAC 316 66093 NAC
273 66055 NAC 317 66094 NAC
274 66056 NAC 318 66095 NAC
275 66057 NAC 319 66096 NAC
276 66058 NAC 321 66097 NAC
277 66059 NAC 322 66098 NAC
278 66060 NAC

279 66061 NAC

281 66062 NAC

282 66063 NAC

283 66064 NAC

284 66065 NAC

285 66066 NAC

286 66067 NAC

288 66068 NAC

289 66069 NAC

290 66070 NAC

291 66071 NAC

292 66072 NAC

294 66073 NAC

295 66074 NAC

296 66075 NAC

297 66076 NAC

298 66077 NAC

299 66078 NAC

300 66079 NAC

301 66080 NAC

302 66081 NAC

304 66082 NAC

305 66083 NAC

306 66084 NAC

307 66085 NAC

308 66086 NAC

309 66087 NAC

310 66088 NAC

311 66089 NAC

312 66090 NAC

314 66091 NAC
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ANNEXES

Annexe 2 : Carte du Maroc. Présentation des régions et des sites de collectes de différentes variétés
locales de blé dur.
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ANNEXES

Annexe 3 : Marqueurs moléculaire étudiés et leurs séquences.

Code et source du Trait Geéne Type de Chr | Brin normal 1 (5'-3’)

marqueur marqueur Brin inverse 1 (3'-5)
CIMwMASSTS0157 Lipoxygénase Lox-B1 STS 4B | CTGATCGACGTCAACAAC

Carrera et al., (2007) CAGGTACTCGCTCACGTA
CIMwMASSTS0151 Amidon Wx-Al STS 7A | CCAAAGCAAAGCAGGAAACC

(Liu et al., 2005) TACCTCGGAGATGACGCTGG
CIMwMASSTS0152 Amidon GBSS—Null/Wx- | STS 4A | TGGCCTGCTACCTCAAGA

Mclauchlan et al (2001) B1 CCCTCCACCGGCTTCT
CIMwMASSTS0153 Amidon GBSS-Wx-B1 STS 4A | CTGGCCTGCTACCTCAAGAGCAACT
Saito (2009) GGTTGCGGTTGGGGTCGATGAC
CIMwMASSTS0154 Amidon GBSS—Null STS 4A | CGTAGTAAGGTGCAAAAAAGTGCCACG
Saito (2009) ACAGCCTTATTGTACCAAGACCCATGTGTG
CIMwMASSTS0160 Phytoéne synthase | Psy-Al STS 7AL | GGACCTTGCTGATGACCGAG

He et al (2008) TGACGGTCTGAAGTGAGAATGA
CIMwMASSTS0161 Phytoéne synthase | Psy-B1 STS 7B | GCCACAACTTGAATGTGAAAC

He et al (2009) ACTTCTTCCATTTGAACCCC
CIMwMASSTS0162 Phytoéne synthase | Psy-B1 STS-KAPS 7BL | GCGAGGAGTATGCCAAGACCT
Posinak et al (2007) AAGGCCGACAAACGAAACAAT
CIMwMAS0162 Amidon Wx-B1_Null SNP 4A | CATCCGTATGTAGTCCCAATTGAA

Saito et al (2009) ACCCTAGTATTGTACCTTAGTTCAAAC
CIMwMAS0113 Phytoéne synthase | Psy-A1_IND SNP 7A | GCCATCTACGGTAATCTGAAAATTCA
He et al (2008) CAATGGAGGGTCCAAACCAGGCAT
CIMwMAS0117 Phytoéne synthase | Psy-Blc SNP 7B | GTGAAGAATAAAGGCCTCAC

He et al (2009) GCCTAATTTGATTCTTCCACAC
CIMwMAS0115 Lipoxygénase Lox-B1 SNP 4B | TCCTCGGCGGCAGCGCCGAG

Geng et al (2012) TCGGGTCGTTGGCGTTGGGCTT
CIMwMAS0079 PMG TaCwi-2A SNP 2A | CCTGATGAAACAAGTTAGTCCGGTAA
Sehgal et al., 2019 CTGATGAAACAAGTTAGTCCGGTAC
CIMwMAS0095 PMG TaCwi-4A SNP 4A | TTTATTTAAAATTTGATGAACTTTTCACAAAT
Rasheed et al (2016) TTTATTTAAAATTTGATGAACTTTTCATAAAC
CIMwMAS0280 PMG TaGS5 SNP 3A | GTGCAATCTTGGACAAACATCAG
Rasheed et al (2016) GTGCAATCTTGGACAAACATCAT
CIMwMAS0081 PMG TaGW2-6A SNP 6A | AGGGTGAGACGAAAATAAATCGG
Rasheed et al (2016) AGGGTGAGACGAAAATAAATCGA
CIMwMAS0281 PMG TaGW6 SNP 4A | ACGGGCCCGAGAGCGTCGCCTTC
Rasheed et al (2016) AGTGCACGGGCCCGAGAGCGTCG
CIMwMAS0157 PMG TaSus1 SNP 7A | GATTTGATCCATGCCCTCTT

Rasheed et al (2016) GATTTGATCCATGCCCTCTC
CIMwMAS0158 PMG TaSus1 SNP 7A | CGGTATCAGGGTATCCCAACACTTTGTT
Rasheed et al (2016) CGGTATCAGGGTATCCCAACACATTGGA
CIMwMAS0159 PMG TaSus1 SNP 7A | TTGTGAATGGGGTGTCTGGTC
Rasheed et al (2016) TTGTGAATGGGGTGTCTGGTG
CIMwMASO0156 PMG TaSus1 SNP 7B | CAATTGCTTATGTTCTGTTGTACAT
Rasheed et al (2016) CAATTGCTTATGTTCTGTTGTATGG
CIMwMAS0155 PMG TaSus2 SNP 2A | AGCAATGGGGGAGACTGCTGGAGG
Rasheed et al (2016) AGCAATGGGGGAGACTGCTGGAGA
CIMwMAS0027 PMG TaSus2 SNP 2B | GCGGTGTCCTTGAGCTTCTCA
CerealsDB GCGGTGTCCTTGAGCTTCTCG
CIMwMAS0154 PMG TaTGW6 SNP 1A | CTGCGCTTCACCAACGGTGTTGACGTCA
Rasheed et al (2016) CTGCGCTTCACCAACGGTGTTGACGTCG
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ANNEXES

Annexe 4 : Electrophorése sur gel d'agarose des produits de PCR du marqueur GBSS (STS).
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ANNEXES

Annexe 6 : Electrophorese sur gel d'agarose des produits de PCR du marqueur PSY1-F5/R5 (STS).
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ANNEXES

Annexe 7 : Electrophorese sur gel d’agarose des produits de PCR du marqueur PSY-Al (STS) en
utilisant ’appareil « Fragment Analyser™ Automated CE System».
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ANNEXES

Annexe 8 : Electrophorése sur gel d’agarose des produits de PCR du marqueur du marqueur YP7B-1
(STS) sur le gel d’agarose en utilisant I’appareil « Fragment Analyser™ Automated CE System».
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ANNEXES

Annexe 9 : Diagrammes de dispersion (Squatter plot pour le test KASP) pour certains marqueurs de
SNPs. a : Diagramme de clustering pour TaCwi-4A ; b : Diagramme de clustering pour GS5-2334, c :
Diagramme de clustering pour TaSus1-7A, d : Diagramme de clustering pour Lox-B1.
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