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Résumé

L’exploitation de la richesse allélique des populations locales de blé dur, qui sont bien
adaptées a leur environnement d’origine, dans les programmes d’amélioration génétique est
devenue une nécessité, pour faire face au changement climatique et pour répondre aux
exigences du marché pour une bonne qualité de la semoule, particulierement sur le plan

richesse en caroténoides (pigments jaunes).

Dans cette optique, les objectifs de cette these consistent a i) étudier pour la premiere
fois la diversité génétique et la structure de la population de 196 lignées issues de six
populations locales tunisiennes utilisant une nouvelle technologie de génotypage a tres haut
débit (DArTseq), ii) a évaluer le potentiel de ce germpolasme pour la richesse en caroténoides
dans le grain, en investiguant les effets génétiques, environnementaux et interaction
génotype*environnement dans les conditions climatiques tunisiennes et ii) a identifier chez
ces populations locales des QTL associés a la teneur en caroténoides moyennant 1’étude

d’association pan-génomique (GWAS).

La technologie DArTseq utilisée pour génotypager les 196 lignées, moyennant 16 148
marqueurs DArT polymorphes et informatifs, qui couvraient la totalité des génomes A et B, a
montré une performance élevée. L’analyse de la structure de la population avec 1’analyse
discriminante des composantes principales (DAPC) a permis de distinguer cing groupes avec
les populations Mahmoudi et Biskri qui forment le méme pool génétique, alors que la
population Jenah Zarzoura qui constitue le groupe le plus distant. L'analyse de la variance
moléculaire (AMOVA) a montré que la variation génétique était entre les populations locales
plutét qu’a [Dintérieur de celles-ci. La DAPC des populations locales tunisiennes,
méditerranéennes et de 'ouest de I’Asie a montré une similitude génétique entre les
populations locales tunisiennes et nord-africaines, a I'exception de la population Jenah

Zarzoura qui reste toujours la plus éloignée.

Les analyses de caroténoides ont montré que les populations locales tunisiennes
posseédent une grande variabilité pour la teneur totale en caroténoides (TCC) et pour I’indice
du jaune (1J). La comparaison des moyennes de l’indice du pigment jaune dans six
environnements et de la teneur totale en caroténoides dans deux environnements a montré que
certaines populations locales présentent d’une part des teneurs en caroténoides plus élevées

que les variétés améliorées tunisiennes et d’autre part certaines lignées issues des populations



Jenah Khotifa ont des teneurs plus éleveées que le meilleur témoin des lignées élites de
I’ICARDA. L’héritabilité¢ attendue H2 de I’indice du jaune et de la teneur totale en
caroténoides dans tous les environnements est trés elevée, allant de 0,72 & 0,95 et de 0,89 a
0,95, respectivement. Cette étude a pu montrer un effet génotype prédominant et une
interaction environnement*génotype minime pour 1’indice du pigment jaune. L’analyse de
régression pas a pas a révélé que les composantes de rendement contribuent plus a
I’augmentation de I’indice du pigment jaune, et plus particuliérement le rendement en grains
(R? = 0.33, au seuil de signification 5%) a un effet direct et positif sur ce trait en utilisant

I’analyse «pathy.

L’étude d’association pan-génomique utilisant la technologie DArTseq chez la
collection tunisienne de blé dur étudiée a permis d’identifier 29 QTL significativement
associés a I’indice du jaune évalué dans six environnements, et 12 QTL significativement

associés a la teneur totale des caroténoides évaluée dans deux environnements.

Dans cette these, nous avons démontré que les populations locales Tunisiennes
possedent un potentiel pour la richesse en caroténoides dans tous les environnements, qui
pourrait €tre utilisées dans des programmes d’amélioration génétique, ainsi que NOUS avons
identifi¢ de QTL stables pour I’indice du jaune et la teneur totale en caroténoides, qui
pourront étre utilisées dans la sélection assistée par marqueurs «Marker assisted selection ou
MAS» pour les teneurs élevées en caroténoides dans les conditions environnementales

Tunisiennes.

Mots clés: Populations locales; blé dur; DArTseq; Diversité génétique; structure de la
population; caroténoides; GWAS; QTL.
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Introduction générale

Le blé dur est parmi les cultures les plus importantes au monde. Il est cultivé sur
environ 13 millions d'hectares avec une production aux alentours de 39,1 Mt en 2017 (Conseil
international des grains, Grain Market Reports, 2017). Il est principalement cultivé dans les
pays riverains du bassin méditerranéen et sa culture s'est étendue a I'Inde, au Mexique, a
I'Amérique du Nord et a la Russie (Gioia et al., 2015; Bonjean et al., 2016). L'Afrique du
Nord cultive environ 2,5 millions d'hectares de blé dur, dont environ 1 million d'hectares en
Tunisie. Il est principalement utilisé pour la production des pates et d’autres produits

alimentaires dérivés.

Les populations locales sont toujours cultivées selon les systemes agricoles traditionnels
et sont trés appréciées pour les plats locaux tels que le frikeh, burghul, couscous, mais leurs
superficies sont considérablement réduites avec 1’adoption massive de nouveaux cultivars

commercialisés depuis les années 1970 (Daaloul et al., 1998; Deghais et al., 2007).

Le blé dur est une céréale allo tétraploide autogame (2n = 4x = 28, AABB) provenant
d'un croisement entre Aegilops speltoides (SS) et Triticum urartu (AA). Cette céréale a été
domestiqué a partir de blé primitif (Triticum turgidum ssp dicoccum) dans le croissant fertile
il y a environ 10000 ans (Salamini et al., 2002; Dvorak and Akhunov 2005; Feldman and
Kislev 2007; Matsuoka 2011; Zohary et al., 2012). Les régions de 1’ Abyssinie et de I'Afrique
du Nord sont considérées parmi les centres secondaires de diversité pour le blé dur (Vavilov
1951). La Tunisie, qui fait partie du centre secondaire de la diversité du blé dur, possede une
riche diversité en termes de populations locales et d’espéces sauvages apparentées (Boeuf
1932; Lala, et al. 2018).

Les variétés locales de blé dur sont considérées comme un matériel génétique parental
précieux pour les programmes d'amélioration du blé dans le monde entier. La base des
données Genesys (http://www.genesys-pgr.org) contient 60 488 accessions de blé dur, dont 22
600 sont des populations locales. La banque de génes du Centre International de Recherche
Agricole dans les Zones Arides (ICARDA) détient I'une des plus grandes collections de blé
dur, avec plus de 20 531 acquisitions, dont plus de 65% sont des populations locales. La
banque Nationale de Génes Tunisienne (NGBT) détient un total de 4 000 accessions de blé

dur, dont la plupart sont des lignées pures issues des populations locales collectées.

Les populations locales ou «landraces» Tunisiennes sont bien adaptées a un large

éventail d'environnements, ils sont génétiquement diverses, et ils sont considérées comme un
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important réservoir de génes utiles pouvant étre exploités dans les programmes de sélection
du blé (Daaloul et al., 1998; Khoufi et al., 2012; Lopes et al., 2015).

Une grande diversité génétique de blé dur Tunisien local a été rapportée en utilisant les
caractéres morphologiques, agronomiques, physiologiques et biochimiques (Deghais et al.,
2007; Sourour et al., 2010). Sourour et Hajer, (2008) ont montré une diversité phénotypique
importante du matériel génétique Tunisien estimée a 0,77 en utilisant les indices de Shannon-
Weaver (Sourour and Hajer, 2008). Plusieurs techniques de marqueurs moléculaires ont été
utilisées pour évaluer la diversité génétique chez le blé, depuis les RFLP, les RAPD, les ISSR,
les AFLP, les EST — SSR (Ya et al., 2017), les DArT jusqu’aux SNP (Khan et al., 2014;
Sohail et al.,, 2015). Toutefois, la caractérisation moléculaire des populations locales
Tunisiennes est rare bien que Medini et al., (2005) ont signalé une diversité génétique élevée

entre 33 cultivars Tunisiens anciens utilisant 15 marqueurs SSR (Medini et al., 2005).

Actuellement des progres énormes en génomique ont été enregistrés grace a la
construction d'une carte génétique consens a haute densité basée sur les SNP et au
développement de plusieurs plateformes de séquencage de prochaine génération (NGS)
(Borrill et al., 2015; Maccaferri et al., 2015). La méthode de génotypage «Axiom 35K array»
a eté utilisée pour génotyper un panel de 370 entrées de blé dur et a permis de différencier
entre les variétés améliorées et les populations locales et de montrer que I'Ethiopie et le
Moyen-Orient possédent le niveau de diversité allélique le plus faible par rapport aux autres
régions (Kabbaj et al., 2017). De nombreuses études ont montré que le génotypage par
séquencage (GBS) était de plus en plus adopté comme une technique moléculaire rapide et
peu colteuse permettant i) la couverture des marqueurs essentiellement de type SNP ou DArT
sur le génome entier (Holtz et al., 2016), ii) la découverte des SNP, et iii) le génotypage et
l'analyse de la variabilité génétique chez différentes espéces cultivées, y compris les
populations locales blé dur (He et al., 2014; Alipour et al., 2017; Sieber et al., 2017). La
technologie DArTseq ™ a été appliquée avec succes pour les espéces ayant de grands
génomes tels que I'orge (Wenzl et al., 2004) et des génomes polyploides ou / et complexes tels
que le blé tétraploide et hexaploide (Akbari et al., 2006; Sohail et al., 2015). L’approche
DArTseq ™ basée sur le séquengage avec une lecture rapide utilisant Illumina s’est révélée
efficace pour étudier la diversité génétique des populations locales de blé dur syrien et turque
(Sansaloni et al., 2011; Baloch et al., 2017), de blé tendre (Li et al., 2015b), de pasteques et
d’haricots (Yang et al., 2016; Valdisser, et al., 2017). Cette technologie puissante pourra

constituer un outil efficace et utile pour caractériser les populations locales Tunisiennes.
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Dr’ailleurs des études menées sur les variétés locales méditerranéennes ont montré
qu’elles possédent des traits de qualités désirables qui sont absentes chez les cultivars
modernes (Moragues et al., 2006). Récemment, la teneur en pigment jaune ou caroténoides est
devenue un critere important dans I'évaluation de la qualité de la semoule et joue un role
particulierement important dans la détermination de la qualité commerciale et nutritionnelle
des produits finis tels que les pates, due a I’appréciation de la couleur jaune par les
consommateurs. Cette couleur est le résultat de la concentration des caroténoides ou pigments
jaunes dans le grain, due a la présence des xanthophylles dans 1’endosperme, principalement
la lutéine et d’autres composés apparentés (Hentschel et al., 2002). Les caroténoides jouent
également un réle important dans la santé humaine grace a leurs roles antioxydants
(Eggersdorfer et Wyss, 2018) et il a été démontré par plusieurs études que ces caroténoides

sont impliqués dans la protection des plantes du stress photo oxydatif (Havaux, 2014).

Chez le blé dur, les teneurs en pigments jaunes sont relativement adéquates entre 4 a 8
ppm (Troccoli et al., 2000) comparativement aux autres types de blé. Différentes méthodes
ont été utilisées pour estimer la teneur la teneur en caroténoides (pigments jaunes) telles que:
i) la méthode indirect basée sur le systeme colorimétrique | *, a *, b * (CIE, Commission
internationale de 1'éclairage, 1986) dont I’indice b* a été prouvé hautement corrélé avec la
teneur totale en caroténoides. Cette méthode est considérée comme une méthode rapide
largement utilisée par les industries producteurs des pates et les améliorateurs; ii) la méthode
de référence AACC 14-50 (Committee 2000) et plus récemment la méthode AACC 14-6-01
(Abdel-Aal et Rabalski, 2012) qui ont montré une corrélation significative avec la
chromatographe en phase liquide a haute performance (HPLC). Ces deux méthodes sont
basées sur I’extraction des caroténoides totaux par I’eau saturée en n butanol (WSB) suivie
d’une mesure spectrophotométrique; et iii) la méthode HPLC qui est performante pour la
séparation, 1’identification et la mesure des différentes composantes des caroténoides
(Fratianni et al., 2005).

En effet, la teneur en caroténoides (pigments jaunes) a été évaluee majoritairement chez
les variétés modernes ou les lignées élites issues de croisements. Par contre, malgré la grande
diversité et la richesse allélique des populations locales de blé dur (Fayaz et al., 2013; Lopes

et al., 2015), ce caractére n’a pas été exploité.

La teneur en pigment jaune est un trait quantitatif complexe, fortement influencé par le
génotype et presente une héritabilité elevée (Elouafi et al., 2001; Clarke et al., 2006; Roncallo

et al., 2012; Guzman et al.,, 2016). Toutefois, certains travaux ont décrit un effet
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environnemental important (Roncallo et al., 2012), d’autres au contraire ont mentionné plutot
un effet minime (Elouafi, et al. 2001; Clarke, et al. 2006; Guzman, et al. 2016). D’autre part,

I’effet interaction génotype* environnement est tres peu €lucidée.

La teneur en pigment jaune dans le grain est un trait polygénique, contr6lé par deux loci
majeurs a effet additifs, les loci PSY1A et PSY1B codant pour la phytoéne synthase
impliquée dans la chaine de biosynthése des caroténoides, dont il a été rapporté qu’ils sont
localisés sur les chromosomes 7A et 7B, respectivement (Elouafi et al., 2001; Patil et al.,
2008; Colasuonno et al., 2014; Patil et al., 2018). Plusieurs autres QTL mineurs ont été
identifiés sur les chromosomes 1A, 1B, 2A, 3A, 3B, 4A, 4B, 5A, 5B et 6B (Hessler et al.,
2002; Pozniak et al., 2007; Patil et al., 2008; Zhang et Dubcovsky, 2008; Howitt et al., 2009).
La majorité des QTL décrits ont été identifiés par le biais de la cartographie des QTL bi-
parentale traditionnelle («QTL mapping») utilisant un nombre restreint de marqueurs. Tres
peu parmi ces QTL ont été utilisés dans les programmes de sélection. Actuellement,
I’association pan génomiques (GWAS) ou cartographies d’association (AM), qui est basée sur
le déséquilibre de liaison (LD), est devenue une approche puissante de la cartographie
génétique en fournissant une haute résolution des loci détectés, en raison de la présence d’une
diversité génétique élevée et I’historique de recombinaison des alléles dans la population. La
majorité des études de cartographie d'association qui ont été menées pour disséquer la base
génétique de la teneur en pigments jaunes ont utilisé des lignées issues de programmes
d’améliorations avec soit un nombre restreints de marqueurs de type SSR (Reimer et al.,
2008), soit le génotypage a haut débit de type lllumina 90K Infinium iSelect (N’Diaye et al.,
2017; N'Diaye et al., 2018). Cependant, Rosello et al., (2018) avaient décrit ’efficacité de la
technologie DArTseq dans la détection de 21 QTL associés a 1’indice du jaune de la semoule
dans une collection de 165 populations locales originaires de 21 pays meéditerranéens, dont le
marqueur wWPt-3729 pourrait étre utilisé dans la sélection assistée uniquement chez les
populations locales de I’Est de la Méditerranée et les cultivars améliorées, en dépit de leurs
richesses en caroténoides comparativement a ceux de I’Ouest de la Méditerrané. Aucune
¢tude de GWAS pour ce caractére n’a validé la stabilité des QTL identifiés dans différents

environnements.
Dans ce projet de these, les objectifs sont comme suit:

1) Etudier pour la premiere fois la diversité génétique et la structure de population d’une
collection constituée de 196 lignées de blé dur issues de six populations locales Tunisiennes

utilisant une nouvelle technologie de génotypage DArTseq™.
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2) Evaluer les teneurs totales en caroténoides (pigments jaunes) chez 196 lignees de blé

dur issues de six populations dans six environnements.

3) Identifier des QTL associés a la teneur totale en caroténoides (pigments jaunes) chez

une collection de 196 lignées de blé dur issues de six populations locales
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CHAPITRE 1: Synthese bibliographique
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I. Taxonomie du blé dur

Le blé dur est une plante annuelle autogame appartenant a la classe des
Monocotylédones, a la famille des Gramineae ou Poaceae et a la tribu des Triticeae qui
renferme les céréales les plus cultivées appartenant aux genres; Triticum ssp. (le blé); Hordeum

ssp. (l'orge) et; Secale ssp (le seigle).

La classification du genre Triticum ssp a évoluée au cours du temps en se basant au
début sur des criteres morphologiques et physiologiques (Von Linne, 1800), ensuite sur des
criteres morphologiques et cytologiques (Sakamura, 1918), permettant de separer les blés en
trois groupes en tenant compte du nombre des chromosomes: Le groupe des blés diploides (14
chromosomes), le groupe des blés tétraploides (28 chromosomes) et le groupes des blés

hexaploides (42 chromosomes).

Selon Mac Key, (2005) classification des blés basée sur la combinaison des critéres
morphologiques, physiologiques, cytologiques, biochimiques, génétiques et évolutifs est la
plus adoptée décrivant le blé dur (Triticum turgidum ssp. durum) comme un blé tétraploide
(2n = 28) de genome BB AA (Mac Key, 2005) (Tableau 1).

Tableau 1. Classification du genre Triticum selon Mac Key, (2005).

Génome Especes Nomenclature courante
Diploides AA T. monococcum L.
ssp. boeticum (Boiss.) MK T. boeoticum Boiss.
Ssp. monococcum T. monococcum L.
T. urartu Tum. T. urartu Tum.
Tétraploides AABB T. turgidum (L.) Thell.

ssp. dicoccoides (Kérn) Thell. T. dicoccoides (Korn)

Schweinf.

ssp. dicoccum (Schrank) Thell. ;’.c:fjc(eok)cium (Schrank)
ssp. paleocolchicum (Men.) MK. T. paleocolchicum Men.
ssp. turgidum L.

conv. turgidum L T. turgidum L.

conv. durum (Desf.) MK. T. durum Desf.

conv. turanicum (Jakubz.) MK. T. turanicum Jakubz.

conv. polonicum (L.) MK. T. polonicum L.
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conv. aethiopicum Jakubz. T. aethiopicum Jakubz.

AAGG T. timopheevi Zhuk.
ssp. araraticum (Jakubz.) MK. T. araraticum Jakubz.
ssp. timopheevi Zhuk. T. timopheevi Zhuk.

Hexaploides AABBDD T. aestivum (L.) Thell.

ssp. compactum (Host.) MK. T. compactum Host.
ssp. macha (Dek. et Men.) MK. T. macha Dek. et Men.
ssp. spelta (L.) Thell. T. spelta L.
ssp. sphaerococcum (Perc.) MK. T. sphaerococcum Perc.
ssp. vavilovii (Tum.) Sears T. vavilovii (Tum.) Jakubz.
ssp. vulgare (Vill.) MK. T. aestivum L.

AAAAGG T. zhukovskyi Men. Et Er. T. zhukovskyi Men. et Er.

II. Origine du blé dur

Le blé est parmi les plantes les plus anciennement cultivées par ’homme (Darwin et
Royer, 1862). L’origine géographique et temporelle ont été¢ un sujet de débats en émettant
plusieurs théories et hypothéses (Tanno et Willcox, 2006). Des études archéologiques,
botaniques et phylogénétiques ont révélé I’existence de 1’ancétre sauvage du blé dés la
période du Néolithique, il y’a environ 10 000 ans dans le Croissant fertile du Proche-Orient,
plus précisément dans une petite zone centrale localisée dans I’amont de la région de Tigre et
les rivieres d’Euphrate, qui correspond actuellement au Sud Est de la Turquie et le Nord de la
Syrie (Lev-Yadun et al., 2000). La transition de 1’¢re Paléolithique a I’ére Néolithique connue
sous le nom de révolution néolithique était a l'origine de 1’émergence de la civilisation
humaine et des premieres communautés agraires qui ont permis le développement de
I’agriculture suite au changement du mode de vie chasseur-cueilleur au mode de vie
sédentaire et cultivateur en utilisant des outils et des techniques de cultures innovantes

appropriées (Harman 2008; Faris 2014).

Dans le levant qui est considéré comme le berceau de ’agriculture riche en biodiversité
particulierement les céréales, les habitants ont probablement exploité les peuplements naturels
avant de domestiquer les blés tétraploides (Gepts, 2004). Au début de la période du Dryas
entre 8900 et 7000 av. JC., une succession d’épisodes climatiques de froid et de sécheresse

contraignaient les civilisations humaines du levant et avaient abouti a la migration des
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populations avec leurs savoir-faire de cette zone centrale vers d’abord tout le croissant fertile

et ensuite de proche en proche vers d’autres continents (Figure 1).

Auriau, (1967) a reporté les travaux de Vavilov qui avait décrit trois centres d’origine

primaire et secondaire du genre Triticum.

La Tunisie faisant partie de I'Afrique du nord est considérée comme un centre

secondaire de diversité du blé dur (Beeuf, 1932).

QOrigine de
Tricum turgidum

Diffusion de
Triboum turgyduns

Légende
Figure 1: Origine > du blé dur et sa diffusion (Bonjean, 2001).

III. Domestication, évolution et génétique du blé dur

La domestication des blés est un processus de sélection continue par I’homme. Elle est
apparue il y’a probablement plus que 10000 ans dans la zone du levant ou croissant fertile
(Feldman et Kislev, 2007; Zohary et al., 2012). Des études phylogéniques et archéologiques
ont décrit que le blé diploide sauvage Triticum urartu (2n = 2x = 14), ayant le génome A"A" a
joué un réle essentiel dans 1’évolution des blés tétraploides en contribuant avec le génome A"
qui est a ’origine du progéniteur sauvage tétraploide identifi¢ comme étant I’emmer sauvage
Triticum dicoccoides (2n = 4x = 28), de génome A"A"BB, suite a une hybridation spontanée
avec le génome BB d’une herbe sauvage appartenant au genre Aegilops proche de 1’espéce

Aegilops speltoides.

L’histoire de la domestication des blés est trés complexe due a plusieurs facteurs, parmi

lesquels nous citons: le changement du mode de vie cueilleur- chasseur au mode de vie
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sédentaire et cultivateur, les changements climatiques, 1’expansion démographique et la

migration humaine (Tanno et Willcox, 2006; Dubcovsky et Dvorak, 2007).

Selon plusieurs auteurs, la domestication des blés peut étre répartie en deux phases
(Figure 2): Une premiére phase considérée comme une domestication primaire qui correspond
a I’évolution de ’emmer sauvage caractérisé par des semences dormantes, un rachis fragile et
des grains vétus vers I’emmer domestiqué (Triticum turgidum ssp.dicoccum), qui est a
I’origine du premier blé tétraploide domestiqué, due a la sélection de ’homme des épis ayant
un rachis non fragile pour optimiser le processus de la récolte (Tanno et Willcox, 2006;
Zohary et al., 2012). Une deuxiéme phase considérée comme une domestication secondaire
marquée par une série de modifications génétiques décrites comme le syndrome de
domestication affectant des traits morpho-physiologiques clefs (graines nues et de grandes
tailles, épis avec rachis solides, port dressé de la plante, dormance des graines réduite, mode
de reproduction autogame, réduction du nombre de talles). Ces changements étaient
principalement dus aux mutations des principaux genes caractéristiques de 1’évolution du blé;
notamment les genes Br, Tg et Q conférant un rachis fragile, une glume tenace et une graine
décortiquée, respectivement (Dubcovsky et Dvorak, 2007; Peng et al., 2011; Avni et al., 2017
Hughes et al., 2019) et sont a 1’origine de I’apparition du blé tétraploide Triticum turgidum

ssp. durum (Figure 3).

Durant la seconde phase, il semblerait que le blé tétraploide Triticum turgidum ssp.
durum était cultivé en mélange avec d’autres céréales ainsi que I’emmer domestiqué au
niveau du proche orient et du bassin méditerranéen jusqu’il devienne une culture dominante.
Depuis lors, le blé dur s'est étendu a des zones géographiques encore plus éloignées et son
expansion a suivi de prés la migration humaine et il s’est adapté aux conditions
environnementales et climatiques de chaque région induisant une grande variabilité génétique

et des modifications dans le contrdle physiologique, agronomique et technologique.
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De nos jours, le blé dur est principalement cultivé dans le bassin mediterranéen qui

comprend le sud de 1'Europe, 1'Afrique du Nord et 1’ Asie de I’Ouest.

Wild Diploid Wheat Goat Grass 1 Years Before
Triticum urartu Aegilops speltoides Present (yr BP)
iB
o \ / . 300,000-500,000
Wild Emmer Goat Grass 2
Triticum dicoccoides Aegilops tauschii
wild AABB i' DD
Cultivated 10,000
Cultivated Emmer
Triticum dicoccum

il AABB ~a 9,000
A =
. Spelt
Triticum spelta
AABBDD
‘Hulled’ or enclosed grains
AABB Free-threshing grains A\ABBDD 8,500
Macaroni Wheat Bread Wheat
Triticum durum Triticum aestivum

Figure 2: Evolution des blés depuis I’ancétre sauge diploide jusqu’au blé dur et tendre
moderne (reproduite a partir de http://www.newhallmill.org.uk/wht-evol.htm).

Emmer sauvage Emmer domestiqué Blé dur Blé tendre

BBAA ; BBAADD

[ Grains vétus (q, Tg) Grains nus (Q, tg)

Figure 3: Evolution de la morphologie de 1’épi chez le blé; (A): Rachis fragile; (B a D):
Rachis non fragile; (A et B): grain velu (C et D) grain nu. (A): le blé emmer sauvage (T.
dicoccoides); (B): L’emmer domestiqué (T. dicoccum); (C): le blé dur (T. durum), et (D): Le
blé commun (T. aestivum). Barres d’échelle en blanc represente 1 cm. Les lettres dans le coin
inférieur droit indiquent la formule du génome de chaque type de blé. Symbols des genes, Br

rachis: fragile, Tg: glumes tenace, et Q: Epi de forme carrée (reproduite a partir de Dubcovsky
et Dvorak, 2007).
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IV. Types des ressources génétiques du blé dur

Les techniques de domestication et d’utilisation du blé tétraploide n’ont cessé
d’évoluer au cours du temps afin de subvenir aux besoins et exigences croissantes de
I’homme. La diffusion de cette culture dans des zones géographiques différentes a engendré
une adaptation a de nouvelles conditions environnementales, une utilisation de pratiques
culturales appropriées et un développement de méthodes de sélection. Nous distinguons ainsi

difféerents types de ressources génétiques de blé dur.
1. Population locale ou variété ancienne

Une population locale est synonyme d’une variété ancienne, d’une variété
locale, d’une variété paysanne, ou encore d’une «landracey», qui peut étre définie comme un
ensemble d’individus d’une méme espeéce qui a été sélectionnée et cultivée depuis des milliers
d’années et qui est adaptée aux conditions environnementales locales et aux méthodes de
cultures employées pour satisfaire les besoins socio-culturels et économiques des

communautés paysannes.

Les populations locales sont alternativement appelées variétés traditionnelles
portant un nom folklorique attribué par le paysan qui reflete son réle innovateur (Jaradat,
2013).

2. Variété améliorée ou moderne

La fin du 18°™ siécle est marquée par une prise de conscience des agriculteurs
innovants en développant des méthodes de sélection systématique des plantes et en démarrant
d’une maniere consciente et inconsciente le processus d’amélioration génétique. Au cours du
20°M siécle, la découverte des lois mendéliennes sur ’hérédité et la maitrise du mode de
reproduction des plantes a contribué a la création de variétés améliorées ou modernes issues
de croisements contr6lés pour un nombre de caracteres utiles sur plusieurs générations a partir

de deux lignées parentales.

Actuellement selon les criteres de I’UPOV (Union pour la protection des
obtentions végétales), une variété améliorée ne pourrait étre inscrite que lorsqu’elle répond
aux critéres de distinction, d’homogénéité et de stabilité afin de garantir son potentiel vis-a-

vis de certains traits aux utilisateurs.

12 /164



3. Lignée pure

Au début du XXe siecle, le botaniste danois Wilhelm Johannsen a défini la
lignée pure comme étant un groupe d’individus descendants d’un unique individu autofécondé
et qui sont génétiquement identiques et homozygotes pour tous les caractéres en raison d’une

consanguinité prolongée (Johannsen, 1903).
V. Histoire du blé dur en Tunisie

La diffusion du blé tétraploide a partir du Nord-Ouest du levant vers I’ Afrique du Nord
a suivi plusieurs courants. La voie la plus ancienne est terrestre, qui a commencé a partir de
I’Egypt et s’est poursuivi au Sud vers le Soudan et I’Ethiopie et au Nord vers la Lybie de I’Est
(Bonjean, 2001). La seconde voie est maritime, d’abord a partir de la Gréce et la Créte vers la
Lybie et ensuite a partir de la péninsule de Sicile pour parvenir aux cotes de la Tunisie, du
Maroc et de I’Algérie (Feldman, 2001). En Tunisie, Beeuf, (1932) a indiqué I’existence des
représentants de blé de Pologne (Triticum polinicum L.) et I’introduction des variétés de blé
de poulard (Triticum turgidum. L), il avait également décrit que la Tunisie renferme un grand
nombre de variétés locales ce qui a fait considérer ce pays comme un centre secondaire de
diversité. D’aprés Ducellier, (1920), I’invasion des arabes a induit une hybridation spontanée
entre les formes locales existantes et celles importées donnant naissance a une grande

diversité des populations locales tunisiennes (Ducellier, 1920).

Beeuf, (1932) avait classé les populations locales tunisiennes en 4 groupes en se basant

sur les appellations des paysans et sur la couleur de la glume et de 1’épi (Tableau 2):

Le premier groupe représenté par les variétés Agili, Biskri, Mahmoudi, Sbei, Adjini et
Aouedj qui sont caractérisées par des barbes noires et des glumes blanches.

Le deuxieme groupe est caractérisé par des barbes blanches et des glumes blanches et
représenté par la variété Derbessi. Des barbes rousses ou noires et des glumes rousses
caractérisant le troisieme groupe qui comporte les varietés Souri, Azizi, Bidi, Hmira et Mekki
et le 4 éme groupe représenté par les variétes Medea et Jenah Khotifa qui sont caractérisées

par des épis noirs et des glumes noires violacées.
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Tableau 2: Classification des populations locales de blé dur par Beeuf, (1932)

Groupe Couleur de I’épi et de la glume Population Origine
Groupel - Glume blanche Agili Maroc
- Barbe noire Biskri Algérie
Mahmoudi Algérie
Sbei Tunisie
Adjini Origines diverses
Aouej Maroc
Groupe 2 - Glume blanche Derbessi Tunisie
- Barbe blanche
Groupe 3 - Glume rousse Souri Tunisie
-Barbes rousses ou noire Azizi Origines diverses
Bidi Maroc
Bidi 17 Algérie
Hmira Centre de la Tunisie
Groupe 4 - Glume noires violacées Medea Algérie
-Barbes noire Jenah Khotifa Nord de la Tunisie

Au début du 20°™ sigcle, Frangois Boeuf a démarré le programme d’amélioration
génétique du blé en Tunisie. 1l était basé durant la période 1913-1930 sur 1’exploitation de la
variabilité génétique a I’intérieur des populations locales et celles étrangéres introduites,
particuliecrement d’origine méditerranéennes. L’objectif était 1’obtention de populations
homogeénes capables de résister a la rouille noire, a la sécheresse et ayant une bonne qualité
technologique telles que les lignées pures issues des populations Mahmoudi (introduite de

1’Algérie) et celles de Chili (introduite de la France).

L’amélioration du blé¢ dur en Tunisie a connu par la suite une évolution au cours du
temps en passant par différentes phases selon des objectifs bien définis. A partir de 1927, une
premiére hybridation a été conduite entre des populations locales et des populations
méditerranéennes pour donner des variétés semi naines dans une premiére phase caractérisées
par une précocité, un meilleur rendement et une meilleure qualité technologique mais
sensibles aux maladies telles que les variétés Syndiouk-Mahmoudi, D77, D115 et D117,
ensuite une deuxieme phase avec d’autres variétés caractérisées par une précocité et une
résistance aux maladies telles que les variétés INRAT 69 et Badri. A partir de 1970, un
programme national de collaboration entre la Tunisie et les centres internationaux, le Centre
International d’Amélioration du Bl¢ et du Mais (CIMMYT) et le Centre internationale des
recherches agricoles dans les zones arides (ICARDA) a été créé suite a I’introduction de
variétés étrangeres et leur exploitation avec celles locales pour augmenter la production

ceréaliére dans le pays. Ce programme a abouti a la création de plusieurs nouvelles variétés:
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Amel 72 et Magherbi 72 (en 1972); Ben Bechir (en 1978), Karim (en 1980), Razzek (en
1987), Khiar (en 1992) et Om Rabia (en 1996) (Ammar et al., 2016).

Les programmes de recherches n’ont cessé de développer jusqu'a nos jours des variétés
de plus en plus adaptées aux conditions environnementales défavorables et ayant une
résistance aux maladies fongiques, parmi lesquelles on distingue les variétés Nasr, Maali,
Salim et recemment INRAT 100.

VI. Importance économique du blé dur

1. ATéchelle mondiale
Selon les statistiques de I’lGC «International Grains Council», la production mondiale
de blé dur est estimée a 39.4 millions de tonnes au cours de la compagne 2017-2018 et
montre une nette augmentation d’environ 400 millions de tonnes par rapport a 2014 expliquée
par ’augmentation de la demande, de la consommation et de 1’utilisation industrielle de cette

céréale, malgré qu’elle ne représente que 5% de la production du blé (blé dur et blé tendre)

(Figure 4).

A/ Evolution de la production B/ Production mondiale de blé dur par région
mondiale de blé dur (Millions de tonnes)

Others, 22%., rEU, 23%

39.9

0 39.4
39
38
o Tunisia, 3%__| S
36 ; =
35 345 Morocco, 5% _— ;
o Algeria, 5% _—
33
” Kazakhstan, 5% ./
31 USA, 6% i

;/\Canada, 15%
2014-15 2015-16 (Est.) 2016-17 (f) 2017-18 (f) Mexico. 6% Turkey, 10%

Figure 4: Production mondiale de blé dur; A: Evolution de la production mondiale de
blé dur en millions de tonnes; B: Production mondiale de blé dur par région. Source: IGC,
2017.

Les principaux producteurs sont 1’Union Européenne (23%), le Canada (15%), la
Turquie (10%), le Mexique et les Etats-Unis (6%, chacun respectivement) (Figure 4). Les
pays du bassin méditerranéen représentés par les régions de 1’Afrique du Nord, du Proche
Orient et du sud de I’Europe contribuent a 75% de la production mondiale. Cependant, malgré
I’importance de cette culture qui constitue la principale source alimentaire dans ces pays, la
production est marquée par une irregularité inter annuelle qui est largement influencée par les

conditions climatiques contraignantes inter annuelles (Périodes de sécheresse).
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2. Al’échelle nationale

Le blé dur en Tunisie est considéré comme une culture stratégique en raison de son
importance économique, socio-culturelle et son rdle agro-alimentaire et dans la sécurité
alimentaire du pays. Parmi les céréales cultivées, le blé dur représente 70% de la production

nationale céréaliére.

L’évolution des superficies emblavées par cette culture durant la période 1984-2016 a
montré une tendance en baisse a partir de ’année 2007. La majorité¢ des superficies de cette
culture est située dans les régions du nord et sont conduites en pluviale et au centre ou cette
culture est conduite en irrigué. Les rendements et les productions annuels du le blé dur
fluctuent d’une année a une autre en raison de plusieurs facteurs, parmi lesquels: la
pluviométrie qui constitue une des contraintes climatiques majeurs, le choix de la variété
cultivée, et le paquet technologique utilisé. Cependant, une nette amélioration des rendements

a €té observée, a partir de 2002, justifiée par ’augmentation des prix a la production.

VII. Eco physiologie du blé dur

1. Morphologie du blé dur

Le blé dur est une plante annuelle, herbacée et autogame composée d’un appareil

végétatif et d’un appareil reproducteur.

2. L’appareil végétatif
L’appareil végétatif du blé dur comprend un systéme aérien et un systéme radiculaire.
Le premier est formé de talles portant a leurs extrémités des inflorescences de type épi et se
rassemblant & la base pour former le plateau de tallage. Chaque talle est formé d’une tige
portant des entre nceuds séparés par des nceuds alternes a partir desquels se différentient les
feuilles. La tige feuillée principale est appelée le maitre brin. Le second comprend de racines

primaires ou séminales et des racines secondaires ou coronales.

3. L’appareil reproducteur
a. L’épi
Un épi de blé dur est composé de deux rangées d’épillets disposés en position alterne de
part et d’autre d’un axe central appelé rachis. Chaque épillet est pourvu de deux glumes a sa
base et de 3 a 5 fleurs apétales dont chacune est composée de 3 étamines et d’un ovaire et
enveloppée par deux glumelles (Figure 5). Les fleurs sont cléistogames et hermaphrodites et

le mode de reproduction du blé dur est a 95% autogame.
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1.épillet de blé 2. Fleur isolée 3. Fleur ouverte épi ’

G: Glumes // g:glumelles // O : Ovaire
F:Fleur // S : Stignate // e: étamines

Figure 5: Morphologie de 1’épi de blé dur (Flandrin, 1949).

b. Le grain du blé dur
Le grain de blé dur est un fruit indéhiscent appelé caryopse et qui est composé de trois
parties (Feillet, 2000) (Figure 6):

» L’albumen représente 80 a 85% du grain. Il est constitu¢ d’une couche a
aleurone riche en protéines, pentosanes, éléments minéraux et de lipides ainsi
que de I’albumen amylacé qui forme les réserves nutritionnelles de I’embryon et
qui est composé¢ d’amidon et d’une matrice protéique.

> Les enveloppes de la graine représente 13 a 17% de la masse totale du grain et
sont constituées de quatre couches de tissus formant le péricarpe interne, le
péricarpe externe, le testa et 1’épiderme nucellaire.

> Le germe est issu de la fusion des gametes males et femelles. Il représente 3%
de la masse totale du grain, riche en protéines de types albumines et globulines.
Le germe. est constitué de I’axe embryonnaire qui se développera en tigelle et

radicule et du scutellum qui se développera pour donner le cotylédon.
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Figure 6: Anatomie du grain du blé dur (Surget et Barron, 2005).

4. Cycle de développement

Le cycle de développement du blé dur est constitué de trois périodes successives, une

période végétative, une période de reproduction et une période de maturité. Différentes

échelles de notation des stades phénologiques ont été développées pour normaliser

I’évaluation du développement du blé, les plus utilisées sont I’échelle Feekes (Large, 1954) et
I’échelle Zadoks (Zadoks et al., 1974) (Tableau 3).

Tableau 3: Les différents stades de développement du blé dur (Soltner 2005).

Stades Feekes Zadoks Caractéristiques
Levée 7 Sortie du coléoptile
10 1ére feuille traversant le
coléoptile
Levée 1 feuille 1 11 1ére feuille étalée
2 feuilles 12 2eme feuille étalée
3 feuilles 13 3eme feuille étalée
Début tallage 2 21 Formation de la 1ére talle
Plein tallage 3 22
23
Tallage Fin tallage 4 24 2 a 3 talles
25
Début Montaison 5 30 Sommet de I'épi distanta 1 cm du
(Epialcm) plateau de tallage
1 nceud 6 31 1 nceud Elongation de la tige
2 nceuds 7 32 2 neeuds
Gonflement 8 37 Apparition de la derniére feuille
L'épi gonfle la gaine 9 39 Ligule juste visible (méiose male)
de la derniére feuille. 10 45 Gaine de la derniére feuille sortie
Epiaison 10-1  49-51  Gaine éclatée
Montaison 10-2 53 1/4 épiaison
10-3 55 1/2 épiaison
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10-4 57 3/4 épiaison

10-5 59 Tous les épis sortis
Floraison 10-5-1 61 Début floraison

10-5-2 65 Demi-floraison

10-5-3 69 Floraison complete
Maturation  Formation du grain 10-5-4 71 Grain formé

11-1 75 Grain laiteux

11-2 85 Grain pateux

11-3 91 Grain jaune

11-4 92 Grain mar

a. Période végétative:

La période végétative s’étale du semis jusqu’au début de la montaison et correspond au

développement des racines, des tiges et des feuilles et comprend trois phases:
> Une phase germination — levée

La germination se caractérise par 1’émergence du coléorhize a [’origine du
développement des racines séminales et de la coléoptile. Cette phase est tributaire des facteurs
édaphiques (Chaleur, humidité et aération du sol) et.de la faculté germinative des graines. La

levée correspond a I’émergence de la premiére feuille a la surface du sol.
> Une phase levée — tallage

La phase levée — tallage correspond au développement de la premiére feuille
fonctionnelle et la différentiation du bourgeon a 1’aisselle de cette feuille d’une talle latérale
primaire. D’autres talles primaires de la 2eme, 3éme et 4éme feuille se développent en
formant le plateau de tallage. Les talles primaires émettent des talles secondaires susceptibles
d'émettre des talles tertiaires. Le processus de ramification des talles est tributaire de la
variéte.

> Une phase tallage-montaison

La phase tallage-montaison est une phase transitoire entre la période végétative et
reproductive. Elle débute par 1’élongation et le redressement de la tige, ensuite la naissance
des feuilles a I’aisselle des entre nceuds et finalement le gonflement de la gaine de la dernicre
feuille dite feuille étendard et le développement de I’épi (Stade gonflement). Cette phase est
marquee par des transformations physiologiques importantes et elle est trés critique par

rapport aux stresses hydrique et thermique.
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b. Phase reproductive

La période reproductive correspond au développement des organes reproducteurs. Cette

période comprend deux phases:
> Une phase montaison- épiaison

Cette phase est marquée par la différentiation des épillets sur 1’épi, 1’apparition des

glumelles, puis les anthéres et ensuite les ovaires.
> Une phase épiaison-floraison

Cette phase est marquée par 1’apparition des étamines hors des glumelles et par le

processus de fécondation.
C. Période de maturation du grain

La période de remplissage et de maturation des grains est répartie en trois étapes
(Mazouz et Bouzerzour, 2006):

> Une étape de formation du grain

Aprés la fécondation, une multiplication cellulaire intense au niveau des différentes
parties du sac embryonnaire engendre le développement des différents tissus du grain. Au
cours de cette phase la plante subit des modifications fonctionnelles ou le grain augmente de

volume et de poids et atteint sa forme définitive: C’est le stade grain laiteux.
> Une étape d’accumulation des réserves du grain

Cette période est marquée par une remobilisation vers le grain d’une part des assimilas
provenant de la photosynthese des dernicres feuilles et d’autres part des réserves antérieures
accumulées au niveau de la tige et des feuilles non encore desséchées. Au cours de cette phase
la teneur en eau reste constante (45% d’humidité) par contre la teneur en matiére seche

augmente: C’est le stade grain pateux.
> Une étape de desséchement du grain

Durant cette étape, une perte progressive de 1’humidité du grain est enregistrée
atteignant une teneur en eau voisine de 15 a 16%. Au cours de cette phase le grain durcit et

devient rayable a I’ongle, ensuite « cassant sous la dent».
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1. Exigences de croissance du blé dur
a. Exigences édaphiques :

La culture du blé dur nécessite un sol bien préparé ayant une texture fine, une
structure stable, une bonne profondeur de 12 a 15 cm pour les terres limoneuses et 20 a 25 cm
pour les autres types de terre et une richesse en colloides (Soltner, 2005). Le pH optimal du
sol est entre 6 a 8. Le choix du précédent cultural est genéralement des légumineuses

alimentaires a fin d’enrichir le sol en azote organique.
b. Exigences climatiques
> Besoins en température

La température conditionne le cycle de développement du blé dur. Les exigences totales
en température varient entre 1800 et 2400°C. En conditions mediterranéennes, le blé dur a
besoin au début de la germination d’une vernalisation avec des températures basses entre O et
3°C pendant 8 a 10 jours pour assurer sa croissance. Au début du cycle des températures entre
15 et 20°C sont optimales, de plus fortes températures méme au-dessous de 30°C sont
stressantes et au-dessus peuvent engendrer des dommages irréversibles en détruisant les

organes et/ou la plante entiére (DuPont et Altenbach, 2003).
> Besoins en eau

Les exigences du blé dur en eau varient de 450 a 650 mm Les besoins en eau au début
du cycle jusqu'a la phase fin tallage sont faibles. Cette phase est caractérisée par I’installation
du systeme radiculaire en profondeur et un exces d’humidité du sol engendre une asphyxie.
Par contre des la phase montaison jusqu'a la phase floraison, les besoins en eau deviennent
considérables avec un minimum de 250 mm entre les mois de Mars et de Mai. Pendant ces
phases des irrigations d’appoints peuvent étre apportées afin d’éviter les pertes de rendements
causées par la secheresse due a un manque de pluies. A partir de la phase floraison de 30 a 35
jours les besoins en eau diminuent et le blé dur devient sensible a un excés d’eau. En
conditions méditerranéennes, le blé dur est cultivé en pluviale et le rendement est tributaire de
la pluviométrie. La sécheresse cause des pertes de rendements qui peuvent atteindre jusqu'a

70% selon I’année (Ben Naceur et al., 1999).
> Besoins en photopériode
La culture de blé dur est sensible au photopériodisme, nécessitant une certaine durée de

jours longs au cours du cycle de développement. Les périodes d’éclaircissement agissent
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directement sur le fonctionnement de la photosynthése qui représente un facteur primordial

pour assurer un bon tallage et garantir une bonne croissance jusqu’a la floraison (Soltner,

1998).
> Exigences en fertilisations

La culture de blé dur exige des fertilisants au cours de son cycle de développement pour

assurer une production avec un bon rendement et une bonne qualité des grains.

La fertilisation azotée est essentielle dans la croissance du blé dur. Elle intervient
essentiellement dans 1’activité photosynthétique et dans les différentes phases du
développement végétatif de la plante. Les exigences globales en Azote peuvent atteindre 3 kg
par hectare et sont apportées d’une maniere fractionnée: Une premiere fraction au tallage
agissant sur le nombre de talles par plante, une deuxiéme fraction a la montaison influencant
sur le nombre d’épis ainsi que sur la fertilité de 1’épi et le dernier apport au stade épiaison en
contribuant dans la remobilisation des réserves a partir des dernieres feuilles et de la tige vers

le grain et affectant la teneur en protéines.

La fertilisation phosphorée dépend de la richesse initiale en phosphore dans le sol.
L’exigence totale du blé dur varie 60 & 90 kg de P.Os/ha selon la région (Aissa et Mhiri,

2002). Cet élément est essentiel dans le développement radiculaire.

Les besoins du blé dur en sulfate de potassium varient de 50 & 100 kg par hectare selon
région d’application (Aissa et Mhiri, 2002). L’apport en ce fertilisant est conditionné par sa

teneur initiale dans le sol et il est important pour assurer une bonne production.
VIII. Etude de la diversité génétique

La diversité génétique correspond a 1’étendue de la variabilité chez une population, une
espece ou un groupe d’espeéces qui sont soumis a plusieurs forces évolutives. Cette variabilité
génétique est affectée par différents facteurs, dont la mutation et la migration contribuent a
son augmentation. Par contre, la sélection et la dérive génétique engendrent plutét sa
diminution. La diversité génétique ou polymorphisme des différentes especes est due a des
variations alléliques des différents génes localisés dans le génome. La variation allélique est
d’autant plus importante chez les populations locales des différentes especes que celles
améliorées. Chez le blé dur, les populations locales sont caractérisées par une richesse
allélique qui pourrait étre exploitée dans des programmes d’amélioration génétique (Lopes et

al., 2015) pour développer des variétés modernes aussi bien tolérantes aux stresses biotiques
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et abiotiques qu’ayant une bonne qualité nutritionnelle. Egalement la richesse allélique est
essentielle pour identifier des QTL associés a des traits d’intérét. L’évaluation de la variabilité
génétique est assurée généralement a travers trois types de marqueurs: Les marqueurs

morphologiques, les marqueurs biochimiques et les marqueurs moléculaires.
1. Moyens d’étude de la diversité génétiques
a. Marqueurs morphologiques

La caractérisation morphologique d’un matériel végétal est basée sur des observations et
des mesures des traits quantitatifs et qualitatifs. Chez le blé dur, plusieurs caractéres agro-
morphologiques, phénologiques, physiologiques et de qualité technologiques ont été utilises
pour évaluer la diversité génétiqgue dans différentes collections de différentes origines
(Sourour et al., 2010; Mengistu et al., 2015; Abu-Zaitoun et al., 2018; Rapp et al., 2019). De
plus, le développement des normes internationales, telles que celles de 1’*Union de Protection
des Obtentions Végétales’ (UPOV 1988) ont permis 1’utilisation des critéres standards pour
I’examen des caractéres distinctifs de I’homogénéité et de 1a stabilité des variétés de blé dur et
ces critéres ont été exploités dans différentes études de diversité phénotypique portant sur
I’épi et le grain (Belhadj et al., 2015). La caractérisation morphologique est tres utile pour la
sélection du germoplasme ayant des traits qualitatifs et/ou quantitatifs désirés pouvant faire

I’objet de programme d’amélioration génétique.
> Caracteres agro-morphologiques

Les caractéres agro-morphologiques les plus utilisés dans des études de diversité
génétiques sont généralement associés a la sélection de germoplasme ayant une bonne
production sous des conditions défavorables. En effet, parmi ces caractéres; le rendement en
grains est considéré le plus important critére, c’est un trait quantitatif complexe résultant de
I’interaction de plusieurs composantes tout le long du cycle de développement de la plante,
des conditions environnementales affectant la physiologie durant le cycle végétatif ainsi que
des génotypes utilisés (Figure 7). Bien d’autres caractéres morphologiques sont également
utilisés telle que la hauteur de la plante, la morphologie de ’épi, les caracteres propres a la
feuille (la surface foliaire, la glaucescence et I’enroulement) dont plusieurs auteurs ont montré

leurs fiabilités dans la sélection des variétés de blé dur tolérantes a la secheresse.
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Figure 7: Différentes composantes du rendement tout le long du cycle du

développement du blé dur (Sayar et al., 2007).
> Caracteres phénologiques

Chez le blé dur, la précocité aussi bien a 1’épiaison qu’a la maturité est un critére désiré
par les sélectionneurs, du fait qu’elle est considérée comme un mécanisme d’échappement ou
d’esquive aux stresses abiotiques (Stresses hydriques et thermiques) dus au changement
climatique qui caractérise surtout les régions méditerranéennes. Les populations locales
possedent généralement un cycle lent comparativement aux variétés modernes. Toutefois, il

existe une grande variabilité pour ces traits.
> Caracteres physiologiques

Plusieurs criteres physiologiques d’évaluation de la tolérance du blé dur aux stress de
I’environnement ont été utilisés conduisant a la distinction de la diversité génétique des

populations étudiées.

Parmi ces critéres, on distingue: la teneur en chlorophylle moyennant la mesure de
I’indice SPAD qui s’est montré corréler a la teneur en chlorophylle de type a des feuilles,
laguelle est aussi corrélée a sa teneur en azote (Francis et Piekielek, 1998). Cet indice a été
largement utilisé dans la sélection des accessions de blé dur tolérantes a la sécheresse et a

d’autres types de stress (hautes températures, maladies fongiques, etc.).
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D’autres critéres tels que la fluorescence chlorophyllienne en mesurant plusieurs
paramétres: Fo (Rendement de fluorescence minimale du PSII), Fm (Rendement de
fluorescence maximale du PSII) et Fv (Rendement de fluorescence variable du PSII), dont le
rapport Fv/Fm est un indicateur de 1’état fonctionnel du transfert d’électrons au niveau des
membranes photosynthétiques PSIl. Ce rapport pourrait étre utilisé pour détecter les
conditions de stresses dans la plante et mesurer le degré de résistance aux conditions

contraignantes de I’environnement (Havaux et al., 1988).
> Quelques caracteres de qualité technologiques

La production mondiale de blé dur (Triticum turgidum ssp. durum) est majoritairement
destinée a la consommation humaine sous forme de pates et a une moindre mesure, de
couscous et de bourghoul. Par conséquent, les variétés de blé dur doivent répondre a des
exigences élevées en matiere de caracteres de qualité du grain et de la semoule. La teneur en
protéines ainsi que leurs qualités sont considérées comme critéres principaux, du fait qu’elles
sont responsables de 1’¢lasticité et de la résistance physique des pates. Par ailleurs, d’autres
caractéres présentent autant d’importances tels que la force du gluten mesurée par le test de
sédimentation (SDS) et conférant aux pates une meilleure qualité de cuisson, la couleur de la
semoule et sa teneur en pigments jaunes qui jouent un réle nutritionnel et technologique, le
poids de milles grains et le poids spécifique. Différents travaux ont pu démontrer la
prédominance de 1’effet génotype pour la couleur de la semoule et sa teneur en pigments, et le

SDS.

Par contre un effet de I’environnement important est observé pour le poids de mille
grains, le poids spécifique et la teneur en protéines. Certaines études ont montré que les
variétés modernes sont plus riches en pigments jaunes, en protéines et ont un taux de SDS
élevé. Toutefois d’autres études mentionnent que les populations locales présentent une plus
grande richesse pour la plupart des critéres de qualité. La diversité génétique des populations
locales pour les traits de qualité technologique pourrait étre exploitée dans la sélection de
génotypes ayant les traits de qualité desirés. De plus, la variabilité allélique pour chaque trait

pourrait aider a identifier des QTLs qui pourraient étre utilisés dans la sélection assistée.

Bien que les différents types de marqueurs morphologiques sont facilement observables
et mesurables. Toutefois, ces marqueurs sont fortement influencés par I’environnement. Leur
utilité est aussi réduite a cause de leur nombre limité et de leur faible niveau du

polymorphisme (Andersen et Liibberstedt, 2003).
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b. Marqueurs biochimiques

Les iso-enzymes ont été les premiers marqueurs biochimiques utilisés chez le blé dur.
Cette méthode se base sur le polymorphisme enzymatique qui caractérise les genotypes
utilisés due aux variations alléliques des enzymes. Toutefois, leurs applications présentent
quelques inconvénients dus au nombre limité de marqueurs disponibles ainsi de la possibilité

que certains alléles peuvent étre confondus a une méme iso-enzyme.

Par ailleurs, d’autres marqueurs biochimiques ont été utilisés tels que les différents
types des protéines de réserve, notamment les gliadines et les gluténines qui ont été
performantes pour évaluer la diversité genétique. Plusieurs études de diversité ont demontré

que ces proteines présentent un taux de polymorphisme éleve.
C. Marqueurs moléculaires

Les marqueurs moléculaires présentent plusieurs avantages par rapport aux marqueurs
morphologiques et biochimiques. En effet, ces marqueurs correspondent au polymorphisme
révélé au niveau de I’ADN. De faible quantité d’échantillons d’ADN quel que soit le stade de
développement de la plante ainsi que de 1’organe sont suffisants pour étudier la diversité
génétique chez les différentes especes. Egalement, ce type de marqueurs sont insensibles aux
variations des conditions environnementales et sont largement utilisés chez les céréales dans

les programmes d’amélioration génétique et de la sélection assistée (Andersen et Liibberstedt,
2003).

Différents types de marqueurs moléculaires ont été utilisés dans plusieurs études de
diversité chez différentes espéces (Mir et al., 2013). Ces marqueurs n’ont cessé d’évoluer

depuis les plus classiques jusqu’aux technologies de génotypage les plus développées a trés

haut débit (Figure 8).
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Figure 8: Evolution des technologies des marqueurs moléculaires chez les plantes (Mir
etal., 2013).

> Marqueurs de type RFLP (Restriction Fragment Lengh Polymorphism)

Les marqueurs moléculaires de type RFLP sont considérés comme marqueurs de
premiere génération développés par Botstein et al., (1980) dont le principe est basé sur une
digestion de ’ADN par des enzymes de restriction spécifiques suivie d’une d’hybridation
avec des sondes marquées radioactives ou fluorescentes (Botstein et al.,, 1980). Le
polymorphisme détecté par les RFLPs est due & des mutations dans les sites de reconnaissance
des enzymes de restriction ou a des délétions ou des insertions de plusieurs nucléotides.

Les marqueurs RFLPs présentent plusieurs avantages, notamment une reproductibilité
élevée, une nature co-dominante, lI'absence d'informations de séquence préalables et une

spécificité de élevée du locus.

Cette technique a été utilisée dans I’étude de la diversité génétique ainsi que le
développement de la carte génétique de plusieurs espéces cultivées telles que le blé tendre
(Chao et al., 1989), I’orge (Graner et al., 1991) et le blé dur (Autrique et al., 1996). Certains
marqueurs RFLPs ont été également utilisés pour la cartographie des traits d’intérét et ont été
tres utile dans la sélection assistée (Gupta et al., 2010). Toutefois, cette méthode est colteuse

et laborieuse.
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> Marqueurs de type RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) ou

microsattelites

Les RAPDs sont les premiers marqueurs génétiques basés sur l'amplification en chaine
par polymérase ou «polymerase chain reaction» PCR, développés au début des années 90s

(Williams et al., 1990).

Cette technique consiste a réaliser une réaction PCR sur I’ADN des individus étudiés,

en utilisant une amorce de séquence arbitraire.

La technique RAPD a ¢été utilisée chez différentes especes végétales pour évaluer la
diversité génétique des populations et des espéces, pour étudier les relations phylogénétiques
entre espéces / sous-especes et cultivars et pour construire des cartes génétiques (Gupta et al.,
1999). Chez le blé dur, ces marqueurs ont été largement appliqués pour étudier la diversité
génétique (Karaca aet Izbirak, 2008; Abd-El-Haleem, et al., 2009) et I’identification de
marqueurs associées a certains traits d’intérét tels que la résistance a la septoriose (Cao et al.,
2001), la qualité technologique (Blanco et al., 1998), et d’autres traits agronomiques.
Cependant, ces marqueurs sont dominants et ne peuvent pas distinguer les individus

homozygotes des hétérozygotes et ne sont pas reproductibles.

> Marqueurs de type SSRs (Random Amplified Polymorphic DNA) ou

microsattelites

Les SSRs sont composés de répétitions de séquences di, tri ou tétranucléotides en
tandem uniformément répartis sur le génome entier d'une espece en plusieurs exemplaires
(Bruford et al., 1998; Morgante et Olivieri, 1993). Les SSRs sont codominants, spécifiques de
locus, stables et reproductibles et sont donc parmi les marqueurs les plus largement utilisés

par les généticiens et les améliorateurs.

De nombreux travaux ont démontré qu’un nombre réduit de SSRs étaient efficaces pour
décrire la diversité génétique chez plusieurs éspéces (Gupta et al., 2010). Ces marqueurs ont
été utilisés chez le ble pour I'évaluation de la diversité génétique entre les populations/especes
et/ou cultivars de differentes origines écogégraphiques (Bertin et al., 2004; Medini et al.,
2005), pour analyser la structure des populations (Eltaher et al., 2018), pour cartographier des
QTLs associés a certains caractéres d’interéts agronomiques, technologiques et ceux
impliqués dans les stresses biotiques et abiotiques (Pirseyedi et al., 2018; Singh et al., 2018),
et également ils ont été largement utilisés dans les programmes de sélection assistée (Kuchel

et al., 2007). Toutefois, cette methode reste cOuteuse et laborieuse.
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> Marqueurs de type AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphism’s)

Cette technique combine a la fois la digestion de I’ADN par des enzymes de restriction,
la fixation d’adaptateurs spécifiques aux enzymes utilisées et la PCR sélective des fragments
de restrictions (Vos et al., 1995). L’utilisation des marqueurs AFLPs est considérée comme

une technique de génotypage robuste, fiable, reproductible, stable et peu colteuse.

Chez le blé dur, cette technique a été utilisée pour étudier la diversité génétique
(Seyedimoradi et al., 2016), les relations phylogénétiques (Maccaferri et al., 2007), les cartes
génetique de liaison (Alsaleh et al., 2015) et I’identification de génes et de QTLs associées a
des traits d’intéréts sur le plan agronomique, qualité technologique (Blanco et al., 1998) et

stresses biotiques et abiotiques (Rampino et al., 2017).
> Marqueurs de type SNP (Single Nucleotide Polymorphism)

Les marqueurs SNPs connus sous le nom de marqueurs de polymorphismes mono-
nucléotidiques sont considérés comme des marqueurs moléculaires de troisieme génération,
fréquement utilsés aussi bien dans le régne animal que végétal. Les SNPs sont principalement
bi-alléliques, polymorophes et résultent soit de substitution/mutation ponctuelle, soit
d'insertion/délétion ponctuelle de nucléotides entrainant des différences dans les séquences
d'ADN qui sont détéctées suite a I’alignement de régions génomiques similaires des

génotypes différents de la méme espéce ou d'espéeces différentes.

Les SNPs se trouvent essentiellement dans les régions codantes des génes ainsi que dans
les régions régulatrices. Au cours de ces derniéres années, ces marqueurs ont été largement
utilisés dans les études de diversité génétiques chez le blé. Cavanagh et al., (2013) ont
développé 9,000 SNPs liés a des genes pour évaluer la diversité génétique d’une collection de
2,994 accessions de blé tendre en estimant un taux de polymorphisme similaire entre les

populations autochtones et les variétés cultivées.

D’autres travaux de Ren et al., (2013) ont pu étudier la structure d’une collection de 150
accessions de blé dur de différentes origines utilisant 946 SNPs et ont pu confirmer les
résultats de Cavanagh avec un taux de polymorphisme plus élevé chez les varietés améliorées

(98,6%) que chez les populations autochtones (79,9%).

Il est a noter également que chez le blé dur, les SNPs ont été efficaces dans 1’élaboration
de la carte consensus du blé dur (Maccaferri et al., 2015), le développement de carte

génetique a haute densité (Avni et al., 2014) et I’identification de nouveaux marqueurs SNPs
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associés a des traits d’intérét dans les programmes d’amélioration génétique (Zhang, et al.,
2008; Colasuonno, et al., 2014).

> Marqueurs de type DArT (Diversity Array Technology)

La technologie des matrices de diversité «Diversity Array Technology» DArT est basée
sur I'hybridation de puces qui permet le typage simultané de plusieurs centaines de loci
polymorphes répartis sur le génome entier sans information de séquence au préalable
(Jaccoud et al., 2001).

Les marqueurs DArTs sont bi-alléliques et se comportent principalement de maniere
dominante ou parfois de maniére co-dominante. Ces marqueurs détectent généralement des
polymorphismes dus a des modifications simples de paires de bases (SNP) au sein de sites de
restriction reconnus par les endonucléases, ou dus a des insertions / délétions (InDels) ou des

réarrangements (Jaccoud et al., 2001).

Le principe de cette technologie consiste a reduire le complexité du génome a travers la
production des repressantants génomiques suite a une digestion avec des enzymes (Fayaz et
al.,, 2019), une 'amplification en chaine par polymérase (PCR) utilisant des amorces
complémentaires aux adaptateurs, un clonage des fragments amplifiés dans un vecteur, une
seconde amplification PCR utilisant des amorces complémentaires au vecteur, une

hybridation avec des puces et une lecture des intensités de signal d'hybridation.

Cette methode est considérée prometteuse et a haut débit du fait qu’elle requiert une
faible quantité d'ADN, analyse simultanement des centaines de marqueurs DArTs couvrant
tout le génome sans aucune information de séquence. Elle se caractérise par une excellente
reproductilitilié, une utilisation facile, économique et se préte a I’automatisation avec une

étendue génomique a faible réplique.

Ces marqueurs ont été développés notament chez les principales espéces cultivées,
comme le riz (Jaccoud et al., 2001), I’orge (Wenzl et al., 2004), le blé (Akbari et al., 2006;
Peleg et al., 2008), le sorghum (Mace et al., 2009) et bien d’autres éspéces.

Chez le blé dur, ces marqueurs ont permis de détecter les régions génomiques soumises
a une selection au cours de 1’évolution (Laido et al., 2013), de comparer entre les génomes des
différents types de blé (Jing et al., 2009), d’étudier la diversité génétique et la structure aussi
bien des variétés autochtones (Fayaz et al., 2019) que des cultivars (Laido et al., 2013),
d’établir des cartes génétiques a haute densité (Peleg et al., 2008), d’identifier des QTLs

associées a des traits d’interets tels que la force du gluten (Kumar et al., 2013), la teneur en
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carotenoides (Colasuonno et al., 2014) et également d’utilsier ces marqueurs dans la sélection

moléculaire assistée (Gupta et al., 2010).
> Génotypage avec la technologie GoldenGate

Illumina GoldenGate est une methode de génotypage utilisant des de marqueurs SNP
personnalisés ou standards sur I’ensemble du génome. Le principe de cette technologie
consiste en une extension d’alléles spécifiques, ensuite une amplification par PCR suivie
d’une hybridation sur un réseau de billes chargées d’amorces spécifiques et différentes dont le
nombre est variable en fonction de 1’étude désirée. Cette technologie peut étre appliquée pour
plusieurs especes cultivées en utilisant soit la technique BeadArray ou la technique VeraCode
(Thomson et al., 2012). Elle peut étre classée en se basant sur le niveau de multiplexage
comme suit: (i) GoldenGate BeadArray permettant le génotypage simultané de loci a 96, 192,
384, 768, 1 536 et 3 072 SNP dans une assez grande collection, (ii) GoldenGate VeraCode
(BeadXpress) permettant le génotypage de plexes 48, 96, 192 et 384, et (iii) GoldenGate
indexing permettant le génotypage simultané de 96 a 384 SNP. Il est a noter que cette
technologie a été utilisée dans diverses applications, telles que la cartographie d'association, la
cartographie des liaisons et I'analyse de la diversité des especes cultivées telles que le riz
(Thomson et al., 2012), le blé tendre (Akhunov et al., 2009),le blé dur (Trebbi et al., 2011),

I'orge (Rode et al., 2012), ainsi que d’autres éspéces cultivées.

> Génotypage avec la technologie KASPar (Competitive Allele-Specific
PCR)

La technologie KASPar est un systétme de génotypage développé par la plateforme
Kbioscience UK (http://www.kbioscience.co.uk/) pour des analyses de polymorphisme
spécifique d'alléle. Elle est basée sur une PCR compétitive spécifique d'un alléle pour un SNP
donné, suivie de la détection du SNP via le transfert d'énergie par résonance de fluorescence
(FRET). Le systeme de génotypage est simple, économiqgue et flexible et ne nécessite pas un
séquencage pour identifier les SNP (Chen et al., 2010). Cette technologie a été utilisée pour
des etudes de diversité genétique et de cartographie génétique pour différente espéces y
compris le blé (Allen et al., 2011).

> Systeme de marqueurs a trés haut débit

Certaines approches modernes de la génétique et de la sélection, telles que les études
d'association pangénomique (GWAS) et la sélection pangénomique (GWS) ou la sélection
génomique (GS), nécessitent le genotypage de vastes populations comportant un grand
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nombre de marqueurs. De telles études nécessitent des systemes de marqueurs a tres haut
débit.
¢ Génotypage utilisant «Illumina Infinium Assay»

Infintum d’Illumina basée sur la technologie BeadChipTM est une technologie de
génotypage de SNP a haute densité pour le génome entier permettant le génotypage simultané
de centaines de milliers de SNP. L'un des avantages de ce systéeme est qu'il permet a la fois de
mesurer simultanément I'intensité du signal et les modifications de la composition allélique .
Cette technologie implique I’utilisation simultanée de BeadChips de 12, 24, 48 ou 96 sections,
chaque section d’un BeadChip contenant 1,1 million de billes portant des oligonucléotides
ayant des fonctions connues (Steemers et Gunderson, 2007). Les tests Infinium ont déja été
développés et utilisés dans les plantes cultivées. Par exemple, dans le soja, la puce Illumina
Infinium iSelectSoySNP50 contenant 44 299 SNP informatifs a été utilisée pour résoudre le
probleme de l'origine de I'hétérogénéité génomique chez William 82 cultivars de soja (Haun
et al., 2011). Dans le mais, une puce Infinium 50 K SNP contenant des SNP dans environ
deux tiers de tous les génes du mais fournissant une densité de marqueur moyenne de 1
marqueur tous les 40 kb a été développée (Ganal et al., 2011). Malgré la robustesse et la
disponibilité¢ d’Infinium d’Illumina dans des plateformes qui pourrait faciliter 1’application de
marqueurs SNP dans 1'amélioration génétique, cette technologie n’a pas été utilisée chez le
blé.

¢ Génotypage par séquencage (GBS)

Le développement des plateformes de génotypage par séquencage (GBS) et I'évolution
des technologies de séquencage de nouvelles générations (NGS) ont permis de fournir la
découverte et la caractérisation inégalées de polymorphismes moléculaires grace au potentiel
a identifier et a génotyper simultanément les SNPs. Le principe de cette technologie consiste a
I'utilisation d'enzymes de restriction (ER) pour réduire la complexité des génomes, suivie d'un
séquencage ciblé de proportions réduites, de sorte que chaque marqueur puisse étre séquencé
avec une couverture élevée chez de nombreux individus a un co(t faible et avec une grande
précision. Globalement, le processus de GBS implique les étapes sequentielles suivantes: (i)
isolement d’ADN de haute qualité, (ii) sélection d’une ER appropriée et de son adaptateur,
(iii) preparation de banques pour NGS, (iv) séquencage a une extrémité de chaque librairie de
48 ou 96 plexes par les plateformes de NGS telles que Genome Analyzer Il ou HiSeq 2000
d’Illumina Inc. (www.illumina.com/systems.ilmn), (v) évaluation / filtrage de la qualité des

séquences, (vi) alignement des séquences, et (vii) codification des SNP.
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Cette technologie est une approche de séquencage robuste, rentable, hautement
multiplexée et pouvant étre appliquée pour plusieurs especes (Elshire et al., 2011).
Récemment le GBS est devenu clairement la plateforme de choix pour le génotypage de
marqueurs SNP et ne cesse d’étre développé et utilisé dans de nombreuses cultures, y compris
le blé dur pour la construction de carte génétique (Avni et al., 2014; Holtz et al., 2016), I’

étude de la diversité génétique (Baloch et al., 2017).
IX. Evaluation des caroténoides chez le blé dur
a. Définition et propriétés des caroténoides

Les caroténoides sont des pigments liposolubles appartenant a la famille des terpénoides
en C40 et sont responsables de la couleur jaune-orange chez les plantes et les
microorganismes. Les animaux sont incapables de les synthétiser, ils doivent étre procurés a
travers leur alimentation. Les caroténoides comprennent deux classes chimiques (Figure 9): i)
les caroténes, qui sont des hydrocarbures insaturés et sont représentés par deux formes, 1’a-
caroténe et la B-caroténe; et ii) les xanthophylles, qui sont des dérivés hydroxylés des
caroténes munis d’un ou plusieurs groupes oxygénés et sont représentés principalement par
cinq formes, la lutéine, la zéaxanthine, la violaxanthine, 1’anthéraxanthine et la néoxanthine.
Cent formes de caroténoides ont été décrits jusqu‘a nos jours. Chez les plantes, les
caroténoides sont situés dans des organites spécialisés dits plastides (Figure 10).

7/
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Carotenes
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Figure 9: Structure de base des carotenes et des xanthophylles (Ficco et al., 2014).

Differents types de plastides présentent des capacités differentes de synthése et de
séquestration des caroténoides (Figurel0). En effet on distingue chez les étioplastes des
quantités limitées de caroténoides (lutéine et violaxanthine) a cause d’une faible expression de

I'enzyme phytoéne synthase (PSY) malgré leur importance dans la formation et la fonction
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des étioplastes. Chez les amyloplastes, les caroténoides principalement sous forme de
xanthophylles, lutéine, zéaxanthine et violaxanthine sont synthétisés et stockés avec des
quantités faibles dans les membranes d'amyloplaste (Zhai et al., 2016) due a une concurrence

dans les apports de carbone pour la synthese d'amidon et de caroténoides (Cao et al., 2015).

Chez les chloroplastes des niveaux élevés de caroténoides dont les plus abondantes sont
la lutéine, le B-caroténe, la violaxanthine et la néoxanthine sont accumulés essentiellement
dans les membranes thylakoidiennes en fonctionnant principalement en tant que pigments
photosynthétiques et photoprotecteurs (Ruban, 2016) et en assurant une meilleure adaptation

aux stresses environnementaux (Solovchenko et Neverov, 2017).

Par contre, chez les chromoplastes, la régulation de la biogenése exerce une profonde
influence sur l'accumulation de caroténoides. lls sont considérés comme les principaux

organites d'accumulation totale des caroténoides (Sun et al., 2018).

proplastid etioplast amyloplast chloroplast chromoplast

_Carotenoid
content
globule, fibril,
crystal Carotenoid
membrane or ~ Sequestration
tubule

Figure 10: Accumulation des caroténoides dans les différents types de plastides chez
les plantes (Sun et al., 2018).

prolameilar body membrane thylakoid

b. Voie de biosynthese des caroténoides

La voie de biosynthése des caroténoides est trés complexe. Elle a été presque
complétement élucidée grace aux travaux sur 1’Arabidopsis thaliana, le riz, le mais et
certaines plantes ornementales (Moise et al., 2013). La premiére étape du processus de
biosynthese est la condensation de deux molécules de pyrophosphate de géranylgéranyle pour
former du phytoene (Figure 11), aprés la catalyse par la phytoene synthase (PSY). A partir de

ce point, le phytoene subit une série de quatre réactions de désaturation conduisant a la
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production de lycopene, mediées par les quatres enzymes: La phytoene désaturase (PDS), la
zEta-caroténe isomérase (Z-1SO), la zéta-caroténe désaturase (ZDS) et la caroténoide
isomérase (CRTISO). Une cyclisation du lycopene par l'intermédiaire de l'activité de la
lycopéne cyclase (e-LCY) génére la formation de 1'a-caroténe ou du B-caroténe. Sous I’action
des hydrolases, l'a-caroténe se transforme en lutéine, et le B-caroténe en zéaxantine. Ce
dernier peut subir une double époxydation réversible des cycles, qui est médiée par la
zéaxanthine époxydase, pour former de la violaxanthine, précurseur de l'acide abscisique
(ABA).

2X Geranylgeranyl diphosphate
|Phytomo symmsol

v

ii)

i)

Zeaxanthin Violaxanthin

Antheraxanthin

Zeaxanthin Violaxanthin
epoxidase de-epoxidase
Violaxanthin

Figure 11: Voie de biosynthése des carotenoides (Ficco et al., 2014).
C. Importance des caroténoides

Chez les plantes, les caroténoides sont des pigments qui jouent un réle important dans la
photosynthése (Hashimoto et al., 2016), et constituent la premiére barriére contre le stress
photo-oxydant en protégeant 1’appareil photosynthétique de plusieurs fagcons. En effet, les

caroténoides atténuent les effets nocifs associés a une lumiére intense en dissipant I'exces
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d'énergie sous forme de chaleur, en piégeant les radicaux libres et en protégeant les

membranes de la peroxydation lipidique (Pefiuelas et Munné-Bosch, 2005).

Les caroténoides sont indispensables via le cycle des xanthophylles de désactiver les
¢tats de triplets des molécules de chlorophylle, de neutraliser 1’oxygéne singulet et d’¢liminer
les espéces réactives de l'oxygene (ROS) qui peuvent causer des dommages oxydatifs

irréversibles suite aux différents types de stresses biotiques et abiotiques (Figure 12).

Une autre fonction essentielle des caroténoides est de servir de précurseurs de
phytohormones apocaroténoides telles que I'acide abscisique et les strigolactones qui sont des
régulateurs de croissance, du développement et des réactions au stress chez les plantes (Hou et
al., 2016).

’7‘(‘111* + ICar = 'Chl +3Car* 10,* + Car © O, + ¥Car*

3Car* = !Car + chaleur

3Car* = Car + chaleur

chaleur

Figure 12: Role des caroténoides dans la désactivation de 1’état triplets des molécules
de chlorophylle et de la neutralisation de I’oxygene singulet
(https://www.youscribe.com/catalogue/documents/art-musique-et-cinema/adaptation-et-
acclimatation-de-plantes-a-1-39-environnement-418599)

Il a été démontré que les caroténoides grace a leur puissante fonction anti-oxydante, ils
ralentissent le vieillissement des graines et retardent la perte de leur viabilité en limitant le

niveau des radicaux libres et en réduisant I’oxydation des lipides.

Par ailleurs, les caroténoides et leurs dérivés sont associés a d'autres processus ayant un
impact positif sur la nutrition et la santé humaine. Ils exercent principalement une fonction
anti-oxydante et peuvent également agir par le biais d’autres mécanismes; par exemple, le -
carotene a une fonction pro-vitamine A, sa consommation est utile chez les personnes ayant

une carence en vitamine A. La lutéine / zéaxanthine constitue le pigment maculaire de 1'ceil.

Des apports de lutéine contribuent a la réduction de la progression de la maladie
oculaire maculaire liée a I’age et de la cataracte. Il a été prouvé par des recherches récentes

que la lutéine améliore les fonctions connectives chez les patients atteints d’Alzheimer et
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prévient les maladies cardiovasculaires ainsi que certains types de cancer (Eggersdorfer et
Wyss, 2018).

d. Les pigments jaunes chez le blé dur

Chez le blé dur, la teneur en caroténoides du grain ou pigments jaunes est due a la
présence de xanthophylles dans 1’endosperme, principalement la lutéine qui peut représenter
86 a 94% des caroténoides totaux, ainsi que d’autres caroténoides en faibles quantités allant
de 3 a 5% tels que la zéaxanthine, la B-cryptoxanthine et les caroténes (l'a-caroténe et le -

carotene) (Schwarz, 1978; Panfili et al., 2004; Fratianni et al., 2005; Lopes et al., 2015).

Au cours des derniéres décennies, malgré que la teneur en caroténoides est relativement
faible chez le blé dur comparativement a d’autres végétaux et fruits, toutefois la teneur en
luteine est plus élevée chez le blé dur (0.567-6.22 mg/kg de MS) que celle de I’emmer (0.451-
5.21mg/kg MS), le spelt (1.03-2.71mg/kg MS) et le blé tendre (0.22-2.88 mg/kg MS) (Shewry
et Hey, 2015).

Ces caroténoides en plus de leur role protecteur en tant qu'antioxydant et en tant que
précurseurs de la vitamine A, la teneur en pigment jaune est responsable de I’intensité de la
couleur jaune de la semoule qui est largement appréciée par les consommateurs et de ce fait
est devenue un critére exigé sur le plan commerciale dans 1’évaluation de la qualité de la

semoule pour la fabrication des pates et d’autres produits alimentaires dérivés.
e. Evaluation de la teneur en pigment jaune

La lutéine est le principal caroténoide dans le grain de blé (Lopes et al., 2015; Rosell6 et
al., 2018) qui confére une couleur jaune naturelle a I'endosperme et aux produits dérivés de la
farine. Plusieurs méthodes ont été utilisées pour évaluer la teneur en pigments jaunes chez le

blé dur. La couleur jaune de la farine est un indicateur indirect de la teneur en caroténoide.

La couleur de la farine est mesurée par trois indices selon la commission internationale
de I’éclairage (CIE, www.cie.co.at/): indice du jaune (b*), indice du brun (a*) et indice de
vitrosité (1*) a I’aide d’un colorimétre, dont les valeurs positives de b * indiquent le degré de

jaunissement.

I1 a été prouvé par plusieurs travaux qu’il existe une corrélation tres significative entre
la valeur du b* nommé aussi indice du jaune (1J) ou indice du pigment jaune et la teneur totale
en caroténoides (TCC) (Blanco et al., 2011). L’indice du jaune (valeur du b*) est

géneralement utilise pour une estimation rapide de la teneur totale en caroténoides et donc de
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la teneur en caroténoide chez les variétés de blé dur cultivées et joue un réle important dans la
détermination de la valeur commerciale et nutritionnelle des produits finis, ainsi que dans les

programmes de sélection de germplasme pour les teneurs élevees en caroténoides.

Plusieurs autres méthodes ont ¢été utilisées pour I’estimation de la teneur en
caroténoides. Parmi les quelles la méthode d’extraction des caroténoides totaux avec 1’eau
saturée en n butanol (WSB) en utilisant la méthode référence AACC 14-50-01 dont la teneur
de la lutéine est mesurée par un spectrophotometre (Abdel-Aal et Rabalski, 2012). Une autre
méthode plus précise, la chromatographie liquide de haute performance (HPLC), qui permet
de déterminer la composition des differents types de caroténoides dans le grain et de les
quantifier. Toutefois, étant donné que la majorité des caroténoides dans les grains de blé dur
sont de la lutéine (Panfili et al., 2004), plusieurs travaux ont montré qu’il existe une
corrélation positive et €levée de I’ordre de 0,94 a 0,98 entre la méthode HPLC et I’extraction

des caroténoides totaux avec 1’eau saturée en butanol pour I’estimation de la lutéine (Abdel-

Aal et Rabalski, 2012; Fratianni et al., 2005).

En effet, les méthodes chromatographiques telles que la chromatographie liquide de
haute performance (HPLC) et la chromatographie en phase liquide a ultra haute performance
(UPLC) appliquées pour le blé pour estimer la composition des caroténoides sont des
méthodes colteuses et nécessitent beaucoup de temps. Généralement pour évaluer une grande
collection de blé dur pour le contenu en caroténoides, les méthodes indirectes telles que
I’indice du jaune (b*) ainsi que I’extraction avec 1’eau saturée en n butanol (WSB) sont des
méthodes rapides, efficaces et rentables. L’indice du jaune est largement utilisé par les

sélectionneurs et les industriels.
X. Controle génétique de la teneur en pigment jaune

La teneur des caroténoides est un trait quantitatif contrélé par plusieurs génes a effet
additif (Tableau 4). Ce caractére possede une héritabilité élevé allant de 0.85 a 0.97 (Elouafi
et al., 2001; Clarke et al., 2006; Van Hung et Hatcher, 2011).

Les progres significatifs réalisés dans la compréhension de la voie de biosynthése, la
connaissance des mécanismes de régulation ainsi que la maitrise des techniques d’estimation
des caroténoides dans le grain de blé dur ont facilité 1’identification de certains génes et de
protéines affectant I'expression et la teneur en pigments jaunes chez le blé dur (Zhai et al.,
2016). Ces geénes sont localisés sur certains groupes de chromosomes et sont associés

essentiellement a 1I’expression des enzymes biosynthétiques des caroténoides.
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Le géne PSY1 est considéré comme un gene candidat majeur responsable de la variation
de la teneur en pigments jaunes (TPJ) dans les grains de blé (Patil et al., 2008). Ce géne code
pour la phytoene synthase qui est le plus important €lément régulateur de la voie de
biosynthése des caroténoides (Moise et al., 2013). Plusieurs études ont montré et validé que
les loci PSY1A et PSY1B de la phytoéne synthase sont de puissants genes candidats qui co-
ségréguent avec des QTL associés a la teneur en pigments jaunes (TPJ) et a I’indice du jaune
(valeur du b*) et sont situés respectivement sur les chromosomes 7AL et 7BL (Pozniak et al.,
2007; He et al., 2008; Patil et al., 2008; Zhang et al., 2008; Singh et al., 2009).

D'autres études ont indiqué la contribution d’autres genes affectant la TPJ dans les
régions distales des chromosomes 7A et 7B, tels que le gene de la sous-unité géranylgéranyl
transférase | (GGT) qui a été cartographié dans les régions distales du chromosome 7BL
(Crawford et al., 2008). Ce géne code pour une enzyme impliquée dans la voie de biosynthese
du squelette terpénoide, fournissant le précurseur du géranylgéranyl-pyrophosphate (GGPP)

pour la biosynthése des caroténoides, et pourrait constituer un gene candidat supplémentaire.

De plus, le gene Cat3-Al situé sur la partie distale du chromosome 7AL, codant pour
une enzyme catalase qui régule I’accumulation de peroxyde d’hydrogéne dans le grain de blé
en développement et agit sur la teneur de la lutéine (Crawford et Francki, 2013b; Li et al.,
2015a).

Le géne LCYE responsable de la conversion du lycopéne en lutéine a été considéré
également comme un gene candidat dont plusieurs loci sont localisés sur les chromosomes 3A

et 3B affectent la variation de I’indice du jaune (valeur du b*) et de la teneur en lutéine

(Crawford et Francki, 2013a).

Le géne ZDS localisé sur le chromosome 2A codant pour I’enzyme 6 Zeta carotene
désaturase qui est une enzyme clé de la biosynthése des caroténoides a montré également une
association élevée avec les teneur en pigments jaunes dans le grain de blé dur (Dong et al.,
2012).

Plus récemment, deux génes codant pour la diphosphomévalonate décarboxylase
(DMAPD) et l'aldehyde oxydase (AO) ont été identifiés, co-localisés avec le QTL majeur
pour la teneur en pigments jaunes (TPJ), respectivement sur les chromosomes 5BL et 7AL
(Colasuonno et al., 2014). Six génes candidats liés a la biosynthése du squelette terpénoide se
situent dans les intervalles QTL associés a quatre traits liés a la couleur chez le blé tendre
(Zhai et al., 2016).
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Tableau 4: Genes et marqueurs moléculaires associés a la teneur en pigments jaunes
sur les génomes A et B du blé.

Locus Marqueur  Alléle Chromosome  Reéférence
Psy-Al YP7A PsyAla, PsyAlb 7TAL He et al., 2008; Ravel et
al., 2013.
YP7A-2 PsyAla, PsyAlb, PsyAlc 7A He et al., 2009; Ravel et
al., 2013; Crawford et al.,
2011
Psyl-Alo Singh et al., 2009
Psy-Al_STS Psy-Ale, Psy-Alp, Psy-Ala 7A Crawford et al., 2011
Psy-Alc, Psy-Alt
Psy-Al_R_49 Psy-Ala, Psy-Alk, Psy-Alka, 7A Ravel et al., 2013
Psy-Alkb, PsyAle, Psy-Alca,
Psy-Alch, Psy-Alp, PsyAlra,
Psy-Alrb, Psy-Alj, Psy-Alt
Psy-B1 YP7B-1 Psy-Bla, Psy-Blb 7BL He et al., 2009a; Ravel et
al., 2013
YP7B-2 Psy-Blc He et al., 2009b
YP7B-3 Psy-B1d He et al., 2009b
YP7B-4 Psy-Ble He et al., 2009b
Psy-Bla, Psy-Blaa, Psy-Blb, Ravel et al., 2013
Psy-Blca,PsyBlm, Psy-Bld
Zds-Al YP2A-1 Zds-Ala, Zds-Alb 2AL Dong et al., 2012
e-LCY e-LYC3Aa, e-LYC3ADb 3A Crawford et Francki, 2013
(lutein)
TaCat A1l  TaCat Al TaCat Ala 7TAL Lietal., 2015
TaCat Alb
TaCat Alc

XI. Effet des conditions environnementales sur la teneur en

pigments jaunes

Les critéres de qualit¢ du grain du blé dur ne cessent d’évoluer en fonction de la

pression du marché et des préférences des consommateurs. Cette qualité est tributaire des
variations dues aux conditions climatiques. Ces conditions prédominent surtout dans les
régions du bassin mediterranéen, dont la Tunisie fait partie, qui sont caractérisées par une
irrégularité des pluies, des pics de température touchant la phase terminale du cycle de
développement de la plante, et une prolongation des années de sécheresse. Dans ces régions,
le ble dur est une source de protéines, de glucides et de micronutriments tels que les
minéraux, les vitamines et les antioxydants, y compris les caroténoides. Le développement de
programmes de bio fortification et d’amélioration génétique visant les caroténoides est

recommandé vu leur importance dans la santé, la nutrition, et le commerce.

Les études menées pour évaluer les caroténoides dans plusieurs environnements et sous

différentes conditions de stresses abiotiques sont rares.
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En effet, tous les travaux effectués pour évaluer les différents traits de qualité ont
montré que la teneur en pigments jaunes chez le blé dur est hautement héritable et que I’effet
génétique est prédominant (Elouafi et al., 2001; Clarke et al., 2006). Toutefois, 1’effet de
I’environnement ainsi que les facteurs influencant la variabilité des teneurs en pigments
jaunes restent encore non élucidés clairement (Schulthess et al., 2013). Certains auteurs ont
démontré que I’augmentation de la température au cours de la phase de remplissage du grain
augmente la teneur en pigments jaunes qui pourrait étre expliquée par une réduction du poids
de mille grains, ce dernier engendre un effet de concentration des caroténoides dans le grain,
et que les précipitations ainsi que I’irrigation n’ont aucun effet sur ce trait (Rharrabti et al.,
2003; Clarke et al., 2006; Guzman et al., 2016). Au contraire, Guler, (2003) a plutét montré
que ’irrigation est associée a une augmentation des teneurs en pigments jaunes (Guler, 2003).
D’autres auteurs ont plutot suggéré que le stress hydrique augmente la concentration du
pigment jaune (Guttieri et al., 2001; Pena et Pfeiffer, 2005; Fratianni et al., 2013; Li et al.,
2013).

XII. Etude d’association pan- génomique (GWAS)

L'étude d'association pan-génomique ou GWAS «Genome-wide association mapping»
est considérée comme une stratégie complémentaire ou alternative a la cartographie des QTL
bi- parentale traditionnelle. Elle est basée sur le déséquilibre de liaison (LD pour « linkage
disequilibrium ») (Flint-Garcia et al., 2003; Somers et al., 2007), pour identifier les
associations entre génotype et phénotype dans des populations constituées d’individus non
apparentées (Remington et al., 2001; Yu et Buckler, 2006). Cette technologie utilise les
événements de recombinaison qui se produisent tout au long de I’histoire évolutive d’un
matériel genétique. Le GWAS présente un certain nombre d'avantages par rapport a la
cartographie de liaison traditionnelle (Sukumaran et Yu, 2014), notamment 1’utilisation de
large populations locales, le potentiel d'augmenter la résolution des QTL, la possibilité de
détecter un plus grand nombre d’alléles qui est tributaire de la nature de la population utilisée,
et la reduction du temps de la recherche en éliminant les étapes de développer des populations
bi-parentales (Flint-Garcia et al., 2003; Yu et Buckler, 2006). Plusieurs types de populations
ont été utilises dans des études d'association chez le blé dur telles que les NILS, les RILs et
plus rarement les populations locales qui sont caractérisées par une richesse allélique et
pourrait &tre exploitées dans les programmes d’amélioration génétique. pour des traits

complexes ayant un intérét économique.
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Plusieurs études antérieures ont montré que les marqueurs de type SSR et de type SNP
sont les marqueurs de choix lors des études d'association, en raison de leur capacité a detecter
la variabilité génétique (Stich et al., 2006). Avec le developpement de plateformes de
génotypage a haut débit, le GWAS est devenu de plus en plus utilisée pour identifier avec
précision des locus responsables de caractéres complexes y compris la teneur en pigments
jaunes chez le blé dur, en offrant une densité de marqueurs plus élevée, une résolution plus
élevée et une meilleure couverture du génome (Cui et al., 2017). Touefois, malgré que les
premicres études d’association avaient démontré un inconvénient potentiel d’identifier de
fausses associations positives (erreurs de type I) en ne tenant pas compte de la structure de la
population ainsi que la relation entre les individus, I’approche GWAS est suggérée comme
une méthode efficace pour étudier la base génétique des caractéres complexes en détectant
plus de loci (N'Diaye et al., 2018), en capturant les interactions épistatiques et en réduisant le

taux d'erreur de type I.
1. Résolution de la cartographie d’association

Le degré de résolution de la cartographie d’association dépend de I'étendue du LD
(Remington et al., 2001). Une résolution est considérée élevée lorsque le LD diminue

rapidement avec I'augmentation de la distance génétique (Figure 13).
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Figure 13: Etendue du déséquilibre de liaison chez le blé tendre et le blé dur. La chute
du LD est visualisée en tracant LD (R?)en fonction de la distance génétique (cM) (Somers et
al., 2007).
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Le déséquilibre de liaison est une mesure des fréquences alléliques par paire sur deux
sites polymorphes, ou les alleles hautement corrélés seraient en deséquilibre de liaison
(Nordborg et Tavaré, 2002; Gaut et Long, 2003). Le LD est couramment mesurée a l'aide de
D' (le coefficient de déséquilibre de liaison normalis€) et/ou de R? (le coefficient de
corrélation entre les deux locus) (Gupta et al., 2005; Zhao et al., 2005; Somers et al., 2007).
La mesure du R? est privilégiée pour la détermination de la corrélation des marqueurs avec le
QTL d’intérét et la résolution de I’étude d’association, en raison de sa capacité a rendre
compte de I’histoire mutationnelle et recombinante (Flint-Garcia et al., 2003),ainsi que du fait
qu’il est moins sensible a la taille de la population alors que la mesure D’ refléte seulement

I’historique des recombinaisons et présente une sensibilité a la taille de la population.

Deux méthodes sont utilisées pour visualiser le LD: i) la premiére méthode est basée sur
les courbes de chute du DL «LD decay plots» (Figure 13), qui sont établies en utilisant la
valeur de R? ou de D’en fonction de la distance génétique (en cM) ou physique (en pb) entre
toutes les paires des loci pour chaque chromosome ou pour le génome entier. La distance a
laquelle le DL chute a des valeurs de R? inférieures & 0.1 jusqu’a 0.2 est considérée comme la
distance dans laquelle le DL est conservé par liaison génétique et cette distance est
proportionnelle a la recombinaison (Flint-Garcia et al., 2003). ii) la deuxieme méthode est
basée sur les matrices de déséquilibre «Disequilibrium matrix» utilisant comme vecteur les
valeurs du R? et leurs probabilités et permet de visualiser les blocs de loci qui sont en DL

significatif (Figure 14).
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Figure 14: Matrice de déséquilibre de liaison hypothétique. Les valeurs DL sont

affichées par paires de loci, affichant R? au-dessus de la diagonale et leurs probabilités («p
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values») correspondantes au-dessous de la diagonale. Chaque cellule représente la
comparaison de deux paires de loci, les codes couleurs indiquent la présence d’un DL
significatif. Un code a barre coloré pour les niveaux et le seuil de signification pour les deux
diagonales est affiché (Abdurakhmonov et Abdukarimov, 2008).

2. Facteurs affectant le déséquilibre de liaison (DL)

Plusieurs facteurs génétiques affectent 1’étendue du DL. Certains d’entre eux

augmentent le DL tels que:

i) le mode de reproduction autogame dans une population ou les individus sont
homozygotes a un locus donné et le taux de recombinaison est plus faible (Morrell et al.,
2005; Rostoks et al., 2006).

ii) la sélection qui engendre la dérive génétique par une réduction de la taille de la
population, I’augmentation du taux d’apparenté entre les individus sélétionnés et donc des
fréquences alléliques favorables, et aussi 1’augmentation de 1’effet d’auto-stop (hitchhiking)
responsable de la fixation des fréquences des alleles flanquant les loci sous sélection (N'Diaye
etal., 2018).

iii) la structure de la population engendrée par des individus qui different en terme de
fréquences alléliques et qui constituent des sous populations. Cela pourrait engendrer de
fausses associations entre marqueurs et phénotype due a une surestimation du DL (Pritchard
et Rosenberg, 1999).

iv) ’admixture («admixture») due a la migration entre populations divergentes ayant
chacune des fréquences alléliques propres, et I’hybridation entre ces populations, méme si
elles sont en équilibre de liaison crée un important désequilibre de liaison qui décroit d’une

génération a une autre.

Toutefois, d’autres facteurs diminuent ce déséquilibre de liaison dont principalement le
taux ¢élevé de recombinaison et de mutation. En effet I’étendue du DL n’est pas uniforme sur

tout le génome et pour toutes les populations.

Plusieurs travaux ont démontré qu’il existe une variabilité¢ du DL entre les chromosomes
telles que pour le blé tendre de 1 ¢cM sur le chromosome 2D a 5¢cM sur le chromosome 5A
(Breseghello et Sorrells, 2006) et pour le blé dur un LD sur plusieurs régions génomiques de
2-3 cM (Somers et al., 2007) jusqu'a 20 cM (Maccaferri et al., 2005). Cette différence est due

a des recombinaisons a I'intérieur du génome. Pour le blé aussi bien tendre que dur, les
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recombinaisons se font préférentiellement dans les régions distales qui expliqueraient les

niveaux faibles de DL observés dans ces régions.
3. Structure de la population

La structure d’une population est la résultante de plusieurs facteurs tels que la sélection,
la migration, le flux génétique, I’admixture et la mutation. Les analyses de carthographie
d’association (AM) et/ou pangénomique (GWAS) sont affectées par les relations entre les
individus au sein des populations et entre celles-ci. En effet, plusieurs études ont détécté de
fausses associations positives, qui sont responsables des erreurs de type | suite a une
surestimation du DL due a la non prise en compte de la structure de la population (Flint-
Garcia et al., 2003; Gupta et al., 2005).

Différentes méthodes ont été utilisées pour estimer la structure de la population.
Certaines d’entre elles sont basées sur une classification d'individus en estimant la distance
génétique par paire entre individus (Nei, 1972). D’autres approches sont plutot basées sur la
modélisation bayésienne telles que les méthodes utilisant 1’analyse structure via le logiciel
structure ou 1’analyse discriminante des composantes principales (DAPC), ou les fréquences
alléliques sont utilisées pour estimer la probabilité qu'un individu appartienne a une sous-
population particuliére. Les différentes sous-populations inférées peuvent étre intégrées dans
des modéles statistiques pour des études de cartographie d’association (Pritchard et al., 2000)
et de GWAS chez plusieurs espéces cultivées, tels que .I’orge (Rostoks et al., 2006) et le blé
(Breseghello et Sorrells, 2006).

XIII. Association pan génomique pour la teneur en pigment jaune

Au cours des dernieres décennies, chez le blé dur, de nombreux locus a caractéres
quantitatifs (QTL) liés a la couleur de la farine et a la teneur en pigments jaunes du grain ont
été identifiés sur différents chromosomes a l'aide de populations biparentales (Patil et al.,
2008; Zhang et al., 2008; Blanco et al., 2011; Roncallo et al., 2012; Crawford et Francki,
2013a; Colasuonno et al., 2014). 1l a été rapporté depuis 2003 jusqu’a 2016 I’identification de
37 QTL pour la couleur jaune de la semoule (1J) et 74 QTL pour la teneur en pigments jaunes
(Rosell6 et al., 2018). Deux QTL majeurs localisés sur les parties distales des chromosomes
7A (Psy-Al) et 7B (Psy-B1) sont responsables de la plus importante variabilité phénotypique
de la teneur en pigment dans le grain aussi bien du blé dur que du blé tendre (Campos et al.,
2016; Patil et al., 2018). Il existe également d’autres QTL mineurs contribuant a cette

variation phénotypique du pigment jaune détectés sur les chromosomes 3A, 4A et 5A (Hessler
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et al., 2002), 2A, 4B et 6B (Pozniak et al., 2007), 1A, 3B et 5B (Patil et al., 2008), 4B et 6B
(Zhang et al., 2008), 3B et 5B (Howitt et al., 2009), 1A, 1B, 3B et 4A (Zhang et Dubcovsky,
2008). Cependant, peu de QTL identifiés ont été utilisés pour la sélection assistée par
marqueurs dans les programmes d’amélioration génétique pour ce trait. La plupart des études
d’association ont plutdt validé des QTL précédemment décrits sur des chromosomes
specifiques , tels que les travaux de Reimer et al., (2008) utilisant 93 accessions de blé dur
issues de programmes d’amélioration de différentes origines, qui ont confirmé des QTL déja
connus sur les chromosomes du groupe 7 et ont identifié de nouveaux marqueurs sur les

chromosomes des groupes 1, 2 et 3 (Reimer et al., 2008).

Récemment, le développement des plateformes de génotypage a trés haut débit couvrant
tout le génome ont montré leurs performances aussi bien dans des études de diversité
génétique et de structure de population ainsi que le GWAS pour identifier des QTL liés aux

différents traits d’intérét économique chez plusieurs especes.

Chez le ble, le GWAS a éeté démontre efficace pour identifier de nouvelles régions
génomiques et disséquer la base génétique d'importants caractéres morphologiques (Kidane et
al., 2017), agronomiques, notamment le rendement en grains et ces composantes (Sukumaran
et al., 2018b), l'architecture des racines (Alahmad et al., 2019), la tolérance a la sécheresse et
a la température (Qaseem et al., 2018), ainsi que la qualité du grain et de la semoule (Fiedler
et al., 2017; Bhatta et al., 2018) et la teneur en pigments jaunes dans le grain et la semoule
(Kumar et al., N’Diaye et al., 2017; 2018; N'Diaye et al., 2018). Toutefois, les dernieres
études des GWAS pour la teneur en pigments jaunes dans le grain et la semoule du blé dur ont
utilisé des lignées issues de programmes d’amélioration (N’Diaye, et al. 2017; N'Diaye, et al.
2018). Des études rares ont utilisé les populations locales connues par leurs richesses
alléliques (Rosello et al., 2018) ainsi que I’interaction génotype - environnement pour détecter

et valider des QTL associés a la teneur en caroténoides.
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CHAPITRE 2: Matériels et méthodes
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I. Matériel végétal

Le mateériel végétal utilisé dans cette étude est constitué de 3 ensembles de matériel

génetique de blé dur:

Ensemble 1: Un total de 189 lignées pures issues de six populations locales ou

«landraces» de blé dur, connues sous le nom de Mahmoudi, Rommani, Jenah Zarzoura, Bidi,
Jenah Khotifa et Biskri (Tableau 5), collectées dans 1’Oasis de Mareth, le Centre et le Sud de

la Tunisie entre 2009 et 2010 (Figure 15). Ces accessions sont conservées a la Banque

Nationale des Genes de la Tunisie (BNGT). Les populations locales Bidi, Mahmoudi,

Rommani et Jenah Zarzoura sont représentées par 30 lignées chacune. Les populations locales

Biskri et Jenah Khotifa sont représentées par deux populations chacune: Biskril (30 lignées),
Biskri2 (7 lignées), Jenah Khotifal (29 lignées) et Jenah Khotifa2 (4 lignées).

Tableau 5: Liste et taille des populations locales de blé dur Tunisien collectées dans
I’Oasis de Mareth, le Centre, et le Sud Tunisien (Ensemble 1).

Populations locales  Nombre des lignées Province

Bidi 30 Kairouan

Biskril 30 Gafsa (Djebel ouled ouhiba)
Biskri2 7 Medenine (Zarzis)

Jenah Khotifal 29 Kairouan

Jenah Khotifa2 4 Tozeur (El Frid)

Jenah Zarzoura 30 Matmata (Oasis of Mareth)
Mahmoudi 30 Gafsa (Snad)

Rommani 30 Gafsa (Djebel ouled ouhiba)
Total 189
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Figure 15: Localisation géographique des populations locales de blé dur collectées dans
1’Oasis de Mareth, le Centre et le Sud Tunisien (Ensemble 1).

Ensemble 2: Un total de 40 accessions (Tableau 6) constitué de six variétés améliorées
tunisiennes, sept lignées élites de 'ICARDA/CIMMYT et 27 populations locales de blé dur
tunisien (15 d’entre elles sont représentées par une accession chacune; Jenah Khotifa, Biskri
et Chetla sont représentées par deux accessions chacune; Bidi et Rommani sont représentées

par trois accessions chacune).
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Tableau 6: Liste des populations locales de blé dur tunisien, des variétés modernes
tunisiennes et des lignées élites de 'ICARDA/CIMMYT.

Populations N Origine ID Pedigree
locales
Agili 1 BNGT 1G 23903 -
Aouadi 1 BNGT 1G 23908 -
Arbi 1 BNGT 1G 23903 -
Azizi 1 BNGT I1G 23904 -
Bayadha 1 BNGT I1G 23905 -
Bidi 3 BNGT IG 19553; -
1G 23906;
1G 23929
Biskri 2  BNGT IG 19551; -
1G 23907
Chetla 2  BNGT 1G19555; -
1G19557
Chili 1 BNGT 1G 23908 -
Derbessi 1 BNGT 1G 23909 -
Hmira 1  BNGT I1G 23910 -
Jneh khotifa 2  BNGT 1G 23915; -
999
Mahmoudi 1 BNGT 1G 23911 -
Richi 1 BNGT IG 23912 -
Rommani 3 BNGT IG 19552; -
IG 19554;
IG 19558
Sbei 1 BNGT I1G 23913 -
Souri 1 BNGT IG 23914 -
Swabei 1 BNGT IG 23916 -
algia
Tounsia 1  BNGT 1G 19559 -
Ward bled 1 BNGT IG 23917 -
Inrat69 * 1 BNGT 1G 23919 Mahamoudi/Kyperounda
Karim * 1 BNGT I1G 23924 Jori“S”/Anhinga“S”//Flamingo*“S”
Khiar * 1 BNGT IG 23922 Chen/Altar 84
OmRabii* 1 BNGT 1G 23921 Jori C69/ Hau
Nasr * 1 BNGT IG 23923 GoVZ512/Cit//Ruff/Fg/3/Pin/Gre//Trob
Maali* 1 BNGT 1G 23920 CMHB80A.1060/4/T.TURA/CMH74A.370//CMH77.774/3/
YAVT79/5/RAZZAK/6/
DACK/YEL//KHIAR
ICARDA/CIMMYT elite lines
1 ICARDA  MCHCB-102 OmRabi3/T.urartu500651/ch5//980947/3/0tb4//OssI1/Rf
m6
IcaJoudyl* 1 ICARDA MCHCB-100 Atlast1/961081//Icasyrl
Nachit * 1 ICARDA DAWRYT-106  Ameddkull/T. dicoccoides Syrian collection//Loukos
Zeina4d * 1 ICARDA  MCHCB-154 GdoVZ512/Cit//Ruff/Fg/3/Src3
Louiza * 1 ICARDA  -- Rscn39/Till
Ammar 6 * 1 ICARDA IDYT37-5 ICAMORTAO0472/Ammar7
Ammar10* 1 ICARDA  MCHCB-99 Lgt3/Bicrechaml
*: Accessions marquées avec* sont des lignées avancées; --: Lignées hybrides sans identifiant; - :

Accessions sans pedigree, ID: Identifiant de 1’accession; NGBT: Banque Nationale des Génes de Tunisie;

ICARDA: «International center for Agricultural research in Dry Areas».

Ensemble 3: (Tableau 7) Un total de 207 populations locales de blé dur collectées de

différentes régions de la Méditerranée et de 1’Asie occidentale: Maroc (17 accessions),

Algérie (14 accessions), Tunisie (13 accessions), Libye (9 accessions), Egypte (12
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accessions), Liban (10 accessions), Syrie (11 accessions), Jordanie (11 accessions), Palestine
(10 accessions), Irak (11 accessions), Iran (12 accessions), Afghanistan (16 accessions),
Yémen (10 accessions), Gréce (18 accessions), Chypre (10 accessions), Italie (12 accessions)
et Ethiopie (11 accessions). Ces accessions sont choisies au hasard dans la banque de génes de
’ICARDA (Tableau 7).

Tableau 7: Nombre des accessions de populations locales de blé dur originaires de
différentes régions de la Méditerranée et de 1’Asie Centrale regues de la banque de géne de
I’ICARDA (Ensemble 3).

Origine Geographiques Nombre des accessions

Afghanistan 16
Chypre 10
Algérie 14
Egypte 12
Ethiopie 11
Grece 18
Iran 12
Irak 11
Palestine 10
Italie 12
Jordanie 11
Liban 10
Lybie 9
Maroc 17
Syrie 11
Tunisie 13
Yemen 10

II. Site et Dispositif expérimental

Les essais expérimentaux ont été menés en plein champs dans deux sites contrastés:

La station de I’Institut National de Recherches Agronomiques de Tunis (INRAT) a
Mornag: Ce site appartient a 1’étage bioclimatique semi-aride inférieur a hiver doux, la
pluviométrie est entre 400 a 450 mm /an. Le sol est caractérisé par une texture argilo-

limoneuse ayant un bon drainage et une bonne perméabilité.

La station de I’Institut National des Grandes Cultures (INGC) de Chebika, Kairouan:
Ce site appartient a I’étage bioclimatique aride supérieur a hiver froid, la pluviométrie
est +/- 200 mm/an (Figure 16). Le sol est caractérisé par une texture limoneuse fine
avec une bonne capacité de rétention d’eau. Toutefois, un manque de précipitation et
une élévation de température engendrent un desséchement rapide du sol causant des

fentes de retraits qui pourraient limiter 1’approvisionnement en eau a la culture.
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Le dispositif expérimental utilisé dans les deux stations est le dispositif alpha lattice

simple avec deux répétitions utilisant la formule suivante:

T=S*K

T= Nombre des génotypes; S= Nombre de blocs par répétition; K= Nombre de plots par
bloc.

Dans notre étude le nombre de génotypes (T) utilisé est de 196 accessions compose de
189 lignees issues des populations locales (Ensemble 1 dans matériel végétal) et 7 lignées
¢lites de PICARDA/CIMMYT, le nombre de blocs par répétition (S) est 14 et le nombre de
plot par bloc (K) est 14.
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Figure 16: Variation des températures minimales, maximales et des précipitations a la
station de ’INGC Chebika, Kairouan durant (A) La campagne agricole 2015-2016 et (B) La
campagne agricole 2016-2017 (Source INGC, Chebika Kairouan).

III. Conduite de I'essai

Un premier essai de 196 génotypes randomisés en 14 blocs et 14 plots par bloc dans
chaque répétition a été conduit en mode pluvial a la station de 'INRAT a Mornag pendant

deux campagnes agricoles successives 2015 (environnement 1) et 2016 (environnement 2).

Le méme essai a éte installe a la station INGC a Chébika, Kairouan sous deux régimes
hydriques controlés par un systeme d’irrigation goutte a goutte pendant deux campagnes
agricoles 2016 et 2017. Le premier régime hydrique est a 100% de 1’évapotranspiration totale
(ETR) permettant une humidité du sol optimale (environnement 3, année 2016;

environnement 4, année 2017) et le deuxiéme régime hydrique appliqué est a 25% de
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I’évapotranspiration totale (ETR) induisant des conditions de stress hydrique a la culture

étudiée (environnement 5, année 2016; environnement 6, année 2017).

Le sol a été préparé avec un labour profond croisé, un amendement de 100 kg/ha de

DAP et un désherbage manuel pour les monocotylédones et chimique pour les dicotylédones.

Le semis a raison de 350 grains/m? a été effectué manuellement & la fin du mois de
Novembre a la station de Chébika, Kairouan pour les deux campagnes 2016 et 2017, soit le 20
Novembre et 25 Novembre, respectivement. Tandis que la période de semis avec la méme
dose a la station de Mornag a été accomplie au début du mois de décembre (le premier
Décembre pour les deux campagnes agricoles 2015 et 2016). La taille des plots est de 2 m?

(Quatre lignes de 2 metre de long avec un espacement de 0.25 metre).

Trois apports fractionnés du fertilisant amonitre (33%N) ont été apportés a raison de
100 kg/ha au début de la phase tallage, 150 kg/ha au début de la phase montaison et 150 kg/ha
au stade gonflement des épis. Des traitements antifongique et insecticide ont été appliqués au
cours du cycle de développement des génotypes utilisés afin de contrbler les dégats que
peuvent causer les maladies fongiques redoutables telles que la rouille, I'oidium et la

fusariose et d’éviter les pertes dues aux insectes tels que les pucerons.
IV. Gestion de l'irrigation des essais a la station INGC de Chebika,
Kairouan
Le controle des apports en irrigation d’eau pour les deux essais installés a la station de
I’INGC, Chébika Kairouan est établi en fonction de la réserve en eau stockée dans le sol, des

précipitations et de 1’évapotranspiration réelle (ETR). La gestion des apports en eau a été

assurée par la station.

ETR= KSs*ETM; ou Ks est le coefficient de stresse; estimé a 1 dans les conditions

optimales et a 0.25 en cas de stress hydrique; I’ETM est 1’évapotranspiration maximale.

ETM= Kc*ETo, ou Kc est le coefficient cultural qui varie de 1.15 a 0.25 durant le cycle
de croissance de la culture des céréales (Figure 17) et ’ETo est 1’évapotranspiration de

référence.

53 /164



1.40 ~
1.20 -

1.00 - /

0.80 -

— [ C

0.60 -
0.40 -
0.20 -

0-00 T T T T T 1
Semi Stade tallage Stade épiaison Stade grain Stade maturité  Stade grain dur
pateux Physiologique

Figure 17: Evolution du coefficient cultural (Kc) au cours du cycle de développement
de la culture du blé dur. Source: INGC, Chébika Kairouan.

Les irrigations ont été apportées tous les 10 jours a partir de I’irrigation initiale pendant

la phase début tallage appliquée pour tous les essais (Tableau 8, tableau 9).
Les apports sont calculés de la maniere suivante:

> | (mm® =X (ETR mm/j)*s; s = la surface de la parcelle, il est & noter que 1mm est

I’équivalent de 11/m? et 1 ml= 1 cm?;

Les précipitations affectent les apports d’irrigations et de ce fait I’estimation de I
devient comme suit: I’ (mm3) = (ETR- Peff *s); avec Peff = 80% de la pluie totale.
Tableau 8: Apports des irrigations pour les deux essais installés a 'INGC Chébika

Kairouan durant la campagne 2015-2016 avec un régime hydrique a 100% ETR et un régime
hydrique a 25% ETR.

Date 100% (cm?®) 25% (cm?®)
23/11/2015 45 11.25
01/12/2015 45 11.25
07/01/2016 30 7.5
19/01/2016 12 3
01/02/2016 23 5.75
15/02/2016 40 10
02/03/2016 30 7.5
15/03/2016 50 12.5
29/03/2016 53 13.25
29/03/2016 32 8
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Tableau 9: Apports des irrigations pour les deux essais installés a 'INGC Chébika
Kairouan durant la campagne 2016-2017 avec un régime hydrique & 100% ETR et un régime
hydrique a 25% ETR.

Date 100% (cm?®) 25% (cm?®)
25/12/2016

03/01/2017 40 10
13/01/2017 27.6 6.9
23/01/2017 48.8 12.2
02/02/2017 56 14
13/02/2017 77.6 194
22/02/2017 83.2 20.8
04/03/2017 76.8 19.2
14/03/2017 125.6 314
24/03/2017 95.38 23.84
03/04/2017 124.8 31.2
13/04/2017 127.2 31.8
24/04/2017 127.2 31.8

V. Caractérisation génotypique des populations locales de blé dur

utilisant la méthode DArtseq™.

1. Extraction de '’ADN génomique

Cinqg jeunes feuilles fraiches d'une plante individuelle pour chaque accession de la
collection de blé dur utilisée dans le cadre de ce travail ont été utilis€ées pour 1’extraction de
I'ADN génomique. Ces feuilles sont coupées, lyophilisées, broyées en poudre fine en utilisant
un broyeur a bille Mixer Mill MM300® (Qiagen) et placées dans des tubes de 2 ml.

L’extraction de ’ADN génomique a été assurée par la méthode modifiee CTAB
(bromure de cétyltriméthylammonium) au laboratoire «Genetic Analysis Service for
Agriculture (SAGA), CIMMYT, Mexique» (Hoisington et al., 1992). Pour chague accession
50 mg du broyat est nécessaire pour extraire une quantité de 50 & 100 pug d’ADN. Un volume
de 1 ml de tampon CTAB préalablement chauffé a 65 ° C est ajouté. Le mélange est
homogénéisé en agitant doucement. Suite a une incubation des échantillons a 65 ° C pendant
90 minutes avec un balancement doux et continu suivi d’un refroidissement pendant 5 a 10
minutes. 500 ul de chloroforme: octanol (24: 1).est ajouté. Cette étape nécessite un bercement
doux et continu du mélange pendant 10 minutes. La centrifugation a 3500 tours / minute a la
température ambiante pendant 10 minutes a permis de séparer le mélange en une phase
aqueuse jaune et une phase organique verte. Un volume de 750 ul de la phase aqueuse est
transvasé dans un nouveau tube auquel un volume de 5 ul RNAse est ajouté. Le nouveau
mélange est incubé a 37°C pendant 30 minutes. Pour precipiter I'acide nucléique, un %

volume. d’isopropanol (2-propanol) glacé est ajouté. Une étape de centrifugation a 3500 tours
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/ minutes a la température ambiante pendant 30 minutes est nécessaire pour récupérer I’ADN

précipité sous forme de culot au fond du tube.
2. Controle de qualité et de la quantité de ’'ADN

La qualité de ’ADN génomique des échantillons a été¢ déterminée par électrophorese
horizontale sur gel d’agarose a 1%. L’agarose est dissout dans une solution TBE 1X. Le
mélange est homogénéisé d’une maniéré continu a chaud jusqu’a I’ébullition. Une fois
refroidi a une température de 55°C, le gel est coulé dans un moule jusqu’a la solidification. 20
ul. de chaque ADN extrait préalablement mélangé avec le bleu de dépdt sont déposes dans les
différents puits du gel agarose préparé. Apres la migration électrophorétique des échantillons
d’ADN a une vitesse de 100 mA pendant 10 minutes, le gel est coloré avec 1 pg / ml de
bromure d’éthidium (100 pl de 10 mg / ml de bromure d’éthidium dans 1000 ml de H20)
pendant 20 minutes, en agitant doucement et finalement il est lavé avec H>O pour étre

visualiser dans un transilluminateur UV et ensuite photographier.

La quantification de ’ADN génomique a ¢ét¢ déterminée par un spectrophotomeétre
NanoDrop 8000 V 2.1.0 qui permet de mesurer 96 échantillons de 1 pl en méme temps.
Plusieurs dilutions ont été établies pour obtenir une concentration de 50 ng/ pl en utilisant la

formule suivante:
Ci*Vi=Cs* V1.
Ci: Concentration initiale; Cs. Concentration finale.
Vi: Volume initial; Vr. Volume final.

La pureté de I’ADN est mesurée par les ratios A260/280.

3. Génotypage utilisant la méthode DArTseqTM
La méthode DArTseq™ («Diversity Array Technology») est une technologie de
génotypage a tres haut débit dont la plateforme est actuellement installée au CIMMYT,
Mexique. Elle est basée sur une combinaison de deux enzymes de restriction (Pstl et Hpall)
pour réduire la complexité du génome et genérer une représentation génomique des
échantillons (Akbari et al., 2006; Sansaloni et al., 2011).

L’ADN génomique est soumis a un processus de digestion et de ligation avec un
adaptateur spécifique du site de restriction enzymatique de Pstl étiqueté avec 96 codes a
barres différents, ce qui permet de multiplexer 96 échantillons d'’ADN en une seule voie de

I’instrument Illumina HiSeq2500 (Illumina Inc., San Diego, Californie, Etats-Unis). Les
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fragments amplifiés sont séquencés jusqu’a 77 bases, générant environ 500 000 lectures
uniques par échantillon. Un fichier FASTQ (lectures completes de 77 pb) est filtré avec un
score de qualité Phred de 30, ce qui représente 90% précision des appels de base pour au
moins 50% des bases. Un filtre supplémentaire est appliqueé sur le code a barres des séquences
en utilisant un score de qualité Phred de 10, ce qui représente 99,9% de la précision des appels
de base pour au moins 75% des bases. DArTsoft 14 a été utilisé pour générer des tableaux de
scores des Silico-DArT sous forme de données (1/0), indiquant les variations de présence /
absence (PAV) pour les marqueurs et il a été utilisé pour générer des appels alléliques aux

marqueurs SNP.

Les marqueurs DArTseq ont été cartographiés a l'aide de la carte consensus version 4.0
(wwwe.diversityarrays.com) développée par DArT Pty. Ltd., Australie, et du génome de
référence de blé issu de la base de données («the International Wheat Genome Sequencing
Consortium»» (IWGSC WGAVO0.4), disponible en ligne. sur
https://urgi.versailles.inra.fr/download/iwgsc/. Les données brutes DArTseq ont €té filtrées

selon le critére des marqueurs; fréquence des alléles mineurs > 5% et des données manquantes
<20%.

4. Mesure de la diversité génétique

Les DArTseq sont des marqueurs dominants couvrant tout le génome. Dans cette étude

pour décrire la diversité genétique, nous avons utilisé les criteres suivants:

i) Le niveau du polymorphisme PIC («Polymorphic Information Content»);
i) La fréquence des alléles rares MAF («Minor allele frequency»);

iii) Le taux moyen d’ hétérozygotie observé (Ho); et

iv) Le taux moyen d’ hétérozygotie attendue (He).

*Le niveau du polymorphisme PIC est le pourcentage des loci polymorphes dans une
population a étudier (Powell et al., 1996). Les valeurs du PIC pour les marqueurs dominants
varient de 0 a 0.5 (Botstein et al., 1980).

PIC=1- Y1, fi°
Ou : fi represente la fréquence de 1’alléle 1 a un locus donné.

* |e taux moyen d’ hétérozygotie observé (Ho) est la proportion des individus

hétérozygotes dans une population.
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* le taux moyen d’ hétérozygotie attendue (He) ou encore connu comme diversité
génétique de Nei (GD) (Nei, 1973) est une estimation de 1’étendue de la variabilité génétique
dans une population. Cet indice refléte la proportion des loci qui sont hétérozygotes pour une

population dans les conditions de 1’équilibre de Hardy-Weinberg.
5. Mesure de la différenciation entre les populations

Plusieurs approches ont été utilisées pour estimer la différentiation entre les populations
.La premiére consiste a estimer la distance génétique entre les individus, nous avons utilisé
dans ce travail la distance génétique de Reynolds qui estime la divergence génétique basée sur
la dérive genétique et le coefficient du co-ancétre (Reynolds et al., 1983), ainsi que la distance
des alléles partagés ASD («Allele sharing distance») regroupant les individus partageant des

alléles similaires (Gao et Martin, 2009).

La distance ASD entre les individus i et j est définie comme suit:

| &
Dj; = Ez dy; (D)
I=1

Ou L est le nombre total des marqueurs, dij (1) est 0, 1 or 2, si I’individu i et j ont zero,

un ou deux allele(s) en commun a un locus .

La distance de Reynolds est définie comme suit (Reynolds et al., 1983):

D=Ln(1-6)

Avec 0 est coefficient du co-ancétre; 6 =1 —% N, ou N est la taille de la population.

La deuxiéme approche consiste a décomposer la diversité génétique a plusieurs niveaux
hiérarchiques en tenant compte des différentes composantes de la population (individus, sous-
populations). Dans cette étude nous avons utilisé ’indice de fixation de Wright Fst qui est une
mesure de la différentiation génétique des sous populations (Wright, 1922), cet indicateur
varie de 0 a 1, dont la valeur de Fst = 0 indique aucune différentiation et que les individus
sont identiques, par contre la valeur de Fst =1 indique une forte différentiation. De plus nous
avons effectué une analyse de la variance moleculaire AMOVA pour tous les niveaux de
structure de la population.

Fst=1— (Hs/Ht)

Ht = diversité génétique totale, avec Ht = Hs + Dst

Hs = diversité genétique intra-population
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Dst= diversité génétique inter-population
6. Structure de la population

Dans cette étude nous avons utilisé deux méthodes pour établir la structure de

population des 196 lignées de blé dur:

)] La classification hiérarchique basée sur une matrice de distance des alleles
partagés «Allele sharing distance, ASD» entre les lignées pris deux a deux pour construire un
dendrogramme (Gao et Martin, 2009).

i) L’analyse bayésienne multi variée «Discriminant analysis of principal
components, DAPC» qui permet de déterminer le nombre de groupes d'individus
génétiquement apparentés (Jombart et al., 2010). Cette derniére méthode nécessite trois
étapes: les données sont d'abord transformées a l'aide de I'analyse en composantes principales,
puis les sous-groupes sont identifiés a l'aide d'une classification «K-mean», ensuite la
discrimination entre les sous-groupes est optimisée a l'aide d'une analyse discriminante. Pour
le regroupement de K-mean, le nombre optimal de groupes a été identifié en utilisant le critére
d'information bayésien «Bayesian information criterion» (BIC) comme mesure de la qualité
de I'ajustement. Le nombre de sous-groupes (K) a été testé entre 2 et 8 et la valeur K avec le
BIC le plus bas a été retenue comme nombre optimal de groupes. Une analyse discriminante a

ensuite été mise en ceuvre en utilisant les groupes trouvés par K-mean (Schwarz, 1978).

VI. Evaluation de différents caracteres mesurés dans les champs

des populations locales de blé dur

. Plusieurs variables phénologiques, physiologiques et agro-morphologiques ont été

mesurées dans le cadre de ce travail.
1. Caracteres phénologiques
Les données phénologiques enregistrées sont basées sur 1’échelle de Zadoks.

> La date d’épiaison (DE) est estimée a 1’échelle du plot pour chaque accession

lorsque 50% des plantes sont épiées. La mesure de cette période est comme suit:
PE= DS-DE; PE: Pérode d’épiaison; DS: Date de semis; et DE= Date d’épiaison.

> La date de maturité (DM) est estimée visuellement également a 1’échelle du plot
pour chaque accession lorsque 50% des plantes ont atteint la maturité physiologique.

La mesure de cette période est comme suit:
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PM= DS-DM; PE: Période De maturité; DS: Date de semis; et DM= Date d’épiaison.
2. Caracteres physiologiques
a. Taux de chlorophylle (Unité SPAD)

Le contenu relatif de la chlorophylle est mesuré sur la derniére feuille de chaque plante
de chaque accession, a l'aide d'un appareil de mesure portatif (SPAD 502, Minolta, Spectrum
Technologies In., Plainfied, IL, Japon) en unités SPAD. Ces unités sont linéairement liées a la
concentration de la chlorophylle a. Il est a noter que dans ce travail les mesures ont été
effectuées sur cing feuilles de cinqg plantes sélectionnées au hasard pour chagque accession et

pour chaque feuille la moyenne de 3 mesures a été enregistrée.
b. La fluorescence chlorophyllienne

La fluorescence de la chlorophylle est considérée comme un outil utile pour le criblage
du blé dur en cas de sécheresse. Les mesures ont été effectuées sur I'extrémité de la feuille des
cing plantes sélectionnées pour chagque accession au stade montaison a l'aide d'un
chlorophylle-fluorimétre portatif (Model OS30p+, Opti-sciences, Inc. Manufactures USA).

Cet appareil fournit un ensemble de mesures:

> Fo, la fluorescence minimale qui correspond fluorescence a 1’état initial des
centres réactionnels du PSII a I’obscurité

> Fm, fluorescence maximale qui correspond Intensité de la fluorescence centres
réactionnels du PSI;

> Fv, rendement de la fluorescence variable, calculé sous la forme Fm-Fo;

> Fv / Fm, rendement quantique maximal de la photosynthese, calculé sous la

forme (Fm-Fo) / Fm.

Ce rapport reflété 1’efficacité du PSII a la conversion photochimique de la lumiére. Des

valeurs < 0.8 est un indicateur de stress.
3. Caracteres agro-morphologiques

a. Surface foliaire (SF)

La feuille drapeau de cing plantes selectionnées pour chagque accession est collectée au
stade épiaison pour mesurer la surface foliaire en mm? (SF, mm?). Les mesures de ce
paramétre ont été effectuées en utilisant un planimetre (AM 300 Field Portable Leaf Area

Meter — Opti-Sciences).
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b. Hauteur de la plante (H)

La hauteur des plantes a ét¢ mesurée a 1’aide d’une régle graduée depuis le ras du sol
jusqu’aux extrémités des barbes des épis de cing plantes par accession. La mesure de ce

parametre a eté effectuée au stade fin épiaison.
C. Longueur des épis (LE)

La mesure de 1’épi est effectuée a 1’aide a un pied a coulisse a partir de la base du rachis
jusqu’a Pextrémité de 1’épi (LE, cm). La mesure de ce paramétre est réalisée au cours du
stade de maturité et se base sur la moyenne de cing épis du maitre brin de cing plantes

sélectionnées de chaque accession.
d. Longueur des barbes (LB)

La mesure des barbes est effectuée a I’aide a un pied a coulisse a partir de la base
jusqu'a ’extrémité des barbes de 1’épi (LB, cm). La mesure de ce parametre est réalisée au
cours du stade de maturité et se base sur la moyenne de cing épis du maitre brin de cing

plantes sélectionnées de chaque accession.
e. Nombre des épillets par épi (NEE)
Le nombre d’¢épillets par épi est le comptage des épillets de part et d’autre du rachis et

concerne les épis de chaque brin principal de cing plantes sélectionnées.

f. Taille des grains
Un lot de semences de chaque génotype pris au hasard apres homogénéisation est placé
dans un systeme d’image numérique (SeedCount SC5000, Next Instruments, Australia) pour
fournir plusieurs caractéristiques du grain. Cet équipement permet de mesurer la superficie

des grains (TA, mm?), la longueur des grains (ST, mm), et la largeur des grains (SW, mm).
g. Nombre des épis par metre carré (NS)

Le nombre des épis par métre carré est déterminé suite a la récolte des deux rangs
centraux au stade maturité, le comptage des épis correspondants qui sera converti en nombre

des épis par metre carre.
h. Nombre des grains par épi (NGE)

Le nombre de grains par épi est déterminé en faisant le battage des épis principaux des

cing plantes sélectionnées et le comptage des grains par épi.
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i. Poids des grains par épi (PGE)
La mesure de ce parameétre est effectuée en pesant les grains de chaque épi du maitre
brin de chaque plante sélectionnée. L'étude a utilisé la moyenne de cing par génotype (PGE,

g). L’unité de mesure est en gramme.

j- Rendement en grains (GY)
L’estimation du rendement en grains a ét€¢ basée sur les €pis comptés au niveau des
deux rangs centraux du plot (NS). Les grains obtenus suite au battage de ces épis a ’aide

d’une batteuse a gerbe ont été pesés. Le poids mesuré est converti en kg/ha.
k. Poids de milles grains (TKW)

Le poids de 1000 grains (TKW) a été déterminé par comptage de 1000 grains a I’aide
d’un compteur photoélectrique type Numigral et le pesage de ces graines par une balance de
précision (model Precisa). Cette opération a été effectuée au laboratoire de qualité du
CIMMYT.

1. Poids spécifique (TW)
Le poids spécifique a été déterminé en écoulant un lot de semences pris au hasard dans
un trémie, ensuite le collecter dans un récipient d’un litre utilisant a 1’aide d’un Nilémalitre et
le peser a I’aide d’une balance de précision (model précisa). La valeur du poids mesurée est

convertie en Kg/hl.

VII. Evaluation des caroténoides chez les populations locales de blé

dur

Deux méthodes d’évaluation ont été utilisées pour estimer la richesse en caroténoides,
une méthode physique indirecte utilisant la mesure colorimétrique via I’indice du jaune ou
valeur du b* du grain et la méthode biochimique en dosant la teneur totale des caroténoides
(TCC).

1. Mesure de l'indice du jaune de la semoule (valeur du b*)

Les grains de chaque accession sont broyés avec un broyeur de laboratoire (UDY
Cyclone) en utilisant un crible de 0,5 mm. La couleur de la semoule obtenue est mesuree a
I’aide d'un colorimétre Minolta (Minolta CR- 400 chromameter, Camera Co., Osaka, Japon)
dont la réflectance comme retenu par la commission international de I’éclairement (CIE)
fournit les indices suivants: I’indice de vitrosité (1*), I’indice du brun (a*) et I’indice du jaune
(b*) (Blanco et al., 2011).
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L’indice du pigment jaune b* a été utilisé pour évaluer la teneur en pigments jaunes
dans la semoule des génotypes selon la méthode référence «<AACCI Method 14-22.01». Des
lignées élites obtenues de ' ICARDA riches en caroténoides ont été utilisées comme témoins.
Les indices du I* et du a* ont également été mesurés afin de voir leurs interactions avec
I’indice du b*. Toutes ces mesures ont été effectuées au laboratoire de qualité du CIMMYT,

Mexique.
2. Mesure des caroténoides totaux contenus dans les grains (TCC)

La mesure de la teneur en pigments jaunes dans les grains est étroitement liée a la teneur
en caroténoides contenue dans I’endosperme des grains. La micro-méthode référence
«AACCI Method 14-60.01» légerement modifiée a été utilisée pour mesurer la teneur totale
des caroténoides dans les grains de blé dur des génotypes étudiés (Abdel-Aal et Rabalski,
2012), qui est exprimée en micro grammes de lutéine par gramme de matiére seche (ppm). La
méthode consiste a une extraction des caroténoides totaux a I’aide de I’eau saturée en n
butanol (WSB). Pour chaque accession, 200 mg de semoule obtenue suite a un broyage des
grains comme précédemment décrit dans le protocole de mesure de I’indice du b* ont été
placés dans un tube a centrifuger brun d'une capacité de 2 ml, auquel on a ajouté 1 ml de n
butanol saturé d'eau. Le mélange a été homogénéisé a 1’aide d’un «shaker» horizontal a une
vitesse de 40 pendant 15 minutes, puis reposé pendant 1 heure a la température ambiante. Une
centrifugation a une vitesse de 5000 g pendant 5 minutes a été effectuée pour collecter le
surnageant. L'absorbance du surnageant a été mesurée a 450 nm en utilisant un
spectrophotomeétre UV / Visible en triple. La teneur totale en pigment jaune a été calculée en
faisant la moyenne de Il'absorbance du surnageant de chaque échantillon a 450 nm et en la
convertissant en teneur total en caroténoides (TTC) en utilisant la formule suivante (Ndolo et
Beta, 2013):

TCC pug/g = (2*A) / S*W

Ou TCC = Teneur en lutéine pg/g; A= Absorbance mesurée a 450 nm; S= Coefficient
de régression R? de la courbe d’étalonnage de la lutéine en fonction de I’absorbance a 450

nm) et W= Poids de la semoule utilisée pour chaque génotype.

Il est & noter que pour déterminer le S et la teneur en lutéine pg/g dans les grains pour
chaque génotype, nous avons <¢&tabli une courbe d’étalonnage utilisant différentes

concentrations connues d’une solution de lutéine pure standard (Lutein analytical standard,

Sigma-Aldrich) et leurs absorbances a 450 nm (Figure 18) (Abdel-Aal et Rabalski, 2012).
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Figure 18: Courbe d’étalonnage de la lutéine pg/g en fonction de 1’absorbance a 450

nm.

Les mesures de la teneur en lutéine contenu dans les grains des génotypes de blé dur
utilisés dans ce travail ont été effectuées au laboratoire de qualit¢é de I’'ICARDA, Rabat
uniquement pour les essais installés a Mornag pendant les deux campagnes 2015 et 2016. La

classification des teneurs totales en caroténoides est basée sur les travaux d’Abdalla et al.,

(1993) (Tableau 10).

Tableau 10: Classification des accessions en groupes en fonction de la teneur en
pigments jaunes chez le blé dur (Abdalla et al., 1993).

Classification des groupes

Echelle de classification

Teneur en pigment jaune faible
Teneur en pigment jaune moyenne

Teneur en pigment jaune forte

<5

5-7

>7

VIII. Evaluation de quelques traits de qualité du grain chez les

populations locales de blé dur

A part la teneur en pigment jaune en tant que critére nutritionnel et de qualité de la
semoule, la teneur en protéines ainsi que la force du gluten sont aussi importants dans la

nutrition et la détermination de la qualité boulangere et des produits derives a base de blée dur.
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1. Mesure de la teneur en protéines des grains (Gpr)

La teneur en protéines dans les grains de la collection de blé dur a été mesurée par la
méthode indirecte de spectroscopie dans le proche infrarouge (NIR Systems6500, Foss
Denmark) calibrée selon la méthode officielle «<AACC 39-10.01». Les teneurs en protéines

des grains ont été calculées en rapportant I’humidité a 12,5%.
2. Mesure de l'indice de sédimentation (SDS)

L’indice de sédimentation par le Sulfate Dodécyl de Sodium (SDS) est une méthode
biochimique simple et rapide qui est utilisée pour évaluer la force du gluten chez les
génotypes de blé dur. Cet indice est mesuré en utilisant la méthode «<AACCI Method 56-
70.01» modifiée par le laboratoire de qualité du CIMMYT (Pefia-Bautista et al., 1990). Une
quantité faible de semoule a raison de 1 gramme a été placée dans un tube cylindrique de 25
ml (graduation de 0,1 ml et approximativement de 15 mm de diamétre interne), auquel on
ajoute 6 ml d’une solution aqueuse de bleu de bromophénol 0.001% (eau/volume). Le
mélange a été soigneusement homogénéisé (4-6 seconde) a l'aide d'un vortex, ensuite repose
pendant 5 minutes suite a une agitation modérée de 5 minutes. Nous avons ajouté 19 ml d’une
solution fraichement préparée d’un mélange de 17 parts d’une solution d’acide lactique
(acide-eau;1:8, volume/volume) et de 48 parts d’une solution SDS (2 %, eau/volume, SDS) et
immédiatement le mélange a été agité pendant 1 minute sur un agitateur mécanique
horizontalement a une vitesse de 35 a 45 cycles / minute. Enfin les tubes cylindriques ont été
placés verticalement et ont été laissées au repos pendant 14 minutes) (Figure 19). La mesure
de la hauteur en mm correspond au volume de sédimentation en ml qui refléete la capacité de
la matrice protéique de la semoule a gonfler due a la précipitation des protéines de réserves
(gliadines et gluténines) (Tableau 11). Il est a noter que les essais ont été realisés aux

alentours de 20° C.

8 K v
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Figure 19: Evaluation de la force du gluten chez le blé dur au laboratoire de qualité du
CIMMYT, Mexique. Les croix rouges indiquent une force de gluten faible a moyenne; les
crochets verts indiquent une force de gluten forte.

Tableau 11: Classification des accessions en groupes en fonction de la force de gluten
chez le blé dur (Pefia-Bautista et al., 1990).

Type de force de gluten Volume
Fort > 10
Moyen 7-10
Faible <7

IX. Analyse d’association pan-génomique

1/ Evaluation des caroténoides chez les populations locales

L’évaluation des caroténoides a été déja décrite précédemment dans le paragraphe VIlI

de matériel et méthodes.

2/ Détection des QTL pour l'indice du jaune et la teneur totale en

caroténoides

La détection des QTL a été effectuée avec deux méthodes statistiques:

a. Les graphiques Q-Q ou «Q-Q plot»
Les graphiques sont établis sur la base des probabilités d’association entre marqueurs et
traits observées en fonction de celles attendues. Quatre modeles statistiques ont été testé pour

éliminer les erreurs de type | et celles de types II.

> Modele linéaire naif

» Modeéle linéaire Mixte intégrant la parenté relative entre les lignées (K)

» Modeéle linéaire mixte intégrant la structure de la population (Q)

» Modéle linéaire mixte en tenant compte de la structure de la population (Q) et de

la parente relative (K).

b. Les graphiques Manhattan ou «Manhattan plot»
Les graphiques Manhattan sont utilisé pour visualiser la localisation des QTL,

différentes approches d’ajustement ont été utilisées pour déterminer le seuil de significativité.

» Approche 1: Les corrections Bonferroni

> Approche 2: Le taux des fausses découvertes ou «False discovery rate»
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c. Analyses statistiques
Les analyses statistiques pour la partie phénotypique et I’étude GWAS ont été déterminé

avec le paquet R «R package, open acess)
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Chapitre 3: Résultats et Discussions
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I. Diversité génétique et structure des populations locales de blé
dur Tunisien

1. Résumé

La Tunisie, qui fait partie du centre secondaire de la diversité du blé dur, possede de
riches populations locales inexploitées, qui sont continuellement perdues et remplacées par
des cultivars modernes a rendement éleve.

Cette étude visait a étudier la diversité génétique et la structure de la population de 196
lignées de blé dur issues de six populations locales collectées en Tunisie a l'aide de la
méthode «Diversity Array Technology» (DArTseq) et a comprendre les voies possibles
d'introduction en les comparant avec les populations locales des pays voisins.

Au total, 16 148 marqueurs DArTseq polymorphes couvrant a la fois les génomes A et
B ont été efficaces pour évaluer la diversité génétique et classifier les accessions. La
classification hiérarchique basée sur les distances des all¢les partagées (ASD) et I’analyse
discriminante des composantes principales (DAPC) nous ont permis de distinguer cing
groupes qui correspondaient bien a la nomenclature des populations par les agriculteurs. Il est
intéressant de noter que les populations locales Mahmoudi et Biskri constituent le méme pool
génétique tandis que la population Jenah Zarzoura constitue un groupe complétement
différent. L'analyse de la variance moléculaire (AMOVA) a montré que la variation génétique
¢tait entre les populations locales plutét qu’a ’intérieur de celles-ci. L'analyse DAPC des
populations locales Tunisiennes, Méditerranéennes et de 1’Ouest de 1’Asie a confirmé notre
structure de population antérieure et a montré une similitude génétique entre les populations
locales Tunisiennes et Nord-Africaines, a I'exception de la population Jenah Zarzoura qui est
la plus éloignée.

La caractérisation génomique de la collection Tunisienne améliorera leur conservation
et leur utilisation durable dans les programmes d’amélioration génétique a 1’échelle nationale
et mondiale.

Mots-clés: blé dur; populations locales Tunisiennes; centre de diversité; diversité
génetique; structure de la population; Technologie DArTseq.

2. Introduction

Le blé tétraploide est originaire du Croissant Fertile, depuis 10 000 BP (Dvorak et
Akhunov, 2005; Feldman et Levy, 2005). Il s'est dispersé par les migrations humaines vers
differentes voies géographiques engendrant le développement de populations locales connues
sous le nom de «landraces» (Bonjean, 2001; Haas et al., 2019), qui sont adaptées aux
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conditions environnementales et climatiques de chaque région. Ce processus a induit une
grande variabilité génétique et des modifications dans le controle des traits physiologiques,
agronomiques et technologiques (Peng et al., 2011; Hughes et al., 2019).

La Tunisie, faisant partie du centre secondaire de diversité du blé dur (Vavilov, 1951),
possede une richesse en populations locales comme il a été décrit par Beeuf, (1932). Plusieurs
¢tudes ont mis en lumiére I’existence d‘une grande diversité chez les populations locales
Tunisiennes sur la base des critéres essentiellement morphologiques (Deghais et al., 2007;
Sourour et Hajer, 2008; Sourour et al., 2010; Amine et al., 2011; Belhadj et al., 2015).
Toutefois, malgré la fiabilité des outils moléculaires, de rares études moléculaires ont été
effectués. Pourtant dans ce contexte Medini et al., (2005) ont démontré une diversité
génétique élevée chez une collection de 40 cultivars anciens utilisant 15 SSRs (Medini et al.,
2005).

Récemment, 1I’émergence des plateformes de génotypage a trés haut débit (Rasheed and
Xia 2019), y compris la technologique DArtseq™ a facilité les recherches dans le domaine de
la génomique. Ces technologies de séquencage de prochaine génération (NGS) ont eu diverses
applications chez différentes especes cultivées (Wenzl et al., 2004; Yang et al., 2016; Alipour
et al., 2017; Baloch et al., 2017; ; Sieber et al., 2017; Valdisser et al., 2017; Chen et al., 2018;
Nadeem et al., 2018), indépendamment des connaissances du génome, de la taille du génome,
de la ploidie et du nombre d’individus a étudier (Mir et al., 2013; Rasheed et Xia, 2019). La
technologie DArTseq™ a été utilisée dans différentes études de diversité génétique chez
plusieurs céréales, particulierement chez le blé tendre (Li et al., 2015b; Sehgal et al., 2015;
Chen et al., 2018; Eltaher et al., 2018), mais elle n’a pas eu une large application chez le blé
dur malgré sa robustesse et sa fiabilité a clarifier la structure de population de 91 accessions
du Croissant Fertile en groupant les populations turques et syriennes dans un méme pool
génétique (Baloch et al., 2017), ainsi que de décrire la diversité génétique et la structure de la
population d’une collection de 172 populations locales de blé dur originaires de 21 pays
méditerranéens (Soriano et al., 2018). Pour faire face aux changements climatiques, il est
conseillé d’utiliser la diversité génétique des populations locales de blé dur dans des
programmes d’amélioration génétique visant 1’obtention de variétés tolérantes aux
changements prévus et ayant de bonne qualité nutritionnelle (Lopes et al., 2015).

La présente étude vise a:

1) caractériser pour la premiére fois la structure de la population et la diversité
génétique entre et a I'intérieur de six populations locales Tunisiennes utilisant une nouvelle

technologie DArTseq™.
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2) examiner le potentiel de classification erronée au sein de chaque population locale
Tunisienne en les comparants avec une large collection de populations locales Tunisiennes
différentes, des variétés améliorées Tunisiennes et des lignées élites issues de 'ICARDA et
du CIMMYT.

3) Etudier la relation entre les six populations locales Tunisiennes et les populations
locales étrangeres originaires de différents pays du bassin méditerranéen et de 1’Asie de
I’Ouest utilisant la technologie a trés haut débit DArTseq™ afin d’investiguer les voies
d’introduction des populations locales Tunisiennes.

3. Résultats

a. Caractéristiques des marqueurs DArTseq

Dans cette étude, un total de 110 856 marqueurs DArTseq ont été identifiés dans un
ensemble de 196 lignées issues de six populations locales Tunisiennes de blé dur, dont 16 148
se sont révélés étre de haute qualité et polymorphes, aprées avoir éliminé les marqueurs avec
plus de 20% de données manquantes et avec moins de 5% de fréquence d'allele mineur
(MAF). Environ 10% des marqueurs avaient 0 alléles hétérozygotes. La moyenne de la valeur
du contenu d'information de polymorphisme (PIC) des marqueurs DArTseq était de 0,165
avec une médiane de 0,105. La distribution de la majorité des MAF était comprise entre 0,05
et 0,15 (Figure 20).
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Figure 20: Distribution des fréquences des (A) Alléles mineures MAF et (B) contenus
des informations polymorphiques (PIC) utilisant 16148 marqueurs DArTseq chez une
collection de 196 lignées issues des six populations locales de blé dur.

Les marqueurs DArTseq sont bien répartis sur les 14 chromosomes des génomes du blé
dur, sur la base de la carte génétique consensus du blé tendre obtenue a partir de la base de
données du Consortium du génome du blé (https://urgi.versailles.inra.fr/download/iwgsc/)

(Tableau 12). La distribution de ces marqueurs est presque égale entre les génomes A (4201
marqueurs) et B (4659 marqueurs) avec le plus grand nombre de marqueurs observé sur les
chromosomes 7A et 2B. Cependant, 7324 marqueurs ne sont pas attribués a aucun
chromosome. Des valeurs similaires de diversité génétique (He) sont observées pour les
génomes A et B avec une moyenne autour de 0,25. La valeur maximale de I'hétérozygotie
attendue (He) a été observée sur le chromosome 6 B (0,28) et la valeur minimale sur les
chromosomes 3A, 4A, 5A et 5B (0,24). Pour tous les chromosomes, les valeurs

d'hétérozygotie attendues (He) étaient supérieures aux valeurs d'hétérozygotie observées (Ho).
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Tableau 12: Nombre des marqueurs DArTseq sélectionnés (n), L’hétérozygotie
observée (HO) et 1’hétérozygotie attendue (He) dans les 14 chromosomes des 196 lignées
issues des six populations locales Tunisiennes de blé dur basée sur la carte génétique
consensus du blé tendre.

Génome A Génome B
Chromosom n He Ho n He Ho
e
1 562 0.27 0.15 658 0.26 0.14
2 569 0.25 0.14 864 0.27 0.13
3 633 0.24 0.14 777 0.26 0.14
4 511 0.24 0.16 429 0.25 0.16
5 587 0.24 0.18 639 0.24 0.16
6 452 0.25 0.15 573 0.28 0.15
7 797 0.25 0.14 719 0.26 0.15
Total 4201 4659
Non assigner 7324 0.25 0.18
b. Distance génétique et classification hiérarchique des populations locales
Tunisiennes

La distance des alléles partagés «Allele sharing distance» (ASD) entre les 196 lignees
issues des six populations locales Tunisiennes a varié de 0 a 0,79 avec une moyenne de 0,46
(Figure 21). Cependant, différentes distributions des distances ont été observées pour les
différentes populations locales. Jenah Zarzoura a montré la distance la plus faible avec une
moyenne de 0,1 et la plus faible variabilité entre ses lignées, allant de 0 a 0,16. Pour la
population Bidi, la distance moyenne est de 0,17 avec une fourchette comprise entre 0,02 et
0,48. Pour la population Rommani, la distance moyenne est de 0,25 avec des valeurs
comprises entre 0,02 et 0,63 et pour la population Mahmoudi, la distance moyenne est de 0,30
variant de 0,35 a 0,58. Les populations Biskri et Jenah Khotifa ont toutes les deux montré les
distances moyennes les plus élevées, respectivement de 0,43 et 0,44, et les plus grandes

variabilités atteignant 0,78 et 0,61 respectivement.
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Figure 21: Distribution de la distance des alleles partagés de 196 lignées pures dérivées
de six populations locales Tunisiennes de blé dur utilisant des marqueurs DArTseq.

La classification hiérarchique des 196 lignées dérivées des six populations locales
Tunisiennes a été réalisée en utilisant la méthode de distance des alleles partagés (ASD). Les
résultats de I'analyse hiérarchique ont permis d'identifier cing groupes distincts ainsi que les
lignées faussement classées dans certaines populations locales. Le premier groupe comprend
toutes les lignées de Jenah Zarzoura (Zar). Le second cluster contient principalement les
lignées de Bidi (Bid). Le troisieme groupe pourrait étre divise en deux sous-groupes, I’un
contenant les lignées de Rommani (Rom), 1’autre est composé d’un mélange de lignées des
populations locales (sept de Biskri (Bis), trois de Jenah Khotifa (jkf) et deux de Bidi). Le
groupe 4 renferme la majorité des lignées de Jenah Khotifa (jkf), mais contient également
quatre lignées de Rommani, deux de Biskri et une de Mahmoudi. Le dernier groupe constitue
le plus grand groupe et regroupe presque toutes les lignées de Biskri (Bis) et Mahmoudi
(Mah) (Figure 22).

74/ 164



P ”mwt"ﬁoc
2385830380, v ERRog0n, o
= ww Oao =9 . »>
%%gs:im «*w%g' cﬁ”«»‘o:é\w.{n@
PREARITY I Te F v 2y
25,5399 IFToAVe
1'-;% At 2 Q_f *cé",gs
=29 Q N
i % Q“?*\\ o
3 2o S
1,‘{5;;) > 'aoq'
.3‘54 7o/ . \\\\Q
e 7 9
PR 220
"'e,%r" LA
sy
% PTEN
%4/,""” ¢ T
& 27 ’“‘\5
&° 2 ¢4, 19
85 29 (o 1
&8s 32 \ad 27
g?? \ »?5
g’;"P 'k154
$ 37 ;
8is 22 jid 24
8is 3¢ jki 8
Bis 3, jkf 16
Bis 34 ikf 28
8id 10 jif 17
Zar 6 o 11
Zar 27 Bis 38
Zar 10 Bid 33
Zar 18 f 32
Zar
20'2 ikt 2
Zar Bigf 26
7.811 ad
ar 1% a3
o RS
¢ s
1‘?31 11 ”6
705 o8 >
18 o8 ()Zb’o
19" %6 N
708 20 Lo |
1:"1_ J"
LG Q‘;”f
"N ? o
1'“‘,,‘1\ Z %,:‘2
1’1’6 < O’J,)
o N 0.2
v 2%"e
1/¢ o 52,7 »
A zzo ®
A <
Pad ) 2 9} =
Ve D . —g’%qa vg’o
V‘bb"bb S 22 %
QQQb\ . = g 33‘),‘»’9
0$§ -- = g%%-aoa —
E NI s T T T T R AT
G QP ; {bpggKﬂﬂ.q*arg‘Nw“
D q P~y =i

Figure 22: Arbre de classification hiérarchique des 196 lignées dérivées des six
populations locales Tunisiennes de blé dur basé sur la distance génétique des alléles partagés
(ASD). Bid: Bidi; Mah: Mahmoudi; Rom: Rommani; Bis: Biskri; jkf: Jenah Khotifa; Zar:

Jenah Zarzoura.

C. Structure des populations locales Tunisiennes

Les résultats de la DAPC («Discriminant Analysis of Principal Components») ont
montré que 88 composantes principales (PC) expliquent 82% de la variance moléculaire
totale. Le nombre optimal de groupes est obtenu avec K = 6 en utilisant le critére
d'information bayésien (BIC), qui divise les lignées en six sous-populations (figure 23).
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Figure 23: Nombre optimal des sous-populations utilisant I'analyse discriminante des
composantes principales (DAPC). (A): Variance cumulative expliquée par les PCs; (B): BIC
en fonction du nombre de clusters. PC: Composantes principales; BIC: Critére d'information

bayésien.

Le premier niveau de subdivision utilisant la structure de population hiérarchisée K = 2
a clairement séparé les lignées de Jenah Zarzoura (Zar) de toutes les lignées des autres
populations locales (Figure 24A). Lorsque K = 3, en plus de la sous-population distincte de
Jenah Zarzoura, deux autres sous-populations ont été identifiées, I'une avec principalement
Mahmoudi (Mah) et Biskri (Bis) et l'autre avec Bidi (Bid), Jenah Khotifa (jkf) et Rommani
(Rom) (Figure 24B). Avec K = 4, une sous-population distincte contenant des lignées de
Jenah Khotifa est apparue (Figure 24C); et lorsque K = 5, toutes les populations locales ont
été attribuées a différentes sous-populations, a I'exception de Biskri et de Mahmoudi, qui sont
restées groupées dans la méme sous-population (Figure 24D). Le nombre de sous-populations
K = 5 a ensuite été choisi pour différencier les populations locales. Les sous-populations ont
été nommées de la maniére suivante: BID pour Bidi, BIS + MAH pour Biskri et Mahmoudi,

JKF pour Jenah Khotifa, ROM pour Rommani et ZAR pour Jenah Zarzoura.

L'augmentation de K a 6 a entrainé la formation d'un petit groupe supplémentaire
composé de 13 lignées, principalement de Biskri (7) et Jenah Khotifa (4), indiquant une
éventuelle classification erronée de ces lignees (Figure 24E). L'image de la structure globale
de la population a été maintenue pour les valeurs de K égale a 7 et a 8, les différentes
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populations ont été classees a différentes sous-populations, a I'exception des populations

Biskri et Mahmoudi, qui sont toujours groupées dans la méme sous-population (Figure 24F).
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Figure 24: Graphiques sous forme de tableaux comparant la distribution de la
classification d'origine des populations locales aux sous-populations utilisant DAPC avec (A)
K=2B)K=3;(C) K=4; (D) K=5; (E) K=6 et (F) K=7. K: nombre de sous-
populations; Bid: Bidi; Mah: Mahmoudi; Rom: Rommani; Bis: Biskri; jkf: Jenah Khotifa;
Zar: Jenah Zarzoura.

Les résultats de 1’analyse de la variance moléculaire (AMOVA) de K=2 a K =7 ont
montré que la variance entre populations était elevée pour K = 2 (31,92%), puis décroissante
pour K =3 et K =4 (28,75% et 31,29%, respectivement) pour atteindre un plateau pour K =5
avec une valeur légérement supérieure (31,77%). De plus, la variance entre les lignées au sein

des populations a diminué de 11,32% pour K = 2 pour atteindre des valeurs proches de 0%
pour K = 5.

La comparaison des resultats AMOVA entre le nombre des populations avec K = 5 et

les groupes réels utilisant le nom vernaculaire de la population soutiennent clairement
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I'nypothese selon laquelle K = 5 différencie mieux les lignées génétiquement que la
caractérisation des populations locales basée sur leur nomenclature attribuée par les fermiers,
ce qui entraine une variance plus élevée entre les populations (31,77% pour K =5 et 28,79%
pour les groupes reels), une variance inférieure entre les lignées de 68,23% pour K = 5 et
70,39% pour des groupes réels et une variance inférieure entre les lignées au sein des
populations (Tableau 13). Ainsi, ces résultats ont indiqué une variation génétique plus élevée
entre les populations locales tunisiennes qu’a I’intérieur de celles-Ci.

Tableau 13: Résumé de ’AMOVA pour la comparaison entre différents nombres de

sous-populations K et les groupes réels composés des six populations locales Tunisiennes de
blé dur.

Variance
Nombre de Entre les Entre les lignées a Entre les lignées
sous-populations populations I’intérieur des populations (%)
(%) (%)

K=2 31.92 11.32 56.76
K=3 28.75 5.60 65.65
K=4 31.29 1.59 67.12
K=5 31.77 0.00 68.23
K=6 31.71 0.00 68.29
K=7 31.51 0.00 68.49
Groupes réels 28.79 0.82 70.39

Les résultats d’AMOVA hiérarchique utilisant des subdivisions en strates hiérarchisées
allant de K = 2 a K = 5 indiquent que la majeure partie de la variance moléculaire a été
expliquée avec le premier niveau K = 2 séparant Jenah Zarzoura des autres races locales
(17,18%) et le cinquiéme niveau K = 5 au sein des quatre groupes (26,62%) séparant Bidi,
Rommani, Jenah Khotifa et le grand groupe constitué par Biskri et Mahmoudi. La variance
moléculaire restante (variance entre les lignes) était également faible comparée aux résultats
AMOVA non hierarchiques (60,55%) en utilisant K = 5 (Tableau 14).
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Tableau 14: Résultats de ’AMOVA hiérarchique de K = 2 a K = 5 a l'aide de de
subdivision en strates hiérarchisées chez les 196 lignées dérivées des six populations locales

Tunisiennes de blé dur.

Sous - division des strates Composantes de la variance Pourcentage
%
Variations entre K=2 271.63 17.18
Variations entre K=3 a I’intérieurde K=2 0 0
Variations entre K=4 a I’intérieur de K=3  13.46 0.85
Variations entre K=5 a I’intérieur de K=4  420.82 26.62
Variations entre les lignées avec K=5 957.20 60.56
Variations entre les lignées 0 0
Variations Totales 1580.63 100

Enfin, les composantes de la variance obtenues a partir de I'analyse AMOVA avec K =

5 étaient significatives lorsqu'elles ont été testées a l'aide de permutations (Figure 25). Ces

résultats montrent que la structure trouvée par nombre de groupes avec K =5 était valide et ne

résultait pas d'un effet aléatoire.
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Figure 25: Test de permutation d’AMOVA avec 1000 permutations pour le nombre de

sous-populations K = 5.

d. Diversité génétique et distance génétique entre les populations locales

Tunisiennes

La distance génétique (Tableau 15) entre les populations locales Tunisiennes montre

que la sous-population de Jenah Zarzoura est la plus éloignée de toutes les autres populations,
de Rommani (0,729), de Biskri et Mahmoudi (0,645), de Jenah Khotifa (0,682) et de Bidi
(0,816). La sous-population de Jenah Khotifa était la plus semblable génétiquement a la

plupart des autres variétés locales spéecifiquement a Biskri et Mahmoudi (0,466).
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Tableau 15: Distance genétique de Reynolds entre les populations locales Tunisiennes
de blé dur sur la base du nombre de sous-populations K = 5.

Populations BID ZAR BIS+MAH JFK
ZAR 0,816

BIS+MAH 0,624 0,730

JFK 0,557 0,682 0,466

ROM 0,729 0,820 0,645 0,577

BID: Bidi; JKF: Jenah Khotifa; ZAR: Jenah Zarzoura; BIS: Biskri; ROM: Rommani;
MAH: Mahmoudi.

Les résultats des estimations de la diversité génétique dans chaque sous-population
obtenues a partir de DAPC avec K = 5 montrent que la diversité génétique la plus élevée est
observée au sein des populations de Jenah Zarzoura et de Rommani (He = 0,27). La diversité
génétique la plus faible est observée au sein de la population Bidi (He = 0,12). Biskri et
Mahmoudi formant le méme groupe dont 73 lignées ont montré une diversité génétique
modérée (He = 0,23). En se basant sur les valeurs de Fst, Jenah Zarzoura indique une valeur
de FST faible = 0,05. Ainsi, cette population présente une dérive génétique par rapport aux
autres ayant une fixation d'alleles alternés avec des valeurs de Fst supérieures a 0,25 (Tableau
16). Les résultats de la diversité génétique confirment ceux de la distance des alléles partagés
(ASD) entre les lignées d'une méme population, comme le montre la figure 24.

Tableau 16: Diversité génétique entre les populations locales Tunisiennes de blé dur en
fonction du nombre de sous-populations K =5

Populations locales n He Fst

ZAR 32 0.27 0.05
JFK 25 0.20 0.47
BID 34 0.12 0.57
ROM 32 0.27 0.30
BIS+MAH 73 0.24 0.26

n: Nombre de lignes; He: Hetérozygotie attendue (diversité genétique); Fst: mesure de
la différenciation génétique. BID: Bidi; JKF: Jenah Khotifa; ZAR: Jenah Zarzoura; BIS:
Biskri; ROM: Rommani; et MAH: Mahmoudi.
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e. Classification des lignées mal classées aux variétés locales cultivées et /ou

aux variétés cultivées améliorées ou / et aux lignées élites ICARDA / CIMMYT

Une analyse de classification hiérarchique basée sur la méthode ASD a été réalisée a
I'aide d'un ensemble de 27 populations locales de variétes de blé dur Tunisien, de 6 variétés
améliorées locales et de 7 lignées élites hybrides ICARDA / CIMMYT pour identifier les
lignées potentielles non classées de I'étude précédente et la relation entre les variétés locales

de blé dur Tunisien.

L'analyse du dendrogramme montre trois groupes principaux (Figure 26). Le groupe 1
contient la majorité des variétés améliorées locales et les lignées avancées de I'lCARDA et du
CIMMYT, ainsi que trois variétés locales; Azizi (Aziz P), Chetla 1 (Chetl P) et Jenah Khotifa
2 (JK2 P). Les six lignées mal assignées de Biskri (Bis) de I’ensemble 1 sont comprises dans
ce groupe et sont regroupées avec la variété ameliorée Khiar (Khia T). Le groupe 2 contient la
majorité des populations locales Tunisiennes ainsi que les deux variétés ameliorées INRAT69
(INRA T) et Karim (Kari T). Ce groupe est subdivisé en deux groupes. un petit groupe
compose de six populations locales (Arbi (Arbi P), Rommani 3 (Rom3 P), Biskri 1 (Bisl P),
Chetla 2 (Chet2 P), Richi (Richi P), Agili (Agil P)) et les deux variétés améliorées Karim (Kar
T) et INRAT 69 (INRA T) et un grand groupe qui peut étre divisé en deux sous-groupes, l'un
d'eux constituant un groupe séparé avec uniquement les lignées de Jenah Zarzoura (Zarl L,
Zar2 L et Zar3 L) et I’autre est composé de la majorité des populations locales: Jenah Khotifa
1 (jkfl P), Sbei (Sbei P), Mahmoudi (Mah P), Souri (Sour P), Bayadha (Baya P), Swabei
Algia (SA P), Aouadi (Aoua P), Hamira (Hmir P), Rommani (Rom1 P), Bidi 1 (Bid1 P), Bidi
3 (Bid3 P), Rommani 2 (Rom2 P), Enclavé (WB P) , Derbessi (Derb P), Chili (Chil P), Biskri
2 (Bis2 P) et Bidi 2 (Bid2 P). Ce dernier sous-groupe montre que les deux lignées de Jenah
Khotifa (Jk2 L et Jk4 L) sont regroupées avec la population 1 de Jenah Khotifa (jkf1 P), la
lignée de Rommani (Rom1 L) est groupée avec la population de Rommani (Roml P) et la
lignée Bidi 25 (Bid25 L) est regroupée avec les populations Bidi (Bidl P et Bid3 P). Le
groupe 3 est divisé en 2 groupes; le premier groupe contient un mélange de lignées
comprenant la lignée Jenah Khotifa 11 (Jk11 L), la lignee Biskri 12 (Bis12 L) et la lignée
Mahmoudi 8 (Mah8 L) et le second groupe montre que les lignées non classées de Jenah
Khotifa 19 (Jk19 L) et Mahmoudi 30 (Mah30 L), qui composaient le groupe de mélanges de
I'étude précédente, sont regroupés avec la lignée élite hybride ICARDA / CTMMIT
(MCHCB-102). Ces résultats montrent que la plupart des lignées incluses dans la sous-
population mixte de I'analyse DAPC avec K = 6 sont groupées avec des variétés améliorées et
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montrent également que certaines populations locales ayant le méme nom local sont classées

dans différents groupes.

Figure 26: Dendrogramme des variétés locales de blé dur Tunisien, des variétés locales
améliorées et des lignées élites ICARDA / CIMMYT basé sur la distance génétique des
alleles partagées (ASD). L: lignée; P: population; Variétés locales: Bid: Bidi; Mah:
Mahmoudi; Rom: Rommani; Bis: Biskri; jkf: Jenah Khotifa; Zar: Jenah Zarzoura; Aziz:
Azizi; Chet: Chetla; Sbei; Sour: Souri; Baya: Bayadha; SA: Swabei Algia; Aoua: Aouadhi;
Hmir: Hamira; WB: WardBled; Derb: Derbessi; Chili: chili; Agil: Agili; Richi; Arbi; Toun:
Tounsia; Variétés locales améliorées: OM: OmRabii; Nasr; Maal: Maali; Khia: Khiar;
INRAT: INRATG69; Kari: Karim; Lignées élites ICARDA / CIMMYT: MCHCB-102: lignee
hybride ICARDA; MCHCB-100: IcaJoudyl; DAWRYT-106: Nachit; MCHCB-154: Zeina4;
Con39/ Tilo-1: Louiza; IDYT37-5: Ammar 6; MCHCB-99: Ammar 10.
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f. Comparaison des populations locales tunisiennes aux

populations locales des régions de la Méditerranée et de 1'Asie occidentale

La structure de population des populations locales de la Méditerranée et de I'Asie
occidentale, ainsi que quatre lignées représentant chacune des populations locales Tunisiennes
de I'ensemble 1, a été évaluée a l'aide de la méthode DAPC. Le nombre optimal de
groupements était K = 12 sur la base du critére BIC en utilisant 66 PCs, qui explique 82% de
la variation moléculaire totale. La sous-population 6 montre que les populations locales
Tunisiennes Rommani (Rom), Jenah Khotifa (jkf) et Bidi (Bid) sont regroupées avec la
majorité des populations locales Algériennes (8); la sous-population 12 comprend toutes les
populations locales Ethiopiennes (11), une accession d'Afghanistan et deux accessions du
Yémen; la sous-population 9 montre que les populations locales Tunisiennes Biskri (Bis) et
Mahmoudi (Mah) sont toujours regroupées ensembles et sont regroupées avec les cing
populations locales restantes de la Tunisie et la majorité des populations locales Algériennes
et Libanaises (6) et certaines populations locales Marocaines (3). La sous-population 11
comprend exclusivement la population locale Tunisienne Jenah Zarzoura (Zar) avec deux
accessions originaire de la Jordanie (Figure 27). Les résultats de la structure de la population
ont confirmé que la population locale nouvellement collectée, Jenah Zarzoura, constitue un
nouveau pool génétique et que les populations locales Tunisiennes sont génétiquement plus
proches des populations locales Nord-Africaines.
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Figure 27: Diagrammes sous forme de tableau comparant la classification des
populations locales Méditerranéennes, Asiatiques et Tunisiennes aux sous-populations
utilisant DAPC avec K = 12. AFG: Afghanistan; CYP: Chypre; DZA: Algérie; EGY: Egypte;
ETH: Ethiopie; GRC: Gréce; IRN: Iran, IRQ: Irak; APL: Palestine; ITA: Italie; JOR: Jordan;
LBN: Liban; LBY: Libye; MAR: Maroc; SYR: Syrie; TUN: Tunisie; YEM: Yémen.

4, Discussion

La disponibilité et 1’utilisation des techniques de marqueurs moléculaires sont des outils

importants pour mieux comprendre la diversité génétique.

Afin d’entreprendre la cartographie des associations et pour assurer une conservation
efficace et une bonne gestion des ressources genétiques. Cette étude a démontré la robustesse

de la technologie DArTseq en tant qu’outil fiable et rentable pour évaluer la diversité au sein
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des populations locales et entre celles-ci ainsi que de les comparer a des populations locales

étrangéres de blé dur.

Cette technique a donné un grand nombre de marqueurs polymorphes et informatifs
répartis également sur les génomes A et B, elle a permis une couverture élevée des génomes
du germoplasme de blé dur Tunisien par rapport aux autres techniques moléculaires utilisées
précédemment. Une couverture similaire des génomes du blé dur a été trouvée sur un panel de
170 accessions de blé dur (Sieber et al., 2017). Cette large couverture des génomes peut servir
a entreprendre la cartographie d'association dans le matériel génétique étudié, notamment la
recherche de nouvelles variations alléliques pour les caractéres recherches par les
améliorateurs, tels que les QTL trouvés dans les chromosomes 7A et 2B, liés a la teneur en
protéines (Marcotuli et al., 2017), la force du gluten, la teneur en pigment jaune (Patil et al.,
2008; Colasuonno et al., 2014) la tolérance a la salinité et les composantes du rendement
(Turki et al., 2015; Mangini et al.,, 2018). La technologie DArTseq ainsi que d'autres
processus a haut débit et de génotypage par séquencage sont de plus en plus utilisés pour
étudier la diversité génétique de différentes cultures, car ils permettent d'étudier la diversité
génétique chez un grand nombre d’accessions et chez les espéces ayant des génomes

complexes (Chen et al., 2018; Nadeem et al., 2018).

a. Polymorphisme des marqueurs DArTseq chez les populations locales de blé

dur Tunisien

Le contenu des informations polymorphiques (PIC) révélé par les marqueurs DArTseq
était en moyenne de 0,165 avec une distribution asymétrique par rapport aux valeurs basses.
La méme tendance de répartition a été retrouvée en utilisant la méme approche pour 91
populations locales de blé dur du croissant fertile et pour 138 accessions de blé du Sud-Ouest
de la Chine (Baloch et al., 2017; Chen et al., 2018). Ren et al., (2013) ont montré la méme
valeur PIC pour les accessions de blé dur de I’Afrique du Nord (0,168) en utilisant 946
marqueurs SNP dans le cadre d'une étude de la diversité génétique dans une collection
mondiale de populations locales de blé dur. Des études récentes utilisant des marqueurs
DArTseq ont rapporté des valeurs PIC supérieures pour la collection mondiale constituée des
populations locales de blé dur (0,35) et pour des accessions provenant du croissant fertile
central (0,26) (Baloch et al., 2017; Sieber et al., 2017). Une étude précédente portant sur 34
variétés anciennes de blé dur Tunisien avait indiqué une valeur PIC de 0,68 (Medini et al.,

2005). Cette différence s'explique par la nature bi-allélique des marqueurs DArT pour
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lesquels la valeur maximale pour le PIC est de 0,5 par rapport aux marqueurs SSR multi-

alleliques avec la valeur PIC maximale de 1 (Botstein et al., 1980).

Les lignées des six populations locales Tunisiennes de blé dur ont montré un niveau
modéré de diversité génétique (He = 0,25), supérieur a celui présenté par un ensemble de
collections mondiales de blé dur (He = 0,224) utilisant les marqueurs SNP (Ren et al., 2013).
Nos résultats ont confirmé des résultats antérieurs montrant que le croisement fertile, ainsi
que les populations locales de blé dur de la Méditerranée orientale sont plus diversifiés
(Oliveira et al., 2014; Soriano et al., 2018). Bien que plusieurs études aient révélées une
grande diversité genétique chez les variétés locales Tunisiennes basée sur la caractérisation
phénotypique (Sourour and Hajer 2008; Sourour, et al. 2010), le niveau moderé de diversité
génétique pourrait s'expliquer par le fait que les lignées Tunisiennes de blé dur incluses dans
cette étude sont dérivées de six populations locales qui sont collectées dans une zone

géographique limitée du Centre et du Sud de la Tunisie.

b. Diversité génétique et structure de population de la collection de blé dur

Tunisien

La méthode «ASD» utilisant les marqueurs DArTseq a permis de différencier les six
populations locales Jenah Zarzoura, Biskri, Jenah Khotifa, Mahmoudi, Bidi et Rommani en
montrant des distributions de distances différentes. Deux méthodes, 1’analyse de classification
hiérarchique basée sur les distances des alleles partagés (ASD) et I’analyse discriminante des
composantes principales (DAPC) ont été utilisées pour décrire la relation génétique et la
structure de la collection Tunisienne de blé dur. La premiere méthode a classé le panel en cing
groupes correspondant principalement aux noms des populations attribués par les paysans et a
permis de montrer que la population Jenah Zarzoura est la plus éloignée, et que les
populations Mahmoudi et Biskri constituent le méme pool génétique. L’étroit rapprochement
entre Mahmoudi et Biskri a été rapporté depuis longtemps par Beeuf, 1932 sur la base de la
couleur de la glume et de 1’épi (Beeuf, 1932), ce qui pourrait étre dii a 1’échange de ces
variétés entre les agriculteurs Algériens et Tunisiens (Miége, 1950). La distinction claire de
Jenah Zarzoura pourrait étre due a son confinement a une zone géographiguement limitée de

I'oasis de Mareth ou a un mode d'introduction différent.

L'utilisation de la méthode multi variée DAPC pour évaluer la structure de la population
a montré de meilleures performances et a permis une subdivision de la population similaire a
celle dautres études (Jombart et al.,, 2010; Kabbaj et al., 2017). Plusieurs approches

moléculaires ont été utilisées pour évaluer la structure de la population chez les variétés
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anciennes de blé dur, depuis les SSR jusqu’aux DArT (Ruiz et al., 2012; Soriano et al., 2016).
Plus récemment, les approches GBS-SNP et DArTseq ont été principalement utilisées pour les
études de structure de la population de blé hexaploide (Alipour et al., 2017; Eltaher et al.,
2018). Toutefois, dans la littérature la technologic DArTseq n’a pas eu une grande application
chez le ble dur, malgré la robustesse de cette méthode dans la description de la structure de
population de 91 accessions originaires du croissant fertile central et dans la classification des
populations locales turques et syriennes dans le méme pool génétique (Baloch et al., 2017).
Dans ce travail, les résultats de I'analyse DAPC concordaient avec ceux de l'analyse de
classification hiérarchique basée sur les ASD, malgré des différences mineures. Les deux
méthodes ont montré une bonne adéquation entre le groupement et les noms des variétés
attribuées par les paysans, ce qui reflete la capacité des agriculteurs et/ou paysans a
différencier entre les variétés locales. Cependant, un petit groupe composé d'un mélange de
populations locales est apparu ainsi que certaines lignées de populations différentes sont
incluses dans différents groupes, ce qui pourrait étre d0 principalement a une mauvaise
désignation des populations lors des missions de collecte et a des mélanges possibles dans les
populations. Ces résultats confirment le caractére multi lignées des populations locales qui a
été prouvé également par des études de caractérisations morphologiques et agronomiques
(Jaradat, 2013). Cette hétérogénéité offre un important pouvoir tampon aux populations

locales dans des environnements sujets a la sécheresse et aux fluctuations environnementales.

L'analyse AMOVA hiérarchique basée sur la subdivision en strates hiérarchiques allant
de K =2 a K =5 est en accord avec les résultats de I'analyse DAPC et confirme le niveau
élevé de variance moléculaire a K =2 (17,18%) et a K = 5 (26,62%). Les résultats de I'analyse
AMOVA sur la base des noms des populations locales ont indiqué une variation génétique
plus ¢levée plutdt entre (28,79%) qu’a Iintérieur (0,82%) des populations locales
Tunisiennes. Tenant compte de la structure de la population basée sur le nombre optimal de
groupements K = 5, les résultats de ’AMOVA ont montré une augmentation du pourcentage
de la variance génetique expliquée entre les populations locales (~ 31,77%) et une diminution
de la variance genétique au sein de celles-ci. Soriano et al., (2016) ont révélé beaucoup de
variabilité au sein des sous-populations (83%) qu'entre elles (17%) (Soriano et al., 2016) et
Mangini et al., (2017) ont trouvé une plus grande diversité génétique au sein des deux
populations locales Italiennes de blé dur «Bianchetta» et «Grano Ricco» (respectivement

9,5% et 9,4%) par contre une faible diversité génétique a I’intérieur de «Dauno I1I».
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Cette étude nous a permis d'évaluer pour la premiére fois la diversité génétique au sein
des populations locales de blé dur Tunisien et entre celles-ci en utilisant la technique
DArTseq, ce qui nous a permis de montrer différents niveaux de diversité génétique dans les
populations locales. Les populations de Jenah Zarzoura et de Rommani présentaient la
diversité géenétique la plus élevée (He = 0,27) et la population Bidi, la diversité genétique la
plus faible (He = 0,12). La faible variation génétique au sein des populations locales pourrait
étre expliquée par la sélection des agriculteurs pour les traits souhaitables et / ou la pression
des conditions environnementales. Par rapport aux autres populations locales, la population
Jenah Zarzoura a montré une forte hétérozygotie attendue (He = 0.268) et un faible indice de
fixation (Fst = 0.05). Ainsi, cette petite différenciation pourrait étre expliquée par: le
confinement de cette population a un environnement spécifique dans I'oasis de Mareth, qui
refléte I'isolement géographique de l'oasis de Mareth; les échanges de semences limités; et la
pression de sélection exercée par les agriculteurs. Le plus souvent, les agriculteurs
sélectionnent les meilleurs épis représentatifs d'une population pour former les lots de

semences.
C. Origine du blé dur Tunisien

La classification hiérarchique basée sur I’ASD a été étendue a 27 autres populations
locales Tunisiennes, des variétés améliorées Tunisiennes, des lignées élites hybrides de
I’ICARDA, ainsi que les lignées incluses dans le groupe mixte lorsque K = 6 de ’ensemble 1.
L’analyse du dendrogramme a montré une grande diversité génétique entre le matériel
génétique étudié. Les six lignées de la population locale Biskri qui ont été mal classées dans la
sous-population supplémentaire lorsque K = 6 dans l'analyse de I'ensemble 1 précédente ont
été groupées avec le cultivar moderne Khiar, et les deux lignées mal classées de Mahmoudi et
Jenah Khotifa ont été regroupées avec la lignée élite regue de 'ICARDA (MCHCB-102). Ces
résultats confirment la possibilité de mélange dans certaines populations, ce qui pourrait étre
di aux pratiques d'échange de semences et/ou de battage comme suggérées par d'autres études
(Jaradat, 2013; Sahri et al., 2014). Cette étude génétique étendue confirme I’unicité de la
population locale Jenah Zarzoura et la classification des lignées Jenah Khotifa, Rommani et
Bidi avec leurs populations respectives, mais pas avec les autres populations du méme nom.
Cela pourrait étre dd a une mauvaise désignation des populations locales lors de I'échange de
semences entre agriculteurs ou lors des missions de collecte entreprises par les équipes de la

bangue nationale de génes.
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La Tunisie est considérée comme un centre secondaire de diversité pour le blé dur et les
voies d'introduction de populations locales de blé dur en Tunisie et en Afrique du Nord sont
toujours en cours de discussion. L'analyse DAPC incluant les populations locales de la
Tunisie et d’autres régions des pays Méditerranéens et de 1’Asie occidentale nous a permis de
définir 12 groupes distincts, qui peuvent étre utilisés pour mettre en évidence les relations
entre les populations locales Tunisiennes et d'autres populations locales. La plupart des
populations locales Tunisiennes conservées a la banque de génes de I''ICARDA, ainsi que les
lignées issues des populations locales récemment collectées en Tunisie, ont été regroupées
avec les populations des pays voisins de I'Afrique du Nord et avec celles de la Gréce, de
I’Italie et du Liban. Jenah Zarzoura est restée distincte de toutes les populations locales
étudiées, a l'exception des deux populations locales originaires de la Jordanie. Ces résultats
suggerent que la plupart des populations locales Tunisiennes pourraient étre obtenues a
travers le Liban via la Gréce et I'ltalie, tandis que Jenah Zarzoura a été obtenue via une autre
voie d'introduction. Des rapports antérieurs ont montré deux types de dispersion du blé dur
dans le bassin méditerranéen depuis le croissant fertile: au Nord par la Turquie, la Gréce et
I'ltalie et au sud par I'Afrique du Nord (Mac Key, 2005). Moragues et al., (2007) ont soutenu
cette hypothese et ont classé une collection de populations locales de blé dur originaires de
différents pays méditerranéens en deux groupes (Moragues et al., 2007): (i) populations
locales du Nord et Est du bassin Méditerranéen et (ii) populations locales de 1’Afrique du
Nord et de la Péninsule Ibérique. Plus récemment, Soriano et al., (2016) ont montré une
dispersion Est-Ouest des populations locales du blé dur méditerranéen, qui ont été classées en
quatre sous-populations (Soriano et al., 2016): (i) la Méditerranée orientale, (ii) les régions
Balkaniques de 1’Est et la Turquie, (iii) les régions Balkaniques de I’Ouest, et (iv) L’Egypte et
la Méditerranée occidentale. Le regroupement des populations locales de 1’Afrique du Nord
avec I'ltalie et la Gréce a egalement été confirmé par Olivera et al., (2012) et Nazco et al.,
(2012), et pourrait étre expliqué par I'influence romaine sur la culture du blé dur en Afrique
du Nord (Nazco et al., 2012; Oliveira et al., 2012). Le développement précoce des activités
maritimes commerciales de Carthage en Méditerranée a renforcé les échanges des semences
entre la Tunisie et les pays méditerranéens (Essid, 2012), ce qui pourrait expliquer le
regroupement des lignées de Bidi, Jenah Khoutifa et Rommani avec la majorité des
populations locales Algériennes (sous-population 6) et des lignées de Biskri et Mahmoudi
avec des populations locales Libanaises et Marocaines (sous-population 9). De plus, nos
travaux ont confirmé que les lignées des populations Biskri et Mahmoudi appartiennent au

méme pool génétique, par contre les lignées de la population Jenah Zarzoura constituent un
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nouveau pool de génes distant des autres populations locales Tunisiennes et étrangeres. Ces
lignées ont été regroupées avec seulement deux entrées de la Jordanie (sous-population 11).
Une explication possible est que la population de Jenah Zarzoura, provenant de I’oasis de
Mareth, située dans le sud de la Tunisie, prés de la mer Méditerranéenne, aurait pu étre
introduite de I’Est par différents chemins, probablement de 1’Egypte aux pays voisins et
éventuellement regues de la Palestine et de la Jordanie (Bonjean et Angus, 2001; Perrino et
Porceddu, 1990), ou par I’introduction par les Phéniciens du Liban a Carthage entre le [Xe et
le lle siecle av. J.-C. (Essid, 2012). Au cours de la période romaine (Vlle-llle siécles av. J.-
C.), la Tunisie devint le grenier a pain de la péninsule italienne et la source de I'excellente
qualité de la semoule issue du blé dur cultivé dans les pays de 1’Afrique du Nord (D'Arcy,
1946). Les populations locales de la Tunisie et de I'Afrique du Nord ont également été
attribuées aux introductions de Romains, qui ont contribué a la modernisation des systemes

d'irrigation et a I'extension de la culture du blé au Sud de la Tunisie (Essid, 2012).
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II. Evaluation des caroténoides chez les populations locales de blé
dur dans des environnements contrastés.

1. Résumé

Développer des variétés de blé dur riches en caroténoides (pigments jaunes) est devenue
I’une des objectifs des améliorateurs, pour répondre aux exigences du marché pour une bonne
qualité de semoule, malgré les contraintes climatiques. Dans ce contexte, nous avons évaluer
la teneur des caroténoides avec deux méthodes (I’indice du pigment jaune b* et la teneur
totale des caroténoides de la semoule) dans une collection de 187 lignées issues de six
populations locales Tunisiennes et 7 lignées élites témoins regus de 'ICARDA, dans six
environnements utilisant le modeéle alpha lattice avec deux répétitions: i) la localité Mornag
sous des conditions pluviales durant deux années successives 2015-2016 (Environnementl et
environnement 2) et ii) la localité Kairouan sous des conditions d’irrigation totale durant deux
années successives 2016-2017 (100% de 1’évapotranspiration ETR, Environnement 3 et
Environnement 4) et sous des conditions de stress hydrique durant deux années successives
2016-2017 (25% de I’évapotranspiration ETR, Environnement 5 et Environnement 6). Nos
résultats ont montré une grande variabilité aussi bien de I’indice du jaune (valeur du b*) que
de la teneur totale en caroténoides entre les lignées de chaque population dans les six
environnements. La comparaison des moyennes de I’indice du pigment jaune b* entre les tous
les environnements a montré que les conditions pluviales favorisent mieux 1’expression des
caroténoides et que certaines populations locales présentent des teneurs en caroténoides plus
élevées que les variétés améliorées Tunisiennes, dont certaines lignées ayant des teneurs qui
dépassent les lignées ¢€lites de 'TCARDA. L’ héritabilité attendue H2 aussi bien de 1’indice du
pigment jaune b* que de la teneur totale des caroténoides dans tous les environnements est
tres élevee, allant de 0.72 a 0.95 et de 0.89 a 0.95, respectivement. Cette étude a montré
également un effet environnement prédominant et pas d’interaction environnement*génotype
pour ce caractere. L’analyse de régression progressive a révélé que les composantes de
rendement contribuent en majorité dans 1’augmentation de I’indice du pigment jaune. De plus,
I’analyse «path» a démontre un effet direct positif du rendement en grain (0.3319) et des
effets directs négatifs du nombre d’épis/m2 (-0.6537) et du poids de milles grains (-0.4257)
sur la teneur en pigment jaune. Cette étude a permis d’identifier des lignées issues des

populations locales Tunisiennes trés riches en caroténoides dont le potentiel est stable dans
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tous les environnements, qui pourront étre utilisées dans des programmes d’améliorations
nationales et internationales.

Mots clés: Population locale Tunisienne, Indice du pigment jaune, caroténoides

2. Introduction

En Tunisie, le blé dur est la céréale la plus cultivée dans les régions pluviales. Elle
représente 70% de la production totale de blé. La consommation pourrait atteindre 265 kg par
an et par capita. Cette espece est considérée comme une culture stratégique en raison de son
importance socio-économique. Elle est principalement utilisée pour la fabrication de pates,
mais elle constitue également la matiére premicre pour la production d’autres produits
traditionnels tels que les pains traditionnels, le couscous et le boulghour. Toutefois, la
production présente des fluctuations interannuelles dues a l’irrégularité inter annuelle de la
pluviométrie.

La perte de diversité¢ génétique due au systéme d’ intensification et d’utilisation des
cultivars modernes homogenes de blé dur améliorés plus productifs (Newton et al., 2011), au
détriment des populations locales, connus pour étre bien adaptées aux conditions
environnementales locales et a la gestion des pratiques traditionnelles, ont accentué leur
vulnérabilité aux stress biotiques et abiotiques et méme engendrer la perte de quelques traits
de qualité. Récemment, I’amélioration de la qualité¢ du grain de bl¢ dur est devenue 1’un des
principaux objectifs des programmes d’amélioration génétique, en raison de la demande
croissante du marché pour une bonne qualité de blé dur, malgré de nombreuses contraintes
abiotiques tels que la sécheresse et le stress thermique et les contraintes biotiques.

Au cours des derniéres décennies, la teneur en pigments jaunes ou caroténoides du
grain, due a la présence de xanthophylles dans I'endosperme, principalement de la lutéine et
d'autres composés apparentés (Hentschel et al., 2002), est devenue un critere important dans
I’évaluation de la qualité de la semoule, la détermination de la valeur commerciale et de la
qualité nutritionnelle des produits finis en mesurant I’indice du pigment jaune (YPI) (Ficco et
al., 2014). La teneur totale en caroténoides dans le grain est également trés importante pour la
santé humaine en raison de ses propriétés anti oxydantes et d’étre le précurseur de vitamine A.
En effet la lutéine et la zéaxanthine ont été démontrees associées a la prévention de la
dégenérescence maculaire et aux cataractes, mais aussi a la prévention de certains cancers et
maladies cardio-vasculaires. En outre, ces pigments jaunes jouent le rble de pigments

secondaires dans la photosynthese chez les plantes. ils sont impliqués dans la protection
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photo-oxydante (Havaux, 2014) et servent également de précurseurs de I'hormone des acides
abscissiques.

Bien que les niveaux de caroténoides dans le blé dur soient relativement faibles entre 4
et 8 ppm (Troccoli et al., 2000), toutefois il existe une variation génétique importante. Il a été
démontré que les populations locales accumulent généralement des niveaux de caroténoides
plus élevés. Certains auteurs ont décrit que la teneur totale des caroténoides est influencée par
des facteurs environnementaux, par contre d’autres études prouvent le contraire. Cependant,
malgré la prédominance de ’effet génétique de ce caractére et une héritabilité relativement
élevée entre 0,85 et 0,97 qui ont été démontré par plusieurs travaux (Elouafi et al., 2001;
Clarke et al., 2006; Roncallo et al., 2012), I’interaction génotype *environnement reste non
encore bien élucidée.

La présente étude a pour objectif de:

1) Evaluer pour la premiére fois les caroténoides (pigments jaunes) chez les différentes
populations locales composées de 189 lignées de blé dur et celles des lignées élites recues de
I’ICARDA dans plusieurs environnements sous différents régimes hydriques différents en
Tunisie.

2) Etudier D’interaction génotype * environnement pour le caractere teneur en
caroténoides (pigments jaunes)

3) Déterminer les facteurs affectant la teneur totale en caroténoides (pigments jaunes).

3. Résultats

a. Evaluation de I'indice du jaune (b*) de la semoule chez les lignées de blé dur local
dans six environnements différents.

L’¢évaluation de I’indice du jaune (valeur du b*) de la semoule d’une collection de 196
accessions composeé de 189 lignées de blé dur issues de six variétés locales (Ensemble 1) et de
sept lignées élites témoins regues de ’'TCARDA a montré une variabilité importante entre les
lignées dans les différents environnements étudiées (Figure 30). Toutefois, cette variabilité est
moins prononcée dans les deux sites de Mornag en mode pluvial pendant la campagne 2015 et
de Kairouan en mode irrigué pendant la campagne 2017. Les résultats de la distribution de
I’indice du jaune en fonction des différents environnements ont montré une densité faible
ainsi qu’une distribution plus étalée pour ces deux sites mentionnant que la majorité des

génotypes présentent des valeurs de b* proches (Figure 28).
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Figure 28: Variation de I’indice du jaune (valeur du b) chez les 196 lignées issues des six
populations locales Tunisiennes de blé dur dans six environnements; KAIR IR 2016: Site
Kairouan avec la modalité d’irrigation 100% ETR pendant la campagne 2016; KAIR IR 2017:
Site Kairouan avec la modalité d’irrigation 100% ETR pendant la campagne 2017; KAIR
STR 2016 Site Kairouan avec la modalité d’irrigation 25% ETR pendant la campagne 2016,
KAIR STR 2017: Site Kairouan avec la modalité d’irrigation 25% ETR pendant la campagne
2017; MOR PL 2015: Site Mornag en mode pluvial pendant la campagne 2015; MOR PL
2016 : Site Mornag en mode pluvial pendant la campagne 2016.

La comparaison des moyennes de I’indice du pigment jaune b* entre les différents
environnements a montré que les valeurs les plus élevées sont enregistrées dans le site de
Mornag ou les essais sont conduits en pluvial, aussi bien pour la campagne 2015 que celle de
2016 (15.48 - 15.77, respectivement) (Tableau 17). Pour le site de Kairouan, en comparant
I’indice du pigment jaune b* entre les traitements pour chaque année, une augmentation de cet
indice est observée en condition irrigué qui est plus visible en 2016, soit une moyenne de

15.25 en mode irrigué et une moyenne de 14.67 en mode stressé.
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Tableau 17: Comparaison des moyennes de 1’indice du jaune d’une collection de blé dur
Tunisienne dans les six environnements.

Indice du pigment jaune (valeur du b*)

Environnements Moyenne  Minimum Maximum Ecart
Kairouan IR 2016 15.25 12.99 16.75 3.76
Kairouan STR 2016  14.69 12.25 16.40 4.15
Kairouan IR 2017 14.51 12.69 16.08 3.39
Kairouan STR 2017  14.44 12.4 16.01 3.61
Mornag PL 2015 15.48 125 17.89 5.39
Mornag PL 2016 15.77 13.08 17.06 3.98

IR: Mode irrigué a 100% ETR, STR: Mode irrigué a 25% ETR; PL: Mode pluvial

La comparaison des moyennes de I’indice du jaune b* pour chaque sous - population
déja identifiée par 1’étude moléculaire dans le chapitre précédent a montré que les sous-
populations Rommani ainsi que Biskri présentent les moyennes les plus élevées (15.41 et
15.04, respectivement) en considérant les six environnements comparativement aux autres
populations locales étudiées (Tableau 18). La sous - population Rommani possede une
moyenne de cet indice supérieur aux variétés Tunisiennes identifiées majoritairement comme
Khiar par I’étude moléculaire (15.30). Toutefois, les lignées ICARDA/CIMMYT utilisées
comme témoins dans cette étude ont montré la moyenne la plus élevée de cet indice (15.45)
en le comparant aux autres populations locales ainsi qu’aux varietés améliorées tunisiennes.
Par ailleurs, parmi les 189 lignées issues variétés locales tunisiennes, certaines lignées de la
sous-population Biskri présentent un indice du jaune de 16.46 proche d’une lignée élite
ICARDA/CIMMYT utilisée comme témoin positif (16.68) et supérieur a la meilleure variété

améliorée tunisienne (15.47).
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Tableau 18: Moyenne de I’indice du jaune des six environnements pour chaque population
locale, variétés améliorées tunisiennes et les lignées élites de bl¢ dur de 'ICARDA.

Indice du jaune de la semoule (valeur du b*)

Population Moyenne Minimum  Maximum E std
Bidi 14.46 14.10 15.59 0.33
Biskri 15.04 14.45 16.46 0.31
Lignées ICARDA/CIMMYT témoins 15.45 14.28 16.68 0.88
Jenah khotifa 15.23 12.97 15.84 0.70
Jenah Zarzoura 14.89 13.99 15.92 0.52
Mahmoudi 14.96 14.71 15.25 0.11
Rommani 15.41 15.08 15.92 0.21
Variétes améliorees Tunisiennes 15.30 15.08 15.47 0.14

E std: Erreur standard

b. Evaluation de la teneur en caroténoides totaux (TCC) de la semoule chez les
lignées locales de blé dur conduites en conditions pluviales.

L’évaluation de La teneur totale en caroténoides chez les 196 lignées de blé dur locales
dans le site de Mornag, ou les essais sont conduit en pluvial, durant deux années successives
2015-2016 a montré une distribution similaire entre les deux années de ce caractere
mentionnant une variabilité entre les génotypes qui est légerement plus prononcée en 2015
(Figure 29).

La comparaison des moyennes de ce caractére entre les années a montré des valeurs
proches, 4.71 ug/g durant la campagne 2015 et 4.33 pg/g durant la campagne 2016 (Tableau
19). Cependant durant la campagne 2015, nous avons trouvé des génotypes qui pouvaient
avoir des teneurs tres élevees en caroténoides qui pouvaient atteindre 14 ug/g

comparativement a la campagne 2016 ou le maximum était de 8.43 ug/g.
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Figure 29: Variation de la teneur totale des caroténoides chez les 196 lignées issues des six
populations locales Tunisiennes de blé dur dans le site de Mornag durant deux campagnes
successives 2015-2016. MOR PL 2015: Site Mornag en mode pluvial pendant la campagne
2015; MOR PL 2016 : Site Mornag en mode pluvial pendant la campagne 2016.

Tableau 19: Moyennes, maximum et minimum de l’indice du jaune dans les deux
environnements a la station Mornag durant les campagnes agricoles 2015 et 2016.

Teneur totale en caroténoides

Environnements Moyenne  Minimum Maximum
Mornag PL 2015 4.71 1.34 1411
Mornag PL 2016 4.33 1.30 8.43

La comparaison des moyennes de la teneur totale en caroténoides exprimée en ug/g de
lutéine entre les différentes populations au site de Mornag durant les deux campagnes 2015 -
2016 a montré que la spopulation Biskri présente la teneur en lutéine la plus élevéee (5.39
ug/g) et que la population Bidi présente la teneur la plus faible (3.36 ng/g) (tableau 20). En
comparant les moyennes des populations locales aux variétés améliorées Tunisiennes, les
populations Biskri et Jenah Khotifa ont montré des teneurs totales supérieures en caroténoides
(5.39 - 4.84 pg/g, respectivement). Toutefois, les teneurs totales en caroténoides des
différentes populations locales étudiées restent inférieures aux lignées élites de
I’'ICARDA/CIMMYT utilisées comme témoins (7.30 pg/g). Sur la base des valeurs

maximales des teneurs totales en caroténoides, le tableau ¢ a montré que certaines lignées de
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la population Jenah Khotifa présentent des valeurs plus élevées (8.36 ug/g) que les lignées
¢lites témoins regus de L’ICARDA (8.24 ng/g) (tableau 20). Par ailleurs, les trois populations
Jenah Khotifa, Biskri et Mahmoudi renferment également des lignées ayant des teneurs totales
en caroténoides (8.36 - 7.93 - 7.29 ug/g, respectivement) plus élevées que la variété améliorée

Tunisiennes la plus riche en lutéine (6.69 ug/g).

Tableau 20: Moyenne, maximum et minimum de I’indice du jaune de différentes
variétés locales et améliorées tunisiennes et des lignées témoins de blé dur évaluées a Mornag
durant 2015 et 2016.

Teneur totale en caroténoides

Population Moyenne  Minimum Maximum  E std
Bidi 3.36 1.33 4.95 1.09
Biskri 5.39 2.38 7.93 154
Lignées ICARDA/CIMMYT témoins  7.30 6.19 8.24 0.71
Jenah khotifa 4.84 2.31 8.36 1.61
Jenah Zarzoura 3.75 2.07 5.68 1.02
Mahmoudi 4.28 2.19 7.29 1.08
Rommani 3.38 1.77 5.25 1.039
Varietés ameliorées Tunisiennes 4.74 3.14 6.69 1.06

E std: Erreur standard

c. Etude de l'interaction génotype*environnement pour l'indice du pigment jaune et
de la teneur totale en caroténoides

L’¢étude de I’interaction entre les génotypes, le site et I’année pour I’indice du jaune et la
teneur totale en caroténoides est basée sur 1’é¢tude de 1’héritabilité¢ étendue H2 et I’interaction
entre différents environnements pour toutes les anneées.

> Etude de I’héritabilité de I’indice du jaune, de la teneur totale en caroténoides du

grain et d’autres traits de qualité du grain et des caractéres agro-
morphologiques

L’estimation de I’héritabilité¢ étendue H2 de 1’indice du jaune du grain (valeur du b*)

chez la collection de 196 lignées dans les six environnements est tres élevée. Elle est comprise

entre 0,72 et 0,95. Le tableau 21 montre que 1’héritabilité la plus élevée est enregistrée durant
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la campagne 2017 dans le site de Kairouan aussi bien en mode irrigué qu’en mode Stressé
(0,95), alors que I’héritabilité la moins élevée est observée durant la campagne 2016 dans le
site de Mornag conduit sous des conditions pluviales (0,72). Ces résultats refléte un effet
génetique prédominant et un tres faible effet environnement de ce caractere.

Par ailleurs, I’héritabilité étendue H2 de la teneur totale des caroténoides (TTC) estimée
dans uniquement deux environnements representé par le site de Mornag en mode pluviale
durant les deux campagnes 2015 et 2016 est tres élevée, 0,85 et 0,9, respectivement. Ces
résultats démontrent également la prédominance de I’effet génétique de ce caractére dans la
collection de blé dur étudiée avec un effet environnement minime.

Concernant les autres traits de qualité du grain tels que la teneur en protéines (Gpr), le
SDS, I’indice du a* et I’indice du I*, I’ héritabilté étendue de la majorité de ces caracteres est
aussi élevée (Tableau 21). Néanmoins, les résultats ont montré des fluctuations plus
prononcées de cette héritabilité pour la teneur en protéines allant de 0.56 dans le site de
Mornag en 2016 jusqu’a 0.96 dans le site de Kairouan en mode stressé en 2017, alors que
I’héritabilité des autres traits est tres élevée quelque soit le site et le traitement.

Toutefois, la majorité des traits impliqués dans le rendement montrent une héritabilité
plus faible, surtout pour le nombre d’épis/m? (NS) allant de 0.12 dans le site de Kairouan en
mode irrigué en 2017 jusqu'a 0.42 dans le site de Kairouan en mode stressé en 2016. En effet,
I’héritabilité du rendement en grain est variable d’une année a une autre avec un maximum de
0.69 dans le site de Mornag en 2015 et un minimum de 0.25 dans le site de Kairouan en mode
stressé en 2016. Les deux composantes du rendement en grains, le nhombre de grains / épi
(NS) et le poids du grain / épi (NGE) ont montré une heritabilité plus élevée aux allentours de
0.76 dans le site de Kairouan en mode stressé en 2016 et faible aussi bien pour le nombre de
grains par épi NS (0,28) dans le site de Mornag sous les conditions pluviales en 2016, que
pour le nombre de grains par épi NGE (0,12) dans le site de Kairouan en mode irrigué en
2017.
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Tableau 21: Estimation de I’héritabilité étendue H2 pour I’indice du pigment jaune (valeur du
b*), la teneur total des caroténoides (TCC) et d’autres traits agro morphologiques et de
qualité.

Héritabilité H2

Sites KAIRIR KAIRIR KAIRSTR KAIRSTR MOR PL MOR PL
Année 2016 2017 2016 2017 2015 2016
Traits
A |TTC 0.86 0.98
b* 0.91 0.95 0.91 0.95 0.93 0.72
a* 0.94 0.96 0.96 0.98 0.96 0.92
I* 0.90 0.95 0.94 0.96 0.94 0.91
Gpr 0.86 0.94 0.80 0.96 0.92 0.56
SDS 0.93 0.97 0.97 0.99 0.95 0.9
SDS INDEX 0.92 0.97 0.96 0.99 0.94 0.9
B |SL 0.91 0.95 0.95 0.98 0.8 0.88
ST 0.87 0.87 0.92 0.95 0.83 0.65
SwW 0.91 0.93 0.94 0.97 0.88 0.71
TA 0.84 0.88 0 0.89 0.85 0.16
FLA 0.77 0.36 0.62 0.74 0.62 0.87
H 0.96 0.95 0.86 0.96 0.95 0.95
MLB 0.68 0.82 0.79 0.83 0.78 0.66
MLE 0.82 0.80 0.89 0.85 0.82 0.8
C |HD 0.97 0.98 0.94 0.98 0.95 0.94
MD 0.90 0.80 0.93 0.87 0.96 0.89
SPAD 0.77 0.62 0.81 0.83 0.71 0.77
D |TT 0.47 0.26 0.6 0.57 0.29 0.47
TFT 0.52 0.35 0.68 0.09 0.34 0.42
NS 0.51 0.12 0.45 0.50 0.79 0.69
NEE 0.69 0.71 0.67 0.65 0.61 0.61
NGE 0.61 0.56 0.76 0.7 0.68 0.28
PGE 0.57 0.53 0.74 0.65 0.67 0.3
GY 0.58 0.56 0.25 0.66 0.69 0.32
TKW 0.86 0.90 0.93 0.95 0.87 0.64
T™W 0.56 0.77 0.84 0.77 0.6 0.22

A: Traits de qualité du grain; b*: Indice du jaune; a*: Indice du brun, I*: Indice de luminosité; Gpr: Teneur des
protéines des grains; SDS: Indice de sédimentation; B: Traits morphologiques; SL: Longueur de la graine; ST:
hauteur de la graine, SW: Largeur de la graine; TA: Superficie totale de a graine; FLA: Surface foliaire; H:
Hauteur de la plante; MLB: Longueur des barbes; MLE: Longueur de I’épi; C: Traits physiologiques; HD: Date
d’épiaison; MD: Date de maturité; SPAD: Indice de chlorophylle; D: Traits agronomiques; KAIR IR 2016: Site
Kairouan avec la modalité d’irrigation 100% ETR pendant la campagne 2016; KAIR IR 2017: Site Kairouan
avec la modalité¢ d’irrigation 100% ETR pendant la campagne 2017; KAIR STR 2016 Site Kairouan avec la
modalité d’irrigation 25% ETR pendant la campagne 2016, KAIR STR 2017: Site Kairouan avec la modalité
d’irrigation 25% ETR pendant la campagne 2017; MOR PL 2015: Site Mornag en mode pluvial pendant la
campagne 2015; MOR PL 2016 : Site Mornag en mode pluvial pendant la campagne 2016.
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» Etude de Dlinteraction entre les différents environnements pour I’indice du
pigment jaune (valeur du b*)

L’évaluation des interactions génotype*environnement utilisant la méthode des
corrélations entre les six environnements basée sur les moyennes ajustées de I’indice du
pigment jaune des 196 lignees dans chaque environnement a montré que les environnements
sont corrélés positivement les uns aux autres (Figure 30). Ces résultats montrent qu’il n’y’a
pas d’interaction génotype* environnement pour la caractére étudié et que lignées présentent
le méme potentiel quelque soit le traitement (mode irrigué ou stressé) et/ou la localité
(Mornag ou Kairouan).
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Figure 30: «Heat map» des corrélations entre les environnements basé sur les moyennes ajustées dans chaque
environnement. KAIR IR 2016: Site Kairouan avec la modalité¢ d’irrigation 100% ETR pendant la campagne
2016; KAIR IR 2017: Site Kairouan avec la modalité d’irrigation 100% ETR pendant la campagne 2017; KAIR
STR 2016 Site Kairouan avec la modalité d’irrigation 25% ETR pendant la campagne 2016, KAIR STR 2017:
Site Kairouan avec la modalité d’irrigation 25% ETR pendant la campagne 2017; MOR PL 2015: Site Mornag
en mode pluvial pendant la campagne 2015; MOR PL 2016: Site Mornag en mode pluvial pendant la campagne
2016.
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d. Etude des corrélations entre I'indice du pigment jaune et d’autres traits de

qualité, physiologique et agro-morphologique dans les différents environnements

Les corrélations moyennant le coefficient de Pearson entre ’indice du pigment jaune
(valeur du b*) et plusieurs traits de qualité du grain, physiologiques et agro-morphologiques

sont rapportées dans la figure 31.

Pour I’environnement 1 (Kairouan en mode irriguée en 2016) une forte corrélation
positive hautement significative (seuil de signification < 0.01) avec ’indice de vitrosité I*
(0,45), la largeur de la semence SW (0,36), le SPAD (0,36) et le poids de mille grains TKW
(0,31), une corrélation modérée (seuil de signification <0.05) avec le rendement en grain GY
(0,27), le rendement quantique Fv/Fm et I’indice de sédimentation SDS (0,21). Par contre une
forte corrélation négative hautement signifcative (seuil de signification < 0.01) avec avec
I’indice du brun a* (-0,65), la longueur de 1’épi MLE (-0,51) et la longueur de la barbe MLB
(-0,20).

Pour I’environnement 2 (Kairouan en mode irriguée en 2017), une correlation positive
significative (seuil de signification <0.05) est observée uniquement avec I’indice de vitrosité
I* (0,20) et des corrélations négatives hautement significatives (seuil de signification < 0.01)
avec I’indice du brun a*(-0,57), la longuer de 1’épi MNE (-0,31), la longueur de la barbe MLB
(-0,34) et le nombre d’épillets/épi NEE (-0,31).

Pour I’environnemnt 3 (Kairouan en mode stressé en 2016), I’analyse des correlations a
montré que l’indice du pigment jaune (valeur du b*) est fortement corrélé (seuil de
signification < 0.01) avec le rendement en grains GY (0,24), I’indice de vitrosité 1* (0,36), le
SPAD (0,31), la largeur de la semence SW (0,23) et le poids de milles grains TKW (0,20)
mais plutdt une forte correlation négative significative (seuil de signification < 0.01) est
observée avec 1’indice du brun a* (-0,65), la longuer de 1’épi MLE (-0,23), la longuer de la
barbe MLB (-0.23) et le nombre d’épillets/épi NEE (-0,20). Alors que pour I’environnement 4
(Kairouran en mode stressé en 2017), une forte corrélation positive est observée uniguement
pour I’indice du 1* (-0.24) et une corrélation négative hautement significative avec I’indice du
brun a* (-0,58), la longuer de I’épi MLE (-0,46) et la longueur de la barbe (-0,32).

Concernant le site de Mornag conduit en mode pluvial, les resultats des corrélations
entre I’indice du pigment jaune (b*) et les autres caractéres ont montré pour I’environnement
5 (année 2015) une corrélation positive significative (seuil de signification < 0.01) avec le
rendement en grains GY (0,29) et I’indice de vitrosité a* (0,27) ainsi qu’une corrélation

négative hautement significative (seuil de signification < 0.01) pour I’indice du brun a* (-
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0,65), la longueur de 1’épi MLE (-0,50) et la longueur de la barbe (-0,47). D’autres
corrélations négatives significatives (seuil de signification < 0.01) sont observées avec le
nombre d’épillets / épi (0,38), la hauteur de la plante H (0,36), la teneur en proteine Gpr (-
0,26), la date d’épiaison (-0,28) et la surface foliare FLA (-0,24). Pour I’environnement 6
(année 2016), des corrélations positives hautement significatives (seuil de signification <
0.01) sont observées avec plusieurs caracteres tels que 1’indice de vitrosité 1* (0,46), le SPAD
(0,43), la largeur de la semance SW (0,41), le poids de milles grains TKW (0,36) et le SDS
(0,23). Les corrélations négatives hautement significatives (seuil de signification < 0.01) sont
observées avec I’indice du brun a* (-61%), la longueur de la barbe MLB (-0.50) et celles
significatives avec la longueur de 1’épi MLE (-0,20) et Nombre d’épi / m? NS (--0,24).

103 /164



A Environnement 1 B: Environnement 2

C: Environnement 3 D: Environnément 4

E: Environnement S F: Environnement 6

Figure 31: Corrélations entre les différents traits de qualité, physiologiques et agro-morphologiques.
Environnement 1: Kairouan en mode irrigué (campagne 2016); Environnement 2: Kairouan en mode irrigué
(campagne 2017); Environnement 3: Kairouan en mode stressé (campagne 2016); Environnement 4: Kairouan en
mode stressé (campagne 2017), Environnement 5: Mornag en mode pluvial (campagne 2015);Environnement 6:
Mornag en mode pluvial (campagne 2016);b*: Indice du jaune; a*: Indice du brun, I*: Indice de luminosité; Gpr:
Teneur des protéines des grains; SDS: Indice de sédimentation; SL: Longueur de la graine; ST: hauteur de la
graine, SW: Largeur de la graine; TA: Superficie totale de a graine; FLA: Surface foliaire; H: Hauteur de la
plante; MLB: Longueur des barbes; MLE: Longueur de I’épi; HD: Date d’épiaison; MD: Date de maturité;
SPAD: Indice de chlorophylle; TKW : Poids de milles grains; MNGE: Nombre de grains/épi ; MPGE : Poids des
grains/épi ; GY : Rendement en grain (Kg/ha)
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e. Etude des corrélations entre la teneur totale en caroténoides et d’autres traits de
qualité, physiologiques et agro-morphologiques dans les différents
environnements

L’analyse des corrélations entre la teneur totale en caroténoides avec les différents
caracteres étudiées (physiologiques, agro-morphologiques et autres traits de qualité du grain,
y compris 1’indice du pigment jaune) obtenues dans le site de Mornag en mode pluvial durant
les deux campagnes 2015 et 2016 ont montré d’une part que I’indice du pigment jaune (valeur
du b*) n’est pas corrélé avec la teneur totale en caroténoides exprimée en pg de lutéine par
gramme de matiére séche (Figure 32). D’autres part, ces résultats ont montré des corrélations
positives significatives (o < au seuil de significance 0.05) avec le rendement en grains GY, le
nombre d’épis/m? NS et I’indice de sédimentaion SDS ainsi que des corrélations négatives
significatives (o < au seuil de significance 0.05) avec la date d’épiaison HD, la hauteur de la
plante H et nombre d’épillets / épi NEE. Toutefois, les corrélations entre la teneur totale en
caroténoides (TCC) et la teneur en protéine (Gpr) différent d’une année a une autre dans le
site de Mornag. En effet, une corrélation négative est observée durant la campagne 2015, par
contre elle est positive durant la campagne 2016. De plus, au cours la campagne 2016 nous
avons trouvé des corrélations postives significatives entre la teneur totale en caroténoides et le

poids de mille grains TKW ainsi que la longueur de la graine SL.
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Figure 32: Corrélations entre la teneur totale des caroténoides, les traits physiologiques, agro-morphologiques et les
différents traits de qualité du grain. A: Mornag en mode pluvial (campagne 2015);B: Mornag en mode pluvial (campagne
2016); TCC: Teneur totale en caroténoides; b*: Indice du jaune; a*: Indice du brun, I*: Indice de luminosité; Gpr: Teneur des
protéines des grains; SDS: Indice de sédimentation; SL: Longueur de la graine; ST: hauteur de la graine, SW: Largeur de la
graine; TA: Superficie totale de a graine; FLA: Surface foliaire; H: Hauteur de la plante; MLB: Longueur des barbes; MLE:
Longueur de 1’épi; HD: Date d’épiaison; MD: Date de maturité; SPAD: Indice de chlorophylle; TKW: Poids de milles
grains ; MNGE: Nombre de grains/épi ; MPGE: Poids des grains/épi; GY: Rendement en grain (Kg/ha).
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f.Détermination des facteurs affectant I'indice du jaune (valeur du b*) et la teneur

totale en caroténoides (TCC)

Afin d’établir les facteurs qui affectent 1’augmentation de la teneur en caroténoides,

nous avons utilisé deux méthodes:

» Méthode d’analyse de la régression pas a pas

Pour I’analyse de régression pas a pas ou «stepwise regression», nous avons utilisé un
modele qui se base sur les moyennes de 15 caracteres a partir des six environnements. Les
résultats ont montré que 11 traits: ’indice du brun (a*), la teneur en protéine (Gpr), I’indie de
vitrosité (1*), le nombre d’épis / m? (NS), le nombre de grains / épi (NGE), le nombre
d’¢épillets / épi (NEE), la date d’épiaison (HD), la surface foliaire (FLA), La longueur de 1’¢épi
(MLE) et le poids de milles grains (TKW ) sont capables d’expliquer 74% la variation de
I’indice du pigment jaune (R?=0.74, seuil de signification <0.01) (Figure 33). En effet, le
nombre d’épis / m? (NS) contribue & lui seul a 26.1% de la variation de I’indice du pigment
jaune. Le rendement en grains (GY) ainsi que la longuer de 1’épi (MLE) améliorent la
variation de ce caractére a un second niveau de 10 %. De plus, le poids de mille grains (TKW)
avec ’indice du brun (valeur du a*) contribuent a un troisiéme niveau encore de 10% pour
expliquer 47% la variation de ce caractere. La figure 36 illustre bien que les composantes du

rendement contribuent majoritairement dans la variation de I’indice du pigment jaune.
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Figure 33: Graphique de la régression pas a pas des différents traits contribuant a augmenter
I’indice du pigment jaune (b*) chez les 196 lignées issues des six populations locales
Tunisiennes.
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» Méthode d’analyse «pathy.

L’analyse de trajectoire «Path coefficient analysis» a été utilisée pour subdiviser les
coefficients de corrélations en effets directs et indirects via des caractéres ou des voies de
substitution des caractéres entre 1’indice du jaune (valeur du b*) considéré comme une
variable dépendante et les autres variables indépendantes essentiellement les composantes du
rendement: le nombre de grains / m? (NS); le nombre de grains / épi (NGE); le poids de mille
grains (TKW); et le rendement en grains (GY), ainsi qu’un trait de qualité du grain tel que la
teneur en proteines des grains (Gpr). Les résultats du diagramme «path» ont montré que le
rendement en grains (GY) exerce un effet positif et direct sur I’indice du pigment jaune (R2 =
0.3319; au seuil de signification 5%), alors que le nombre d’épi / m? (NS) et le poids de mille
grains (TKW) ont un effet direct et négatif (R2 = -0.6535, -0.4257, repectivement) (Figure
34). L’effet indirect les plus important sur I’indice du pigment jaune (valeur du b*) a été
observé avec le nombre de grains/épi NGE (0.4514). Cependant, La teneur en protein des

grains (Gpr) a montré un effet non significatif sur le caractére étudié.
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Figure 34: Diagramme «path» des différentes inter-relations des composantes du rendement
avec I’indice du pigment jaune (b). les fléches rouges indiquent les effets directs et les fléches
bleues indiquent les effets indirects.
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4. Discussion et conclusion

Cette étude nous a permis de démontrer que les 196 lignées issues des
populations locales de blé dur tunisien présentent une grande variabilité aussi bien de I’indice
du pigment jaune (valeur b*) que de la teneur totale en caroténoides (TCC). Plusieurs travaux
ont mentionnées que les populations locales de blé dur sont charactérisées par une richesse
allélique (Lopes et al., 2015) et une variabilité génétique importante pour la majorité des
carcatéres de qualité du grain (Moragues et al., 2006; Nazco et al., 2012), mais rares sont ceux
qui ont évalué les caroténoides chez les populations locales (Fayaz et al., 2013; Rosell6 et al.,
2018).

L’évaluation de ces lignées dans différents environnements a pu nous montrer que les
conditions pluviales au site de Mornag offrent les meilleures opportunités pour la production
de blé dur de bonne qualité particuliérement en favorisant une semoule avec une bonne
couleur jaune ayant un indice de pigment jaune éléveé . Ces résultats sont en accord avec ceux
de Rharrabti et al., (2003) qui ont trouvé un indice du jaune de la semoule plus élevé chez les
10 génotypes évalué au Sud de L’Espagne en conditions pluviales comparativement a d’autres

essais a I’Est et a I’Ouest de I’Espagne conduits en irrigué (Rharrabti et al., 2003).

En comparant les moyennes des indices du pigment jaune de la semoule (valeur b*)
entre les traitements en mode irrigué (100 % ETR) et en mode stressé (25% ETR) a la station
de Chebika a Kairouan, une légére augmentation de I’indice du b* de 1’ordre de 4% pour la
campagne de 2016 et de 0.5% pour la campagne de 2017 en mode irrigué, pouvant supporter
les résultats d’autres études rapportant que I’indice du pigment jaune augmente en mode
irrigué (Guler, 2003). A I’opposé, d’autres travaux décrivent une augmentation de cet indice
suite & un stress hydrique (Pena et Pfeiffer 2005; Guttieri, et al. 2001). Récement, il a été
prouvé que le stresse hydrique n’a aucun effet sur ’indice du pigment jaune de la semoule
(Guzman et al., 2016), parcontre un stress thermique au cours du cycle de développement
affecte plus I’indice du pigment jaune (Guzman et al., 2016; Li et al., 2013) en accelérant la
phase de remplissage engendrant une augmentation de cet indice. En effet, au cours de la
campagne 2016, nous avons noté une augmentation de la température maximale a partir du
mois de Fevrier,engendrant une précocité a 1’épiaison et une accéleration du remplissage du
grain, ce qui explique cette légére augmentaion de cet indice comparativement a la campagne
2017. Dans ce sens, des ¢tudes avaient expliquées que I’augmentation des températures
précédant le phase de developpement du grain ont un impact sur le grain et sa composition

(Wardlaw et Moncur, 1995) en siminuant la taille des grains et leurs poids (Calderini et al.,
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1999), ce qui induit un effet de concentration des pigments jaunes dans 1’endosperme (Clarke

et al., 2006).

Plusieurs travaux effectués dans le cadre de I’évaluation de I’indice du jaune (valeur du
b*) et d’autres traits de qualité du grain chez les populations locales étrangéres et modernes de
blé dur ont montré que les variétés modernes presentent un indice du jaune supérieur a ceux
des variétes anciennes (Fayaz et al., 2013), alors que d’autres au contraire démontrent que les
populations locales ont plutdt des indices supérieurs (Amallah et al., 2014). Dans ce travail,
nous avons trouvé les deux cas. En effet toutes les populations locales Tunisiennes possédent
un indice du jaune inférieur a ceux des lignées élites ICARDA/CIMMYT (15.47) et aux
variétes améliorées Tunisiennes (15.3) a I’exception de la population Rommani (15.41). 1l est
interssant de mentionner que certaines lignées des popultaions Biskri ( 16.46), Jenah Zarzoura
(15.92), Rommani (15.92), Bidi (15.59) et Jenah Khotifa (15.84) ont présenté des indices de
jaune supérieurs a celui de la variété améliorée Tunisienne ayant 1’indice le plus élevé
(15.47). Rosello et al., (2018) avait comparé 1’indice du pigment jaune entre 165 populations
locales de différentes origines médéterannéenes et 20 cultivars modernes espagnoles et avait
trouvé que les populations locales originaires de I’Est de la méditérrannée avaient I’indice le
plus élevée (16.2) qui était supérieur aussi bien a celui des populations de la méditéranné de
I’Ouest (14.5) dont la Tunisie fait partie, que celui des cultivars modernes (15.7). Touefois,
nos résultats ont montré que les populations locales Tunisiennes utilisées dans cette étude

possédent des indices supérieurs que ceux rapportes par Rosello et al., (2018).

En effet, chez le blé dur I’indice du jaune (valeur du b*) a été démontré dans plusieurs
études hautement corrélé avec la teneur en pigments jaunes du grain (TCC) exprimé en ug de
B carotene par g de matiére seche (Blanco et al., 2011) et cette méthode est largement utilisée

comme un moyen d’estimation rapide de la teneur totale en caroténoides.

Par ailleurs, la teneur totale en en carotenoides (TCC) ou encore appelé teneur en
pigment jaune a été évaluée chez la méme collection a Mornag sous des conditions pluviales.
Etant donné la lutéine est le principal caroténoide dans le grain de blé dur (Hentschel et al.,
2002) qui confére une couleur jaune naturelle a I'endosperme et aux produits dérivés de la
farine. Nous avons utilisé une nouvelle méthode de détermination de la teneur totale des
caroténoides AACC 14-60-01 (Abdel-Aal et Rabalski, 2012) l1égérement modifiée, qui se base
sur une courbe d’étalonnage utilisant une solution de lutéine pure au lieu de la méthode
AACC 14-50-01 utilisant plutot la B caroténe. Les résultats d’évaluation ont montré une

moyenne de la teneur totale en caroténoides exprimée en ug de lutéine par g de matiere séche
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de ’ordre de 4.71 ug/g pendant la campagne 2015 et de "ordre de 4.33 pg/g pendant la
campagne 2016. Cependant, malgré que toutes les populations locales aient enregistré des
teneurs totales en caroténoides inférieures aux lignées élites ICARDA/CIMMYT témoins
(7.30 png/g), les populations Biskri (5.39 pg/g) et Jenah Khotifa (4.84 pg/g) ont présenté des
teneurs totales en caroténoides supérieures aux variétés améliorées Tunisiennes (4.74 ug/g).
De plus certaines lignées de Jenah Khotifa ont méme présenté des teneurs en pigments jaunes

plus élevées (8.36 ug/g) que la lignée élite ICARDA/CIMMYT ayant la plus forte teneur
(8.24ng/9).

Du fait que les variétés améliorées Tunisiennes présentent une teneur totale en
caroténoides faibles (4,74 ug/g) alors que certaines lignées des populations locales telles que
Biskri, Mahmoudi et Jenah Khotifa possédent des teneurs trés élevées qui dépassent 7 ug/g
sur la base des teneurs déja décrites chez le blé dur qui se situe entre 4 et 8 ug/g (Troccoli et
al, 2000; Amallah et al., 2014) , il est reccommandé d’utiliser ces lignées comme sources de

génes pour augmenter la teneur en caroténoides.

La teneur en pigments jaunes est un trait quantitatif complexe, dont I’interaction
génotype*environnement n’a pas été encore €lucidé¢ dans les conditions environnementales
Tunisiennes. Cependant, I’héritabilité étendue H2 de I’indice du pigment jaune mesurée dans
les six environnements chez les 196 lignées issues des populations locales Tunisiennes est trés
¢levée, variant de 0,72 a 0,95. Cette forte héritabilité traduit la prédominance de 1’effet
génétype qui a été déja reportée dans plusieurs études telles que les travaux d’Elouafi et al.,
(2001) montrant une héritabilité de ce caractere entre 0,48 et 0,99 a travers 16 environnements
et ceux de Clarke et al (2006) trouvant une héritabilité entre 0,88 et 0,95 a travers plusieurs
sites et plusieurs années. L’estimation de I’héritabilité étendue H2 de la teneur totale en
caroténoides dans le site de Mornag sous des conditions pluviales chez la méme collection a
également montré une héritabilité tres élevée variant de 0,85 a 0,95, ces résultats sont

¢galement consistants avec d’autres études (Santra, et al. 2005; Colasuonno, et al. 2017).

La méthode des corrélations entres les six environnements pour évaluer I’interaction
entre les génotypes et les environnements sur la base des moyennes ajustées de 1’indice du
pigment jaune des 196 lignées issues des six populations locales de blé dur dans chaque
environnement a montré une corrélation entre les environnements les uns aux autres, ce qui en
découle I’absence d’interaction génotype*environnement pour ce caractere. Ces observations

sont consistantes avec des études précédentes mentionnant une treés faible interaction
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génotype*environnement aussi bien pour la couleur de la semoule que de la teneur en pigment
jaune (Elouafi, et al. 2001; Clarke, et al. 2006) et contredisent les résultats d’autres travaux
qui ont trouvé une interaction génotype* environnement pour 1’indice du jaune et la teneur en
pigments jaunes (Roncallo et al., 2012). Toutefois, nous avons noté un faible effet année pour
le site de Mornag en mode pluvial, ce qui rejoint I’¢tude de Rharrabti et al., (2003) qui avait
décrit un effet année *site minime dans une localité au sud de I’Espagne conduite sous des
conditions pluviales. L’étude de I’interaction génotype* environnement dans cette étude
montre que les populations locales Tunisiennes sont bien adaptées aux conditions

environnementales et présentent le méme potentiel quel que soit I’environnement.

L’analyse des corrélations moyennant le coefficient de corrélation de Pearson entre
I’indice du jaune et les différents caractéres physiologiques, agro- morphologiques et de
qualité du grain dans les six environnements séparément pour déterminer les associations
possibles, a montré que quel que soit I’environnement, 1’indice du jaune est corrélé
positivement avec 1’indice de vitrosité (valeur du 1*) (Lukow et al., 2013). Il est corrélé
négativement aussi bien avec 1’indice du brun (valeur du a*) comme il a été décrit par
Roncallo et al., (2012), qu’avec la longueur de 1’épi MLE et la longueur de la barbe MLB. Par
contre, pour I’année 2016 aussi bien au site de Mornag conduit en pluvial que le site de
Kairouan conduit a 100% ETR et a 25% ETR, des corrélations positives sont notées entre
I’indice du pigment jaune avec le poids de milles grains TKW, la largeur de la semence SW et
I’indice de la chlorophylle SPAD. En effet, I’année 2016 était une année de sécheresse dont la
pluviométrie a Mornag était de 250 mm/an au lieu de la moyenne annuelle de 450 mm/an et
celle de Kairouan était de 223 mm/an au lieu de 300 mm/an. Ces conditions de sécheresse ont
probablement engendré I’augmentation de la teneur en chlorophylle et la stimulation du
processus de la photosynthese impliquant les caroténoides en tant que pigments accessoires
pour éliminer les especes réactives de I'oxygéne (ROS) qui pouvaient causer des dommages
oxydatifs irréversibles (Havaux, 2014) et par conséquent I’augmentation de la teneur en
pigment jaune dans les grains. Par contre, les corrélations positives obtenues avec poids de
mille grains (TKW) et de la largeur de la semence (SW) sont en contradiction avec d’autres

études de Roncallo et al., (2012).

L’analyse des corrélations entre la teneur en pigments jaunes et d’autres caractéres agro-
morphologiques et de qualité dans deux environnements a montré une corrélation positive
avec le rendement en grains et une corrélation négative avec la hauteur de la plante et la date

d’épiaison. Par contre, aucune corrélation n’a été observée entre 1’indice du jaune et la teneur
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totale en caroténoides qui a été exprimée dans notre étude en ug de lutéine / g de matiére
seche. Pourtant, plusieurs autres études ont rapportées des corrélations positives hautement
significatives entre I’indice du jaune et la teneur totale en caroténoides exprimé plutét en ug
de B caroténe / g de matiere séche (Blanco et al., 2011). Hentschel et al., (2002) ont signalé la
contribution de 70% de substances inconnues dans la couleur jaune de la semoule. Digesu et
al., (2009) ont montré que la proportion de caroténoides représentant les pigments jaunes était
de 33,2%, en comparant la teneur totale en caroténoide et la teneur en pigment jaune chez une
collection de 80 blés tétraploides cultivés et sauvages. Egalement, Blanco et al., (2011) ont
rapporté que la teneur totale en caroténoides représentait 37% des pigments jaunes. De plus,
Abdel et al., (2007) ont signalé une surestimation de 20% de la teneur des caroténoides
utilisant la méthode colorimétrique en comparaison avec I’HPLC. Cependant, récemment
Abdel et Rabalski, (2012) a pu développer et valider une micro méthode d’extraction des
caroténoides totaux avec 1’eau saturée en n butanol pour estimer la teneur en lutéine ou la
teneur totale en caroténoides chez le blé dur. Cette micro méthode a montré une corrélation
positive significative avec la méthode HPLC (r = 0.9442). De ce fait, cette micro méthode a

été utilisée dans le cadre de ce travail pour évaluer la teneur totale des caroténoides.

L’utilisation de la méthode de régression pas a pas «stepwise regression» nous a permis
d’identifier 11 caracteéres pouvant expliquer 74% de la variation de I’indice du pigment jaune
(valeur du b*). Parmi ces -caracteres, les composantes du rendement contribuent
majoritairement et plus particuliérement le nombre d’épis / m? (NS), qui explique a lui seul

26.1% la variation de I’indice du jaune.

A travers I’utilisation de la méthode d’analyse «path» nous avons identifié 1’effet direct
et positif du rendement en grains (R2 = 0.3319), Deffet direct et négatif du nombre d’épis /
m2 (R2 = -0.6535), et du poids de mille grains TKW (R2 = -0.4257) et I’effet indirect et
positif du nombre de grains / épis NGE (R2 = 0.4514).

Ces résultats ont montré que la méthode de régression et d’analyse «path» sont
complémentaires et sont plus pertinentes que 1’analyse des corrélations utilisant le coefficient
de Pearson. D’autre part, ces deux méthodes ont montré leur efficacité dans d’autres études
similaires expliquant la contribution et les effets directes et indirectes sur rendement en grains
(Sayar et al., 2007). L’effet direct négatif du poids de mille grains a été déja décrit par
certaines études qui a été expliqué par 1’effet de concentration des teneurs en pigments jaunes

dans les grains (Abderrahmane et al., 2013).
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III. Association pan génomique pour la teneur en pigments jaunes
1. Résumé

2. Introduction
La couleur jaune de la semoule due a la concentration en pigments jaunes dans le grain

est un trait quantitatif complexe contr6lé par plusieurs genes. De 2013 a 2016 Rosello et al.,
(2018) ont rapporté I’identification de 37 QTL pour I’indice du pigment jaune de la semoule
et 74 QTL pour la teneur en pigments jaunes. Ces QTL ont été obtenus moyennant la
cartographie de liaison biparentale traditionnelle «QTL mapping» (Patil, et al. 2008; Zhang, et
al. 2008; Blanco, et al. 2011; Roncallo, et al. 2012; Crawford and Francki 2013a; Colasuonno,
et al. 2014) et ils sont localisés sur tous les chromosomes aussi bien du blé dur que du blé
tendre.

Toutefois, la majorité des QTL décrits dans la littérature n’ont pas été utilisés dans les
programmes de sélection, a I’exception de 2 QTL majeurs PSY-A1 et PSY-B1 localisés dans
les régions distales des chromosomes 7A et 7B, respectivement, dont il a ét¢ démontré qu’ils
sont responsables de la plus importante variabilité de la teneur en pigment jaune dans le grain
(Campos et al., 2016; Patil et al., 2018).

Selon Flint-Garcia et al., (2003) et Breseghello et Sorrells, (2006), la cartographie
d’association basée sur le déséquilibre de liaison pour identifier les associations génotype-
phénotype présente plusieurs avantages par rapport a la cartographie de liaison biparentale
traditionnelle, qu’elle tient compte de tous les événements de recombinaison le long de
I’histoire évolutive d’une population. Elle détecte des loci avec plus de précision et elle ne
nécessite pas de développer des populations biparentales. Les premieres études de
cartographie d’association pour identifier des QTL associés a la teneur en pigment jaune ont
utilisé un nombre limité de marqueurs SSR ainsi qu’une population de type RILS (Reimer et
al., 2008). Récemment, le développement de plateformes de génotypage a tres haut débit
couvrant le génome entier a permis d’affiner les études de cartographie d’association ou pan
génomique (GWAS) pour identifier de nouvelles régions génomiques et disséquer la base
génétique d'importants traits complexes tels que le rendement en grains et ses composantes
(Sukumaran et al., 2018a), la tolérance a la sécheresse et a la temperature (Qaseem et al.,
2018), la qualité du grain et de la semoule (Fiedler et al., 2017; Bhatta et al., 2018) et la teneur
en pigment jaune dans le grain et la semoule (Kumaret al., 2018; N'Diaye et al., 2018). Les
études récentes de GWAS visant a identifier des QTL associés a la teneur en pigments jaunes

dans le grain et a la couleur de la semoule du blé dur ont plut6t utilisé des lignées issues des
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programmes d’amélioration (N’Diaye et al., 2017; N'Diayeet al., 2018). Malgré que les
populations locales de blé dur ont montré une grande richesse alléliques trés peu d’étude de
GWAS ont utilisé des populations locales pour identifier des QTL associés a ce caractere
(Lopes et al., 2015; Rosell6 et al., 2018). De plus, la technologic DArTseq bien qu’elle a
montré sa performance dans des études de diversité et de structure de population chez les
populations locales blé dur (Robbana et al., 2019) ainsi que dans des études de GWAS pour
des caracteres complexes, cette technologie n’a pas été encore utilisée pour détecter des QTL
associes a la teneur en pigments jaunes chez le blé dur.

Dans ce contexte, cette étude vise a identifier des QTL stables associés a 1’indice du

jaune et a la teneur en pigments jaunes sur la base du génotypage DArTseq
3. Résultats

a. Choix du model statistique pour I'étude pan-génomique pour l'indice du

jaune et la teneur totale en caroténoides

L’analyse des associations entre les marqueurs DArTseq et d’une part I’indice du jaune
et d’autre part la teneur totale en caroténoides chez la collection de 196 lignées a été établie
avec quatre modeles statistiques: 1) le modele linéaire naive; 2) le modéle linéaire mixte K, en
tenant compte de la parenté relative entre les lignées (K); 3) le modéle linéaire mixte Q, en
considérant la structure de la population (Q) qui a été déterminée avec 20 composantes
principales (PC); et le modéle linéaire mixte K + Q, en tenant compte des effets de confusion
de la structure de la population (Q) et de la parenté relative (K).

Les résultats ont montré sur la base des graphiques quantile-quantile ou «Q-Q plot»
¢laborés avec les probabilités d’obtenir des associations observées (-Log10 (valeurs de p)) en
fonction de celles attendues pour I’indice du jaune (figure 35) et la teneur en caroténoides
totales (figure 36), que parmi les quatre modeéles testés, le modéle MLM (Q + K) incorporant
la matrice K et les PC en nombre de 20 est le plus approprié. Ce modele a montré que les
valeurs de p observées étaient plus proches de la distribution attendue et de ce fait, a permis
de fournir une plus grande confiance pour minimiser I'occurrence de fausses associations
positives et identifier des associations significatives entre les traits étudiés et les marqueurs
(MTA). Ce modele a eté utilisé dans notre étude de GWAS pour la détection des QTL

associés a I’indice du jaune et la teneur totale en caroténoides.

De plus, les figures 35 et 36 ont montré plus de QTL détectés pour 1’indice du pigment

jaune que pour la teneur totale des caroténoides.
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Figure 35: Comparaison des diagrammes quantile-quantile des —log (valeurs de p) entre
différents modéles de GWAS pour I’indice du jaune (moyenne de six environnements) chez
une collection de 196 lignées; Modéle naive (K = nul, n.PC = 0); Modéle Q (K = nul, n.PC =
20); Modéle K (K = K.mat, n.PC=0); Q + K model (K.mat, n. PC =20); K mat: «Kinship
matrix» = Matrice de parenté relative entre les lignées; Q: Structure de la population des 196
lignées avec 20 PC; PC: Composantes principales; n: Nombre.
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Figure 36: Comparaison des graphiques quantile-quantile «Q-Q plot» des —log (valeurs
de p) entre différents modéles de GWAS pour la teneur totale en caroténoides (moyenne de
deux environnements) chez une collection de 196 lignées; Modele naive (K = nul, n.PC = 0);
Modéle Q (K = nul, n.PC = 20); Modele K (K = K.mat, n.PC=0); Q + K model (K.mat, n. PC
=20); K mat: «Kinship matrix» = Matrice de parenté relative entre les lignées; Q: Structure de
la population des 196 lignées avec 20 PC; PC: Composantes principales; n: Nombre.

b. Méthode de visualisation des QTL détectés pour l'indice du jaune et la

teneur totale en caroténoides

Pour la détection des QTL associés significativement avec ’indice du jaune et avec la
teneur totale en caroténoides, nous avons testé deux approches pour ajuster le seuil des
associations significatives: le taux des fausses découvertes (FDR) «False discovery rate»

(Benjamini et Hochberg, 1995) et les corrections de Bonferroni.

> Détection des QTL associés a I’indice du jaune

Dans la figure 38, le diagramme de Manhattan a montré un QTL significativement

associ¢ a I’indice du jaune sur le chromosome 3 AL avec un LOD de 5.59 en se basant sur le
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seuil de significativite de Bonferonni (figure 37). Dans le méme diagramme, trois QTL ont été
détectés en utilisant le seuil FDR dont deux QTL sont localisés sur le chromosome 3 AL
ayant un LOD de 5.59 et de 5.12 et un autre QTL sur le chromosome 2 AS avec un LOD de
4.88.

En tenant compte des MTA significatifs pour I’indice du jaune illustrés dans le
diagramme Q-Q «Q-Q plot» (figure 35), nous avons utilisé un seuil de —log10 (p) ou LOD >3
pour déclarer des QTL significativement associés a 1’indice du jaune. Sur la base du
diagramme Manhattan 29 QTL ont eté identifiés. Ces QTL sont distribués sur tous les
chromosomes des génomes A et B (figure 37). Le plus grand nombre de QTL ont été signalés

sur les chromosomes 3 AL et 6 AL.
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Figure 37: Diagramme de Manhattan ou «Manhattan plot» montrant les valeurs de p
pour les marqueurs DArTseq associés a 1’indice du jaune; Axe des x correspond aux nombres
des marqueurs DArTseq; Axe des y correspond au LOD ou —log10 (valeurs de p); FDR: Taux
des fausses découverte «False discovery rate»; LOD: Logarithme des odds.

> Détection des QTL associés a la teneur totale en caroténoides

Le diagramme de Manhattan (figure 38) n’a montré aucun QTL significativement

associé a la teneur en caroténoides en testant aussi bien les corrections Bonferroni que le
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FDR. Toutefois, avec 1’utilisation du seuil de significativit¢ LOD > 3, quatorze QTL ont été
identifiés sur les chromosomes 1B, 2B, 4A, 4B, 5A, 5B, 6A et 7B. Les QTL détectés sur les
chromosomes 1 BS et 4 AL ont présenté des scores LOD plus élevés de 4.04 a 4.19,

respectivement.
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Figure 38: Diagramme de Manhattan ou «Manhattan plot» montrant les valeurs de p
pour les marqueurs DArTseq associés a la teneur totale en caroténoides (TCC); Axe des X
correspond aux nombres des marqueurs DArTseq; Axe des y correspond au LOD ou —log10
(valeurs de p); FDR: Taux des fausses découverte «False discovery rate»; LOD: Logarithme
des odds.

C. QTL associés a I'indice du jaune et a la teneur totale en caroténoides

L’analyse GWAS a permis d’identifier 29 MTA «marker-trait association» significatifs
ou QTL au seuil de LOD > 3, pour le trait indice du pigment jaune, évalué dans six
environnements chez une collection de 196 lignées issues de six populations locales. Ces QTL
sont répartis sur tous les chromosomes: 1 AS (1); 1 BL (2); 2 AL (1); 2 AS (1); 3AL (4); 3AS
(1); 3B (3); 4AL (1); 4 BL (3); 5 AL (2); 5BL (2); 6 AL (4); 6 BL (1); 7BS (1) et 7 AS (1).
Les QTL identifiés ont expliqué jusqu’a 17% la variation phénotypique de I’indice du jaune.
Parmi lesquels ceux qui sont localisés sur 7 BS, 6 AL, 2 AS et 2 BL ont explique la majeure

variation phénotypique de ce trait 12 %, 14 %, 16 % et 17 %, respectivement. D’autres QTL
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situés sur les chromosomes 3 AL (4%), 3B (6-7-8 et 9%), 5 BL (7%), 6 BL (9%) et 7 AS

(5%) ont expliqué une proportion plus faible de la variation phénotypique de 1’indice du jaune

(tableau 22).

Tableau 22: Marqueurs DArTseq associés significativement a (-loglO(p) > 3) avec
I’indice du pigment jaune (moyenne des six environnements) en utilisant la GWAS avec le
modele (MLM + K + Q) chez une collection de 196 lignées issues des six populations locales.

Indice du jaune (valeur du b*)

Chromosome?® ID Marqueur DArTseq Distance (pb)® LOD R%(%)
1AS 106860021 36211 3.00 2
1BL 106351550 45141 3.79 17
1BL 106465356 32042 4.19 7
2AL 104215834 41221 3.00 0
2AS 104203207 10767 4.88 16
3AL 102443617 68698 4.31 4
3AL 103595532 38204 3.13 2
3AL 104434797 9980 5.59 2
3AL 106781111 32447 5.12 9
3AS 106418053 120718 3.03 3
3B 104196592 241340 3.43 6
3B 105920177 260140 3.01 7
3B 106635321 79578 3.18 8
4AL 101046785 115342 3.97 9
4BL 104211220 128806 4.18 0
4BL 105107009 103330 3.33 0
4BL 106406439 150755 3.21 0
5AL 105153873 26876 3.01 1
5AL 106375265 131255 3.18 0
5BL 102421569 24483 3.48 7
5BL 106643537 3841 3.17 0
5BL 106655551 3971 3.54 2
6AL 101033741 15849 3.21 1
6AL 103144663 40817 3.05 14
6AL 103588961 48285 3.50 10
6AL 103593310 87335 3.55 6
6BL 106755203 77095 3.58 9
7BS 104789990 12799 3.25 12
7AS 104911449 27814 3.22 5

a: Position sur le chromosome; b: Distance physique en se basant sur la carte consensus
du blé tendre référence; pb: Paires de bases; ID: Identifiant du marqueur DArTseq; R?:
Variation phénotypique expliquée par les QTL (%); LOD: Logarithme des odds.

Egalement, I’analyse GWAS a permis d’identifier 12 QTL au seuil de LOD > 3 pour la

teneur totale en caroténoides, évaluée dans deux environnements chez une collection de 196
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lignées issues de six populations locales. Ces QTL ont été identifiés sur les chromosomes 1
BL (1); 1 BS (2); 2 BL (2); 4 AL (2); 4 BS (1); 5 AL (1); 5 BL (1); 6 AL (1) et 7 BL (1). La
majorité des QTL ont été identifiés sur le génome B. La majorité des QTL expliquent une
grande proportion de la variation phénotypique allant de 19.83% sur le chromosome 1 BS
jusqu’a 26.16 % sur le chromosome 4 AL. Une proportion plus faible de la variation
phénotypique de la teneur en caroténoides est expliquée par les QTL localisés sur les
chromosomes 5 BL (5.61%), 2 BL (7.24%) et plus importante sur le chromosome 5 AL
(13.9%). Toutefois, le QTL identifié sur le chromosome 7 BL n’a aucun effet sur la teneur
totale en caroténoides exprimée en g de lutéine par gramme de matiere seche.

Tableau 23: Marqueurs DArtseq associés significativement a (-loglO(p) > 3) avec la
teneur totale des caroténoides (moyenne de deux environnements) en utilisant la GWAS avec

le modéle (MLM + K + Q) chez une collection de 196 lignées issues des six populations
locales.

Teneur totale en caroténoides (TTC)

Chromosome® ID Marqueur DArTseq Distance (pb)® LOD R% (%)
1BL 106822523 15904 3.47 22.48
1BS 103120940 7251 3.77 23.49
1BS 106548207 41240 4.07 19.83
2BL 105033659 16126 3.30 7.24
2BL 106747926 53682 3.36 21.93
4AL 106374204 190374 3.76 23.85
4AL 106789905 26256 4.19 26.16
4BS 106374204 190374 3.76 23.85
5AL 106789899 21408 3.69 13.90
5BL 104409635 127194 3.09 5.61
6AL 105978074 21552 3.39 22.49
7BL 106632435 4450 3.17 0

a: Position sur le chromosome; b: Distance physique en se basant sur la carte consensus
du blé tendre référence; pb: Paires de bases; ID: Identifiant du marqueur DArTseq; R?:
Variation phénotypique expliquée par les QTL (%); LOD: Logarithme des odds.

4. Discussion
L’étude pan-génomique est devenue une approche de plus en plus utilisée suite a la
propagation des plateformes de génotypage a trés haut débit pour disséquer la base génétique
des traits complexes. Toutefois, cette méthode est sujette a la détection de fausses associations
positives dues a une structure de population confondante ou a ’effet de la parenté relative.
Dans la présente etude, nous avons utilisé plusieurs modeles mixtes, avec des effets fixes et
aléatoires pour contréler ces fausses associations (Yu et al., 2006). Les résultats obtenus sur la

base des graphiques Q-Q, en testant quatre modeles statistiques ont montré que le modele le
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plus performant et le plus approprié pour détecter de vraies associations significatives pour les
traits étudiés, notamment I’indice du jaune et la teneur totale en caroténoides est le modele
linéaire mixte MLM (K + Q), faisant intervenir la structure de la population Q obtenue avec
un nombre de PC = 20 et la parenté relative K entre les 196 lignées issues des six populations
locales Tunisiennes. La performance de ce modele confirme d’autres résultats de GWAS
portant sur des caracteres quantitatifs chez plusieurs plantes cultivées (Gupta et al., 2014;
Sukumaran et Yu, 2014).

Par ailleurs, la correction Bonferroni et le taux des fausses découvertes (FDR) qui ont
été utilisés pour déterminer le seuil de détection des vrais MTA significatifs pour I’indice du
jaune ainsi que pour la teneur totale en caroténoides ont montré des limites. En effet, aucun
MTA n’a été identifié avec ces deux approches pour la teneur totale en caroténoides.
Toutefois, pour I’indice du jaune, la correction Bonferroni a permis de déclarer un seul QTL
sur le chromosome 3 AL par contre le FDR a permis de déclarer 3 QTL sur les chromosomes
2 AS et 3 AL. Des études similaires de GWAS ont également montré que malgré que la
correction de Bonferroni présente un seuil plus strict, lorsqu’elle a été testée, elle n’a pas

abouti a de nombreux MTA importants (Sukumaran et al., 2018b).

Cependant, le choix du seuil —log1l0 > 3 pour détecter des MTA a été utilisé dans
plusieurs études de GWAS (Rosell6 et al., 2018; Sukumaran et al., 2018b). Il a été estimé sur
la base des diagrammes Q-Q au point de déviation des valeurs de p observées de celles
attendues. Dans notre étude, ce seuil a permis d’identifier 29 MTA significatifs (LOD > 3)
pour I’indice du jaune. Les QTL détectés associés a ce trait sont répartis sur tous les
chromosomes. Ces résultats sont concordants avec des travaux ultérieurs décrivant plusieurs
QTL associé a I’indice du jaune sur tous les chromosomes du blé dur (Ficco et al., 2014;
Colasuonno, et al. 2017). Concernant la teneur en caroténoides estimée en terme de moyenne
de deux années chez la collection locale de blé dur; 14 QTL ont été identifiés au seuil de —
log10 < 3 sur les chromosomes 1 BL (1); 1 BS (2); 2 BL (2); 4 AL (2); 4 BS (1); 5 AL (1); 5
BL (1); 6 AL (1) et 7 BL (1) confirmant ainsi les travaux de Roncallo et Viviana, (2014) qui
ont décrit des QTL situés aussi sur les chromosomes 6 AL, 7 BL et 7 BS et qui affectent la

teneur en pigment jaune chez une collection de 93 RILs évalués dans six environnements.

En nous basant sur la définition de Flint-Garcia et al., (2003) indiquant qu’un QTL
identifié par une étude d’association est considéré comme QTL majeur a partir d’un R? >
10%. Dans la présente étude, le GWAS pour I’indice du jaune a montré 4 QTL majeurs sur les
29 identifiés. Ces QTL majeurs sont localisés sur les chromosomes 7 BS, 6 AL, 2 AS et 2 BL
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et ils ont expliqué la majeure variation phénotypique de ce trait 12 % - 14 % - 16 % et 17 %,
respectivement. Des travaux antérieurs utilisant la cartographie d’association biparentale ont
plut6t identifié des QTL majeurs sur les chromosomes 7AL (Patil et al., 2008; Blanco et al.,
2011) et 7 BL (Elouafi et al., 2001; Pozniak et al., 2007). Par contre Roncallo et Viviana
(2014) ont pu démontrer en évaluant 93 RILs dans six environnements que les trois QTL
localisés sur les chromosomes 4 AL, 6 BL et 7 BL sont responsables de la variation de la
couleur jaune de la semoule. Colasuonno et al., (2017) ont décrit 11 nouveaux QTL associés a
I’indice du jaune, y compris sur le chromosome 7AS et dont cing QTL situés sur les régions
génomiques des chromosomes 7A (4) et 5 B (1) sont stables dans six environnements. Les
travaux de GWAS de Giraldo et al., (2016) utilisant une collection de populations locales de
blé dur ont mentionné que les QTL identifiés sur le chromosome 3B ont un plus grand effet
sur I’indice du jaune que celui trouvé sur le chromosome 7B. De plus ce dernier QTL a été
identifié dans la région distale du chromosome 7 B (Giraldo et al., 2016) et il est différent du
QTL majeur PSY 1 B sur le chromosome 7 B codant pour la phytoéne synthase décrit par
plusieurs auteurs (Elouafi et al., 2001; Pozniak et al., 2007).

Les résultats de GWAS pour la teneur totale en caroténoides ont montré que la majorité
des QTL identifiés ont expliqué une grande proportion de la variation phénotypique allant de
13.90% sur le chromosome 5 AL jusqu’a 26.16 % sur le chromosome 4 AL. Toutefois, le
QTL identifi¢ sur le chromosome 7 BL avec un LOD = 3,17 n’a pas d’effet sur la variation de
ce trait, contrairement a d’autres études ou ils ont trouvé que le QTL identifié¢ dans ce
chromosome est responsable de la plus grande proportion de la teneur en pigments jaunes
(Elouafi et al., 2001; Pozniak et al., 2007). Alors que le QTL identifié sur le chromosome
SAL avec un LOD = 3.69 et expliquant 13.90 % la variation de I’indice du jaune pourrait
correspondre a la région génomique PSY A2 déja décrite responsable de 13% de la variabilité
de ce trait (Blanco et al., 2009). Des études de GWAS similaires de Rosell6 et al., (2018)
utilisant une collection de 165 populations locales de blé dur génotypées avec 1149 marqueurs
DAIT et évaluées durant trois années pour la teneur totale en caroténoides ont montré
I’identification et I’importance d’une région génomique stable sur le chromosome 4AL
responsable de la couleur jaune de la semoule et de la teneur en pigments jaunes. Roncallo et
Viviana, (2014) ont décrit trois QTL sur les chromosomes 6 AL, 7 BL et 7 BS qui sont
responsables de la variation de la teneur en pigments jaunes en mentionnant 1I’importance du

QTL 6AL chez une collection de 93 RILs (Roncallo and Viviana, 2014).
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Les résultats de cette étude ont permis d’identifier chez la collection de populations
locales tunisiennes des nouveaux QTL pour les deux traits: indice du jaune et teneur totale en
caroténoides. Ces QTL pourrons étre validés et utilisés pour sélectionner des lignées riches en

caroténoides.

IV. Conclusion générale et perspectives

Dans la présente étude, I’utilisation de la nouvelle technologie de génotypage a trés haut
débit DArTseq a permis de montrer d’une part une variabilité génétique considérable entre les
populations locales Tunisiennes de blé dur, qui ont été collectées dans le sud, le centre et
I’oasis de Mareth et d’autre part une faible variabilité intra population. Cette technique a
permis également d’identifier un nouveau pool génétique représenté par la population Jenah
Zarzoura, de monter que les populations Mahmoudi et Biskri forment le méme groupe, de
découvrir des populations locales non encore inventoriées et décrites dans 1’oasis de Mareth,
de valider les noms vernaculaires des populations locales attribués par les agriculteurs, de
bien classifier les lignées mal assignées pouvant provenir des mélanges et finalement de
spéculer les voies d’introduction de ces populations en les comparant avec une collection de
populations locales étrangeéres d’origine méditerranéenne et de 1’Asie de 1’Ouest. Les

populations locales ont montré une similitude génétique avec celles Nord-Africaines.

Etant donné I’importance des caroténoides sur le plan nutritionnel, commercial, santé
humaine et en tant que critére de tolérance a divers stress abiotiques, I’évaluation d’une
collection de 196 lignées de blé dur issues de six populations locales pour les teneurs en
caroténoides dans plusieurs environnements a montré une grande variabilité pour la richesse
en caroténoides. Certaines lignées des populations Jenah Khotifa possédent des teneurs en
caroténoides dépassant celles des variétés améliorées Tunisiennes et les lignées élites recues
de 'ICARDA. Cette richesse et variabilit¢ en caroténoides avec une héritabilité étendue
¢levée de I’indice du pigment jaune et la teneur totale en caroténoides, une prédominance de
I’effet génotype et une faible interaction génotype *environnement ont facilité¢ 1’exploitation
de cette collection tunisienne de blé dur ancien dans une étude d’association pan-génomique
utilisant la technologie DArTseq pour identifier des QTL associés d’une part a 1’indice du

jaune (13 QTL) et d’autre part a la teneur totale en caroténoides (7 QTL).

Ces résultats nous ont permis d’€élaborer les perspectives suivantes:
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> Pour la conservation des accessions dans la banque nationale des genes, il est
recommandé de conserver les populations locales en vrac ou «bulk» pour minimiser 1’espace
et le colt. Les lignées peuvent étre conservées en tant que collection de travail pour les
recherches similaires a notre étude.

> Des missions de prospection et d’inventaire dans les oasis pour collecter de
nouvelles populations locales de blé dur qui pourront faciliter la compréhension des voies de
leurs introductions en Tunisie.

> Des missions de prospection du nord au sud de la Tunisie en collaboration avec
les Commissariats Régionaux de Développement Agricole (CRDA) pour collecter des
populations locales portant le méme nom vernaculaire, corriger les erreurs de nomenclature et
établir un catalogue de référence des populations actuelles.

> Exploiter les lignées riches en caroténoides dans un programme d’amélioration
génétique pour développer des variétés améliorées locales et internationales plus riches en
caroténoides.

> Valoriser la teneur des caroténoides avec d’autres critéres de qualité du grain
chez les populations dans les produits dériveés tels que les pates, le couscous etc.....

> Sur la base des QTL identifiés, d’autres études sont nécessaires pour
développer de nouveaux marqueurs moléculaires stables pour la sélection assistée par
marqueurs pour les variétés de blé dur riches en caroténoides.

> Evaluer une collection plus grande en populations locales pour les teneurs en
caroténoides dans différents pays du bassin mediterranéen.

> Etude enzymatique des différents maillons de la voie de biosynthése des
caroténoides pour mieux disséquer la base génétique et identifié d’autres QTL associées sur la
base des DArTseq.
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