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Résumé

Nom et prénom : BOURAK Kaoutar
Année Universitaire : 2017-2018

Titre : Sélection Assistée par les Marqueurs SNP et étude
phénotypique du blé tendre

Dans les programmes de sélection variétale pour le blé cultivé (Triticum aestivum
L.), il est nécessaire d'utiliser la sélection assistée par marqueurs pour améliorer
rapidement cette espece contre les maladies fongiques, notamment la rouille (rouille
jaune, rouille des feuilles et rouille des tiges) et plusieurs autres caracteres
agronomiguement importants.

Notre étude est basée sur une population F5 issue d'un croisement des variétés
Kharoba et Florence, semées a la station expérimentale ICARDA a Marchouch durant la
campagne agricole 2017/2018.

Une Sélection Assistée par Marqueurs est réalisée Afin d'accélérer la création de
variété de blé panifiable résistante a la rouille en utilisant des marqueurs SNP liés a dix
genes d'intérét pour I'amélioration du blé, a savoir les génes de résistance a la rouille
(Lr34, Sr2, Lr37 / Yrl7 / Sr38, Lr68, Lr19 / Sr25, Lr67, Sr22 et Lr46) et les génes semi-
nains (Rht-B1b et Rht-D1b).

Sélectionner des lignées de blé panifiable nécessite divers caractéres agro-
morphologique clés a savoir la capacité de tallage et nombre d’épis par plante, hauteur de
la plante, longueur des épis et la longueur de la barbe, en plus de précocité phénologique
(précocité de la floraison, floraison précoce, floraison hative, remplissage précoce des
graines et maturité précoce). Tous ces caractéres sont étudiés lors de ce travalil.

Les résultats obtenus permettent de sélectionner un grand nombre d'échantillons
appartenant a la population F5, qui regroupent les génes d'intérét et les caracteres
phénotypiques recherchés, accélérant ainsi le processus de développement variétal du
blé tendre pour faire face aux défis ravageurs et maladies et adaptation au changement
climat.

Mots clés : Triticum aestivum, Sélection Assistée par Marqueurs, SNP, KASP, gene
d’intérét, Phénotype
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ABSTRACT

In varietal breeding programs for bred wheat (Triticum aestivum L.), it’s necessary to
use Marker Assisted Selection for fast track improvement of this species against fungal
diseases, specifically Rust (Yellow Rust, Leaf Rust and Stem Rust) and many other
agronomically important traits.

Our study is based on an F5 population from a cross of Kharoba and Florence
varieties , sown at the ICARDA experimental station in Marchouch during the 2017/2018
farming season.

In order to accelerate the creation of a semi dwarf, rust-resistant bread wheat variety
marker-assisted selection (MAS) using SNP markers linked to ten genes of interest for
bred wheat improvement, namely, rust resistance genes (Lr34, Sr2, Lr37 / Yrl7 | Sr38,
Lr68, Lr19/ Sr25, Lr67, Sr22 and Lr46) and semi-dwarf genes (Rht-B1b and Rht-D1b).

To select bread wheat lines for key agro morphological traits necessary for
adaptation under Moroccan rainf-ed growing conditions. various phenological parameters
(precocity to heading, early flowering, early anthesis, early grain filling and early
maturity), agronomic (tillering capacity and number of spikes per plant), in addition to
morphological characteristics (plant height, ear length and beard length) were studied.

The results obtained make it possible to select a large number of samples belonging
to the F5 population, which gather the genes of interest and the desired phenotypic
characters , thereby speedup varietal development process in bread wheat to cope with
challenges pests and diseases and adaptation to climate change.

KEY WORDS: Triticum aestivum, Marker Assisted Selection, SNP, KASP, genes

of interest, Phenotype.
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Le blé tendre (Triticumaestivum L.) compte parmi les espéces les plus anciennement
cultivées et constitue la base de I'alimentation d’une grande partie de I'’humanité¢, d’ou son
importance économique. Cependant, cette culture est trés sensible aux maladies causées
principalement par les champignons parasites dont la rouille jaune, la rouille brune, la

rouille noire, et I’oidium.

La demande en blé est présagée a une forte augmentation avec laccroissement de la
population mondiale estimée d’atteindre 9 milliards d’individus en 2050 (Hubert et al.,
2010). Ainsi, la production du blé aura un impact crucial sur la sécurité alimentaire et
I'économie mondiale dans les prochaines décennies. Au Maroc, le blé est la céréale la plus
consommeée, sa consommation est estimée a 258 kg/an/personne. Aussi, environ 3 millions
d'hectares de ble sont cultivés annuellement, avec une production de 8 millions de tonnes
(USDA, 2015). Ce rendement reste relativement bas a cause des stress abiotiques tels que
la sécheresse et biotiques precités. Par conséquence, le Maroc n’arrive pas a assurer son
autosuffisance et reste donc, parmi les plus grands importateurs du blé au monde (USDA,
2015).

L’amélioration de la production du blé passe donc par un meilleur controle de ces
problemes. En effet, le développement de variétés a grande production avec une qualité
adéquate du grain reste le principal objectif du sélectionneur. Toutefois, a ces besoins
classiques s’ajoutentdes exigences découlant d’une grande prise de conscience sociale en
matiere de protection de [Ienvironnement, menant a la limitation des traitements
phytosanitaires et de la fertilisation chimique. Les techniques nouvelles, en particulier les
marqueurs moléculaires, apparaissent comme des outls indispensables d’appui aux

programmes classiques d’amélioration pour relever ces défis.

L’utilisation de variétés résistantes constitue I'un des piliers des programmes de
sélection et un moyen de controle efficace prenant en compte I'aspect écologique aussi
bien qu’économique. Cependant, la pression de sélection exercée par les variétés a
résistance monogénique favorise le développement de nouveaux biotypes capables de
contourner cesresistances, ce qui nécessite la recherche continue et rapide de nouvelles
sources de résistance. Cette recherche est aujourd’hui largement facilitée par Iavénement

des techniques de marquage moléculaire. En effet, plusieurs genes de résistance aux

Sélection assistée par marqueurs snp et étude phénotypique du blé tendre
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insectes et aux maladies sont récemment localisés dans le génome du blé tendre par
I’établissement de liaisons entre ces derniers et des marqueurs moléculaires sur les
différentes cartes génétiques (Gupta et al., 1999 ; Yenchoet al., 2000 ; Langridgeet al.,
2001).

Les marqueurs moléculairesne sont pas influencés par les fluctuations de
I'environnement et sont indépendants de I'organe analysé, mais aussi du stade de
développement de la plante. lls sont maintenant un outil essentiel pour I'amélioration des

plantes et ouvrent de nouvelles perspectives pour les sélectionneurs.

Sans avoir recours aux tests d’inoculation, et pour éviter les erreurs associées a leur
utilisation, la Sélection Assistée par les Marqueurs est fortement avantageuse dans le cas
de I'amélioration des résistances aux maladies. (Michelmore, 1995 ; Yenchoet al., 2000 ;
Langridgeet al., 2001). Cette résistance peut étre étudier méme dans les aires ou le
pathogéne n’existe pas. Ainsi, la sélection est accéléréevuque le sélectionneur peut inférer
la présence du gene par la présence du marqueur avant méme I’expression du phénotype.
Cette Sélection Assistée par Marqueurs est donc d’un intérét certain pour le sélectionneur
puisqu’elle offiec 'avantage d’une sélection efficace, rapide et précoce, et devient alors un
complément nécessaire aux méthodes traditionnelles de sélection faite sur la base des

caractéres phénologiques, morphologiques et moléculaires.

L’objectif du présent travail est de combiner Iutilisation des marqueurs moléculaires
etdes paramétres phénotypiques pour la sélection des individus d’une population F5 ayant
le maximum de caractéres d’intérét recu en croisant les variétés Kharoba et Florence. La
population étudiée est composée de 164 échantillons plantés dans la station expérimentale
de T'ICARDA a Marchouch.

Sélection assistée par marqueurs snp et étude phénotypique du blé tendre
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I. HISTOIRE,ORIGINEET SYSTEMATIQUE DUBLE TENDRE

1. HISTOIRE

La domestication des blés constitue un jalon dans TIhistoire des sociétés
humainesmarquant le début de I'ére Néolithique qui se traduira par ladoption d’une
économie de production fondée sur I'agriculture et I’élevage. C’est vers 10 000 ans av. J-C
que les blés ont été domestiqués avec pour centre d’origine la région du “croissant fertile”
entre le Tigre et I'Euphrate (Shewry, 2009). Les données archéologiques fournissent des
preuves tangibles de la synchronie entre les débuts de la culture des blés et I'organisation
de sociétés sédentaires, marquant ainsi la fin de la période nomade au cours de laquelle
chasse et cueillette constituent les principaux moyens de subsistance (Diamond, 2002).

En effet, l'histoire de '’homme est intimement liée a celle des céréales qu’il a trés tot
appris a domestiquer, cultiver et sélectionner (Bonjean et Picard, 1991). Ces dernieres sont
considerées comme la base des grandes civilisations, car elles ont constitué¢ l'une des
premieres activités agricoles, fournissant un moyen d'alimentation régulier, autour duquel

l'activité humaine pouvait s'organiser.

2. ORIGINE GENETIQUE

Le blé tendre, T. aestivum, est un allohexaploide (2n = 42) avec trois génomes A, B
et D (Figure 1) provenant d’especes diploides différentes (Sears, 1954). L’identification de
ces especes a ¢été¢ rendue possible par I'étude d’hybrides entre les différents blés puis entre

ces blés et des espéces voisines appartenant au genre Aegilops. (Kerby et Kuspira 1987).

Triticum monococcum Aegilops speltoides
2n=14 2n=14

AA \ // BB
/

Triticum dicoccoides
(blé dur tétraploide)

2n=28
AABB

Aegilops tauchii
2n=14
DD

/

N,/

Triticum aestivum

(blé tendre hexapiloide)
2n=42
AABBDD

Figure 1 : Phylogénie du blé tendre (Salamani et al., 2002).
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3. SYSTEMATIQUE
Le blé est une plante herbacée monocotylédone qui appartient au genre Triticum des
graminées. C’est une céréale dont le grain est un fruit sec indéhiscent appelé caryopse

constitué d’une graine et de téguments (Feillet, 2000).

Regne Plantae

Division Magnoliophyta
Classe Liliopsoda

S/Classe Commelinidae

Ordre Poale

Famille Poaceae

S/Famille Triticeae

Genre Triticum

Espece Triticum aestivum L.

Il. MORPHOLOGIEETSTADESDE DEVELOPPEMENT DUBLE
TENDRE
1. MORPHOLOGIE

Le blé est une céréale importante vu que c’est I'aliment de base du monde entier. Le
rendement du blé varie largement en raison de son interaction avec I'environnement, car le
rendement en grain de blé est un trait polygénique hérit¢ et c’est le produit de plusieurs

facteurs affectant le rendement directement ou indirectement (Akram et al, 2008).

1.1. GRAIN
Le fruit du blé est un caryopse. Dans un grain de blé (caryopse) on distingue
communément lamande et les enveloppes qui protégent la graine. 1l protége la premiere
feuille et lapex caulinaire. 1l s'allonge davantage chez les plantes cultivées a l'obscurité.
Par contre les premiéres feuilles ont une croissance sensiblement égale a la lumiere et a
l'obscurité, la différence porte essentiellement sur la couleur (synthése de chlorophylle et
photosynthése) (Soltner, 2005).

1.2. APPAREIL VEGETATIF
L'appareil végétatif est constitué de deux parties, I'une aérienne et lautre radiculaire.

Le systeme aérien est formé de la tige issue du caryopse et des talles partant du plateau de

Sélection assistée par marqueurs snp et étude phénotypique du blé tendre
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tallage. La tige ou chaume est constituée d'entre-nceuds séparés par des nceuds ou zones
méristématiques a partir desquelles s'allongent les entre-nceuds et servent comme point
dattache des feuills. Les feuilles sont alternées, comportant chacune une portion
supérieure et une portion inférieure correspondant respectivement au limbe et a la gaine
(Hubert, 1998; Jouve et Daoudi, 2001). L'appareil radiculaire, chez le blé est formé de
deux systemes radiculaires successifs, un systeme séminal dont les racines fonctionnent au
cours du cycle de la plante (Grignac, 1965). Les racines séminales sont au nombre de 6
(Colnenne et al.,, 1988). Ce systéme est secondé par le systeme racinaire adventif qui
assure la nutrition de la plante pendant la période active.

1.3. APPAREIL REPRODUCTEUR
Les fleurs sont regroupées en inflorescence correspondant a [I'épi dont [unité
morphologique de base est [Iépillet constitué de grappe de fleurs enveloppées de leurs
glumelles et incluses dans deux bractées appelées les glumes (inférieure et supérieure)
(Gate, 1995).

Inflorescence \

\Restes des stigmates
- de la fleur

Péricarpe
(paroi du fruit)

Aréte

égument

: T L
Rachillet (paroi de la graine)\ s ——— Albumen

E :

Embryon

2.a Grain du blé tendre

Houvelles
plantes T SN\_Bourgeons

—— HNiveau du sol

Racines

2.b Plante du blé tendre

Rhizome )
7oA 2.c Fleur du blé tendre

théres !

Figure 2 : Morphologie du blé tendre
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2. STADESDU DEVELOPPEMENT

Au Maroc comme dans la plupart des pays tempérés de la région méditerranéenne, le
blé tendre est semé en automne, se développe en hiver et mirit en fin de printemps ou en
début d’été. Les stades de croissance a partir de la germination sont la levée, le tallage, la
montaison, I'épiaison, la floraison et la maturit¢ physiologique (Figure 3). La majorité des

stades de croissance sont eux méme subdivisée en plusieurs sous étapes.

2.1. PERIODE VEGETATIVE
Elle se caractérise par le développement strictement herbacé et s’étend du semis
jusqu’a fin du tallage. Elle se divise en deux étapes :

e Phase de germination- levée : La germination de la graine se caractérise par

I’émergence de coléorhize donnant naissance a des racines séminales et du
coléoptile qui protege la sortie de la premiere feuille fonctionnelle. (Figure
3.1).

La levée se fait reellement dés la sortie des feuilles & la surface du sol
(Figure 3.2). Au sein d’un peuplement, la levée est atteinte lorsque la
majorité des lignes de semis sont visibles (Gate, 1995). Durant la phase
semis levée, I'alimentation de la plante dépend uniquement de son systeme
racinaire primaire et des réserves de la graine.

Les principaux facteurs édaphiques qui interviennent dans la réalisation de
cette phase sont, la chaleur, l'aération et I'humidit¢ (Eliard, 1979). Les
caractéristiques propres a la graine comme la faculté germinative et la
quantité de réserves (taille des graines) jouent aussi un rble déterminant. En
effet, les plus grosses graines levent les premieres et donnent des plantules
plus vigoureuses (Masle-Meynard, 1980). De plus, la composition des
réserves (teneur en protéines) agit favorablement sur la vitesse de la
germination-levée (Evans et Rawson, 1975).

e Phase levée-tallage : La production de talles commence a [lissue du

développement de la troisieme feuille (Moule, 1971) (Figure 3.3).
L’apparition de ces talles se fait a un rythme régulier égal a celui de
I’émission des feuilles (Figure 3.4). A partir des bourgeons situés a I’aisselle
des talles primaires initiées a la base du brin maitre, les talles secondaires

peuvent apparaitre et &tre susceptibles d’émettre des talles tertiaires. Le
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nombre de talles produites dépend de la variété, du climat, de I'alimentation
minérale et hydrigue de la plante, ainsi que la densité de semis (Masle-
Meynard, 1980). La nutrition minérale notamment azotée est faible jusqu’au
stade 2-3 feuilles car elle est satisfaite par les ressources de la graine et
I'azote minéral présent dans le sol Le facteur nutritionnel peut modifier la
vitesse du tallage herbacé, la durée du tallage et le nombre de talles (Austin
et Jones, 1975).

2.2. PERIODE REPRODUCTRICE
Dite aussi période de montée, elle est dominée par lapparition de Iépi et la
formation du grain. Elle comprend :

e Phase montaison-gonflement : La montaison débute a la fin du tallage, elle est

caractérisée par lallongement des entre-nceuds (Figure 3.6) et la
differenciation des piéces florales. A cette phase, un certain nombre de talles
herbacées commence a régresser alors que, d’autres se trouvent couronnées
par des épis. Pendant cette phase de croissance active, les besoins en
éléments nutritifs notamment en azote sont accrus (Grancourt et Prats,
1971). La montaison s’achéve a la fin de I'émission de la derniére feuille et
des manifestations du gonflement que provoque les épis dans la gaine.

e Phase épiaison-floraison : Elle est marquée par la méiose pollinique (Figure 3.7)

et Péclatement de la gaine avec I'émergence de I'épi. C’est au cours de cette
phase que s’achéve la formation des organes floraux (I’anthése) et s’effectue
la fécondation. Cette phase est atteinte quand 50% des épis sont a moitié
sortis (Figure 3.8) de la gaine de la derniere feuille (Gate, 1995). Elle
correspond au maximum de la croissance de la plante qui aura élaboré les
trois quarts de la matiere seche totale et dépend étroitement de la nutrition
minérale et de la transpiration qui influencent le nombre final de graines par
épi (Masle-Meynard, 1980).

2.3. PERIODE DE FORMATION ET DE MATURATION DU GRAIN
Durant cette période les substances de réserve (amidon, matiéres protéiques)
s'élaborent et migrent dans Ialbumen ; parallelement embryon se forme. Cette période

comprend :
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e Grossissement du grain : Cette phase marque la modification du fonctionnement

de la plante qui sera alors orientée vers le remplissage des grains a partir de
la biomasse produite. Au début, le grain s’organise, les cellules se
multiplient. Les besoins des grains sont inférieurs a ce que fournissent les
parties aériennes (plus de % de la matiere seche sont stockés au niveau des
tiges et des feuilles). Par la suite, les besoins augmentent et le poids des
grains dans I'épi s’¢leve, alors que la matiere seche des parties aériennes
diminue progressivement. Seulement 10% a 15% de I'amidon du grain peut
provenir de réserves antérieures a la floraison (Boulelouah, 2002). A I'issue
de cette phase, 40 a 50% des réserves se sont accumulées dans le grain qui,
bien qu’il ait atteint sa taille définitive, se trouve encore vert et mou, c’est le
stade ” grain laiteux " (Figure 3.10).

e Maturation du grain: La phase de maturation succéde au stade pateux (45%

d’humidit¢). Elle correspond a la phase au cours de laquelle le gran va
perdre progressivement son humidité en passant par divers stades (Gate,
1995). Elle débute a la fin du palier hydrique marqué par la stabilité¢ de la
teneur en eau du grain pendant 10 a 15 jours (Figure 3.11). Au-dela de cette
période, le grain ne perdra que I'exceés d’eau qu’il contient (Figure 3.12), et
passera progressivement aux stades “rayables a [langle” (20 % de

I'’humidité) puis, "cassant sous la dent” (15-16% d’humidité).
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Figure 3 : Stades de développement du blé (Soltner, 2005).
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I1l. MALADIES DU BLE TENDRE

Comme toutes les autres plantes cultivées par 'homme, le blé a paille peut étre
attaqué par un grand nombre des organismes parasites macroscopiques et microscopigues.
Les maladies se manifestent successivement au cours de développement de la plante. Il
existe plusieurs contraintes pour la céréaliculture des stress biotiques et abiotiques
(Benbelkacem, 2000).

La forte présence de bios agresseurs peu affecté¢ jusqu’a 30% des rendements. Et
s’aggravent en raison des changements climatiques que connait notre planete. Dépendant
des conditions d’humidité, de température ainsi que de la présence des pathogenes,
plusieurs maladies cryptogamiques attaquent les blés et provoquent différents dégats
(Benbelkacem, 2000). Ainsi, les maladies les plus importants qui attaquent le blé tendre

sont les Rouilles et la Septoriose (Moreau, 2011).

1. ROUILLE JAUNE

La Rouille jaune est causée par I'agent pathogéne Puccinia striiformis f.sp. Tritici.sur
bl (Amrani, 2013). Elle peut provoquer des dégats tres importants a la culture. Son
développement est lié a des conditions climatiques particulieres (Printemps frais, couwvert,
humide et venteux) (Moreau, 2011).

Des pustules orangées apparaissent sur les feuilles et les tiges disposées en stries le
long de nervures des feuilles. (Figure 4.1) Elles sont souvent de petite taille (0,5 mm)
(Masson, 2012). Elles peuvent aussi se développer sur la face inférieure des feuilles et sur
les épis et les grains. Ces pustules sont constituées de spores (urédospores). A la fin de la
saison de croissance, ces pustules deviennent noires étant donné la formation de spores

connues sous le nom de téleutospores (Aouali et Douici-Khalfi, 2013).

2. ROUILLE BRUNE DESFEUILLES
C’est une maladie qui apparait généralement pendant et aprés I'épiaison (Avril-Mai),
causée par I'agent pathogéne : Puccinia reconditaf.sp. Triticisur le blé (Amrani, 2013). La
Rouille brune est une maladie de plusieurs graminées dont : BIé, Seigle, Triticale, et le
parasite attaque faiblement I'Orge, et pas du tout I'Avoine (Zillinsky, 1983).
Les symptdmes se manifestent par des petites pustules, circulaires ou ovales de

couleur orange ou brune, remplies de spores (urédospores), apparaissent sur la face
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supérieure ou inférieure des feuilles. (Figure 4.2) En fin de saison ces pustules prennent

une couleur noire (téleutospores) (Aouali et Douici-Khalfi, 2013).

3. ROUILLE NOIREDES TIGES

Elle est causée par Puccinia graminisqui attaque le blé et d’autres céréales comme
héte principal et I'épinet vinette (Berberis vulgaris)comme hdte secondaire (Nasraoui,
2006).

Les pustules sont plus longues que celles de la Rouille brune, elles sont de couleur
rouge-brique a marron foncé (Aouali et Douici-Khalfi, 2013). Elles sont elliptiques et se
développent paraliélement a I'axe de la longueur de la tige, de la feuille et de la gaine.
(Figure 4.3) Les pustules peuvent apparaitre aussi sur le col et les glumes de Iépi
(Nasraoui, 2006).

4. SEPTORIOSE

Depuis I'introduction des variétés semi-naines et précoces en 1969, Des attaques
séveres de Septoriose sont observées au Maroc en années humides et pluvieuses, dont les
pertes de rendement peuvent aller jusqu'a 40 % (MADREF/DERD. 2001). La Septoriose
peut exister sous trois formes différentes, Tache septorienne (Figure 4.5) ou Septoriose des

glumes (Figure 4.6) ou encore Helminthosporiose de blé (Figure 4.4).

4.1 Rouille jaune sur feuilles
de blé tendre 4.2 Rouille brune sur feuille

de blé tendre

4.4 Helminthosporiose sur
feuille de blé tendre

Figure 4 : Maladies du blé tendre (CECAMA, 2016).

4.5 Tache Septorienne 4.6 Septoriose des glumes
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IV. DIVERSITE AGRO-MORPHOLOGIQUEET GENETIQUE DU
BLE TENDRE

L’analyse de la diversité permet de comprendre les differences et les similitudes qui
existent entre les accessions du blé tendre. Etudier la diversité permet également de
déterminer I'unicité et la clart¢ de la constitution phénotypique et génétique du génotype.
Elle est nécessaire pour I'identification des combinaisons parentales diverses et pour créer
la progéniture de ségrégation avec la haute variabilité génétique pour la sélection.

Les criteres d’évaluation de la diversit¢é chez le blé peuvent étre soit des caractéres

Agro-morphologiques, ou biochimiques ou encoredes caracteres moléculaires

1. MARQUEURS AGRO-MORPHOLOGIQUES

La quantification et la caractérisation phénotypique des differentes ressources
génétiques constituent une étape prélimnaire et indispensable pour [I'évaluation de
I'érosion génétique dans le temps. Cette derniére peut étre due aux fluctuations climatiques
et au remplacement des variétés traditionnelles par des variétés modernes (Jaaska, 2001).

L'analyse des descripteurs morphologiques et agronomiques permet de révéler la
diversité telle quelle est percue (Emperaie, 2003). Par ailleurs, ces marqueurs ont déja été
appliqués avec succés dans I'étude de la diversit¢ morphologique du blé (Martin et Ruiz,
2000, Naghavi et Amirian 2005, Moragues et al., 2006, Salem et al., 2008, Ali et al., 2013,
Chentoufi et al., 2014).

1.1.CRITERES AGRONOMIQUES
e Preécocité : La précocit¢ a I'épiaison et celle a la maturité sont souvent utilisées
comme critere de sélection. La précocité au stade épiaison est une
composante importante d’esquive des stress de fin de cycle chez le blé.
Compte tenu de la distribution aléatoire des précipitations, I'adoption de
variétés a cycle relativement court est nécessaire dans les régions arides a
semi-arides (Mekhlouf et al., 2006). Fischer et Maurer (1978) notent que
chaque jour de précocité confére un gain en rendement de 30 a 85 kg/ha. En
milieu ou le gel tardif est une contrainte a la production des céréales, une
précocité excessive n'est d'aucune utilité. Au contraire, elle risque d'étre une

source d'instabilité des rendements en grains. Une précocité modérée peut
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cependant constituer un avantage lors de la reprise de la croissance aprés un
bref stress (Bouzerzour, 1998).

e Nombre de grains _par épi: C’est la composante de rendement la plus

importante. Elle joue un réle primordial dans la variabilit¢ du rendement
(Nachit, 1986). Selon Hamada (2000), ce parametre dépend de la fertilité
des épillets et peut s’associer a d’autres composantes du rendement.
L’amélioration du rendement passe nécessairement par le raisonnement sur
le nombre de grains par épi qui explique, a 75 %, les variations du
rendement. Il est fonction du nombre d’épillets par épi et du nombre de
grains par épillet. Ce nombre diminue au fur et & mesure que la densité en
épis augmente. Dans une telle hypothése, une augmentation se traduit par
une diminution correspondante du poids de mille grains et une sensibilité¢ a
I’échaudage (Grignac, 1981).

e Poids de 1000 graines: Utilisé surtout dans la sélection des variétés pour

caractériser la grosseur et la densité des grains, le poids de mille grains est
un critére variétal trés important. Grignac (1981) a précisé que le poids de
mille grains diminue lorsque la fertilité de I’épi augmente. Ce poids dépend
fortement des conditions climatiques et de la nutrition azotée durant la
maturation. De ce fait, il subit des fluctuations liées, en particulier, a

I’échaudage.

1.2.CARACTERES MORPHOLOGIQUES

Un paramétre morphologique ne peut, en toute rigueur, étre utilisé en sélection
guapres vérification de son role effectif dans la tolérance aux stress, en particulier, a la
sécheresse et aprés s’étre assuré que son héritabilit¢ est suffisante pour donner lieu & une

sélection.
e Barbe : La longueur des barbes est un paramétre morphologique qui semble étre
étroitement lié a la tolérance au déficit hydrique terminal (Hadji, 1985).
Slama (2002) mentionne que la variété ayant la barbe la plus développée,
sous contrainte hydriqgue présente le meilleur rendement. En plus, la
présence des barbes augmente lefficacit¢é d'utilisation de leau et
I'élaboration de la matiere seche lors de la phase de maturation du grain
(Nemmar, 1980). Lors de la phase du remplissage des grains, La

photosynthese est moins sensible a [laction inhibitrice des hautes
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températures chez les génotypes barbus comparativement aux génotypes
glabres (Fokar etal., 1998).

e Caractéres de I’épi: Les caractéristiques de I'épi contribuent également a une

limitation des pertes en eau (Febrero et al., 1989). En raison de la
sénescence des feuilles, d’autres organes peuvent jouer le role de relais.
L’¢épi assure une activit¢ photosynthétique importante au cours du
remplissage du grain (Febrero et al., 1990) et sa contribution a la
photosynthese de la plante entiere serait comprise entre 13 % et 76 %,
(Biscope et al., 1975). En cas de déficit hydrique, la photosynthése de I'épi

participe au remplissage que la feuille étendard (Bammoun, 1997).

2. MARQUEURS MOLECULAIRES APPLIQUESSUR LEBLE

Le développement considérable des marqueurs moléculaire au cours de la derniére
décennie a permis une meilleure compréhension du genome des céréales et la cartographie
de plusieurs dizaines de locus liés a divers genes d’intérét agronomique.

Un marqueur moléculaire est un fragment d’ADN qui sert de repéres pour suivre la
transmission d’un segment de chromosome d’une génération a lautre. Il est notamment
utilisé pour rechercher les genes qui gouvernent les caractéres d’intérét agronomique
(Najimi et al., 2003).

Les marqueurs moléculaires sont des outils trés efficaces pour I’établissement de
relations phylogénétique de parenté entre les individus et ils sont d’une grande mmportance
dans lamélioration des cultures & valeur agronomique et dans les programmes de SAM
chez les céréales (Rafalski, 2002 ; Najimi et al., 2003).

2.1. POLYMORPHISME DE LONGUEUR DES FRAGMENTS AMPLIFIES (AFLP)

L’AFLP permet de révéler de polymorphisme de sites de restriction et d’hybridation
d’amorces arbitraires. Afin d’augmenter la quantit¢ d’ADN, une préamplification est
réalisée a l'aide d’amorces de séquence complémentaires. Une deuxiéme amplification
sélective permet ensuite d’augmenter encore le nombre de fragments. Plusieurs fragments,
peuvent donc étre visualisés sur un gel d’acrylamide dénaturant suite a une coloration au
nitrate d’argent ou révélés graces a marquage radioactif ou fluorescent.

Toutefois, le colt éleve et les difficultés techniques liées au marquage par AFLP
limitent son utilisation a grande échelle (Vos et al., 1995 ; Najimi et al., 2003).
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2.2.AMPLIFICATION ALEATOIRE D’ADN POLYMORPHE (RAPD)

Il sagit d'une amplification PCR des segments d’ADN génomique en utilisant des
amorces arbitraires de taille courte. Une amorce RAPD permet géneralement
l'amplification d'une dizaine de fragments correspondant a des locus dominants. L'analyse
par électrophorése sur gel d'agarose des fragments amplifiés donnera un profil particulier,
caractéristijue de [IADN de départ. Le polymorphisme révélé correspond a un
polymorphisme de sites d'hybridation.

Cette technique ne nécessite pas de connaissance préalable de la séquence
nucléotidique. Néanmoins, elle est trés sensible a la concentration de I'ADN et aux
conditions d'amplification (Williams et al, 1990 ; Najimi et al., 2003).

2.3. POLYMORPHISME DE LONGUEUR DES FRAGMENTS DE RESTRICTION (RFLP)

Développée en 1980 par Botstein et al., cette technique permet la mise en évidence
de la variabilitt d'une séquence nucléotidique aprés digestion par des enzymes de
restriction permettant la régenération de plusieurs fragments d'’ADN de tailles variables.
Les produits générés sont séparés sur un gel d'agarose et transférés par capillarité sur une
membrane de nylon.

L'hybridation moléculaire s'effectue aprés la mise en contact de la membrane avec
une solution contenant une sonde marquée par le phosphore radioactif ou associée a un

conjugué enzymatique. (Botstein et al. 1980 ; Najimi et al, 2003).

2.4. SIMPLES SEQUENCES REPETITIVES (SSR)
lls sont constitués de séquences de di-, tri- ou tétra-nucléotides répétés en tandem.
Ces ¢léments sont uniformément répartis en plusieurs exemplaires sur I'ensemble du
génome d’une espéce et présentent un taux de polymorphisme élevé (Morgante et Olivieri,
1993). Pour détecter ce polymorphisme on fait appel a la technique PCR. Une paire
d’amorces spécifiques des bordures droite et gauche d’un microsatellite est utilisée pour
amplifier le méme microsatellite chez différents individus (Moullet et al., 2008). L’analyse

des produits amplifiés s’effectue par électrophorése sur gel d’Acrylamide ou d’Agarose.

2.5.POLYMORPHISME NUCLEOTIDIQUE (SNP)
Les marqueurs SNP sont basés sur les differences de seéquence aux positions de
paires de bases uniques dans le génome. Les échanges de nucléotides simples dans les

génomes sont nombreux, C’est pourquoi les marqueurs SNP fournissent une grande densité

Sélection assistée par marqueurs snp et étude phénotypique du blé tendre
(Zriticum aestivum L.)

14



de marqueur. Pour le génotypage a grande échelle requis dans les programmes de sélection
assistée par marqueurs, les technologies basées sur [électrophorese sur gel nécessitent
souvent un travail intensif. La forte densité de marqueurs SNP augmente la probabilité de
trouver des polymorphismes dans un géne cible, ce qui offre un énorme avantage par
rapport aux marqueurs precédents qui sont au mieux etroitement liés a un locus d'intérét et
non a l'intérieur (Xu & Crouch, 2008).

Il existe plusieurs méthodes de découverte SNP, soit en suivant lapproche de la base
de données, ou les SNP sont détectés par I'exploration de données de la séquence, ou
encore suivant l'approche expérimentale, ou les régions génomiques d'intérét sont criblées
pour les SNP avec lune des nombreuses techniques développées pour la détection des
SNP. Les sections d'’ADN cibles sont des produits de PCR et les mésappariements avec la
sonde révelent des SNP dans le segment d'ADN cible amplifie. Les segments d'ADN
mésappariés peuvent alors étre séquencés comme le moyen le plus direct d'identifier les
polymorphismes SNP (Gupta et al., 2001, Rafalski, 2002, Weising et al., 2005).

3. ASSOCIATIONS “CARACTERE-MARQUEUR MOLECULAIRE”

Les nouvelles techniques en biologie moléculaire et les méthodes en génétique des
populations sont devenues plus efficaces pour acquérir des informations sur le
polymorphisme génétique (FAO, 2008). Cependant, la plupart des caracteres
agronomiques importants tels que le rendement, la tolérance aux stress abiotiques, la
résistance aux maladies et la qualité technologique sont des caractéres polygéniques
complexes contr0lés par des loci impliqués dans la variation d’un caractére quantitatif («
Quantitative Trait Loci », QTL).

Certainement, les QTLs sont d’une grande utilit¢ dans l'amélioration des caractéres
d’intérét. La méthode vise a lire partiellement, la valeur génotypique a I'aide des différents
marqueurs ou loci de génes (Charcosset et Gallais, 1996). Cependant, étant donné que ces
QTLs sont régulicrement développés a partir d’un matériel génétique d’origine génétique
limitée issu d’un croisement bi-parental, tel que des populations F2, des lignées
recombinantes ou des populations double haploides (DH). Ceci peut générer de fausses
associations marqueur-caractere (Caballero et al., 2008 ; Nguyen, 2012). De ce fait,
lefficacité de ces marqueurs moléculaires doit étre validée a travers I’analyse du phénotype
ciblé chez des populations indépendantes et dans des environnements différents ; on parle

alors de la validation de marqueur (Sharp et al., 2001).
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I. MATERIEL ETUDIE DANS LE SITE DE MARCHOUCH

1. MATERIEL VEGETAL

La présente étude a porté sur une population de F5 hybride composée de
164plantescontenant 12 parents pour le contréle. Elle est semis le 6 Décembre 2017. Cette
F5 estissue d’un croisement entre deux variétés de blé tendre qui sont Kharoba et Florence,

plantées dans la station expérimentale de FICARDA a Marchouch.

Le choix des lignées pour le programme de croisement tenait compte du rendement
potentiellement élevé, la tolérance a la sécheresse et la résistance aux stress biotiques a

savoir : Rouille jaune, Rouille brune et la Septoriose.

Le blé hexaploide Kharoba utilisé comme parent exprimait des caracteres intéressants
tels que la résistance a la Rouille jaune, la Rouille brune et a la Septoriose, la présence de
barbe, comme il contient le gene Rt-Blb qui réduit la taille de la plante. Tandis que Florence

est bien adapté dans les milieux semi-arides en plus de sa qualité boulangere.

2. SITEEXPERIMENTAL

L’essai est réalisé dans la station expérimentale de Marchouch, appartenant au Centre
International de la Recherche Agronomique dans les Milieux Arides (ICARDA), durant la
campagne agricole 2017-2018.

Ce domaine est Situé a 60 km au Sud de Rabat sur la route secondaire 106 reliant
Rommani-Marchouch. Il a comme coordonnées géographiques 33°30°0" de latitude Nord,

6°42°35" de longitude Ouest et 446 métres d’altitude.

Le type de sol dans cette station est argileux limoneux, Son climat appartient a un
bioclimat subhumide marocain. La station est caractérisée par une pluviométrie annuelle
moyenne de 'ordre 400 mm, avec des températures moyennes annuelles de I'ordre de -1.7
°C8.3 °C (minima) et de 19.8 °C37.6°C (maxima) (Figure 5).
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Figure 5 :Données météorologiques de la station Marchouch en 2017-2018

Min T = température minimale; Max T =température maximale ; Mean T = température moyenne

3. DISPOSITIF EXPERIMENTAL
Les essais ont été conduits selon un dispositif expérimental en bloc. Chaque bloc est
composé de 25 plantes dont les deux dernieres sont des parents. L’ensemble des blocs est de

6 blocks. La répartition des blocks est schématisée dans la figure 6.

Triticale
HH' (Y1 {
ARL-EARY W
lllll.llil l‘lc!zhw:
ey bl
SRR TRIRY [N oz

Figure 6 : Schéma du dispositif expérimental

....:25 échantillons. ; Ech 1 : échantillon numéro 1 ; Kh: Kharouba ; FA : Florence Aurore
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Triticale (Triticosecale Wittm): plante annuelle de la famille des Poaceae
(graminées). C’estun hybride artificiel (amphiploide) entre le blé (dur ou tendre) et le seigle.

Il est cultivé comme céréale fourragere. Utilisé ici comme barriere.

Kh : Kharouba (OODHBW300), le premier parent est une variété marocaine qui a été
sélectionnée a partir des doubles haploides dérivé du croisement Altar 84°/Aegilops
squarrosa 221//‘Pastor’/3/k134(6)/*Veery’//Bobwhite’/‘Pavon’/4/Tilila’. (Elhaddoury, et
al 2012).

FA : Florence Aurore le second parent est une variéte francaise sélectionnée en 1920

suite a un croisement entre deux variétés qui sont Florence et Aurore.

Il. ETUDEPHENOTYPIQUE

La caractérisation des hybrides a été basée sur un ensemble de paramétres liés a la

phénologie, la morphologie et les caracteres agronomiques de la plante.

1. PARAMETRES PHENOLOGIQUES

La phénologie étant ’étude de 'influence des climats sur les phénomenes périodiques
de végétation. Tous les stades de développement phénologiques sont déterminés selon
I’échelle de Zadockset al., (1974). Nous avons compté la durée des differentes phases du
cycle de développement de la plante pour la totalitt¢ de la population étudiés : -Semis-
Tallage, -Semis- Epiaison, -Semis- Maturité, quand 50 % des plantes par parcelle avaient

atteint le stade donné.

2. PARAMETRES MORPHOLOGIQUES

2.1. Hauteur de la plante encm
Nous avons mesuré la hauteur de la plante au
stade maturit¢ a partir du ras du sol jusqu'aux
sommets des barbes de lépi (Figure 7). Elle est

exprimée en cm.

Figure 7 : Prise de la hauteur de la plante
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2.2. LONGUEUR DES EPIS
Nous avons mesuré 3 répétitions d’épis de chaque échantillon, au stade maturité a
partir de la base de I'épi (ler article du rachis) jusquau sommet de I'épillet terminal (Figure

8) Elle est exprimée en cm.

Figure 8 : Prise de la longueur des épis

2.3. LONGUEUR DES BARBES
Nous avons mesuré 3 répétitions de differents épis pour chaque échantillon, au stade
maturité a partir du sommet de I'épillet terminal jusqu'au sommet des barbes. Elle est

exprimée en cm.

3. PARAMETRES AGRONOMIQUES

3.1.  TALLES HERBACEES
En faisant le tallage des parents comme référence, le tallage de chacun des hybrides
est classé selon une échelle allant de tallage trés élevé jusqu’a tallage trés faible. Les
observations ont été prises au stade de gonflement.

3.2.  NOMBRE D'EPIS PAR ECHANTILLON
Déterminé par comptage direct des épis formé au stade maturité dans chaque

échantillon. On déduit ensuite la moyenne des talles épis/échantillon.
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1. SELECTION ASSISTEE PAR MARQUEURS
La sélection assistée par marqueurs moléculaires (SAM) est une méthode de sélection
qui s’appuie sur la recherche d’un geéne ou d’une caractéristique agronomique intéressante

par la recherche du marqueur qui lui est étroitement lié (Moulletet al. ; 2008).

L'utilisation des marqueurs dans des schémas de rétrocroisement est certainement la
forme de SAM la plus utilisée actuellement en amélioration des plantes. L'objectif de ce type
de schéma (Figure 9) est de transférer un ou plusieurs alleles favorables provenant d'un
parent donneur (souvent une mauvaise valeur agronomique) dans le fond génétique d'un
parent receveur (souvent une lignée élite). Les plantes porteuses des alleles favorables
peuvent étre identifiées a laide de marqueurs (Moreau et al., 2001 ; Moullet et al. ; 2008.).
Cette sélection est particulierement intéressant lorsque le caractere étudié est colteux a
évaluer ou influencé par les conditions climatiques (Mouflet et al. ; 2008).

Parents: donneur (I)) receveur (R)

D R

X A B A B
Marqueurs A A —
D R - —
B B
Les descendants sont croisés Electrophorése
plusieurs fois avec le parent
receveur (back-cross) D R
A B A B
Marqueurs A
: b el
3

Figure 9 : Schéma d’introgression du géne D provenant du parent donneur dans le
génome de la plante receveuse al’aide des marqueurs A etB visualisés par

électrophorese.

Cette sélection est faite sur la base des caracteres identifiables. Lorsqu’un géne mutant
controlant un caractére d’intérét est identifié, i est immédiatement localisé sur la carte
génétique, apreés une série de croisements qui permettent d’établir le taux de recombinaison
du géne d’intérét aves les genes qui lui sont liés. Ce géne mutant devient a son tour un
marqueur sur les génes qui lui sont liés. L’utilisation des génes marqueurs pour sélectionner

des caractéres d’intéréts désirables est dite sélection indirecte (Steele et al., 2006).
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En sélection classique, chaque parent fournit la moitié du patrimoine génétique de la
descendance, les caractéristiques indésirables peuvent étre transmises aves les
caractéristiques recherchees, et il faut parfois poursuivre la sélection sur des générations pour
éliminer les caractéristiques indésirables. A chaque génération, il faut tester les
caractéristiques liées a la croissance, a la valeur nutritionnelle et au traitement de la
descendance.

De nombreuses générations sont parfois nécessaires avant de trouver la bonne
combinaison de caractéristique. La sélection basée sur le phénotype est donc un processus
long, exigeant et couteux, tant financierement que par le temps nécessaire (Najimiet al.,
2003 ; Ranet, 2004 ; Feuillet et al.,2008).

1. COLLECTEDESECHANTILLONS

Les échantillons ont été collectés le 4 Mai 2018 a partir de la station expérimentale de
Marchouch. Deux cercles d’un diamétre de 0.5cm sont prélevés pour chaque échantillon.
Ces prélevements sont mis dans des plaques de collecte Captiva portant chacune 96

échantillons (Tableau 1 et 2). Puis les plaques ont été conservés a -80°C.

Tableau 1 : Plant de la plaque 1.

11 2| 3| 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A |1 2|46 7 8 9 10 11 12 13 14
B |15/16| 17| 18| 19 | 20 | 21 | 22 23 26 27 28
C [29/30(31|32| 33 [34 |3 ]| 36 37 38 39 40
D |41\ 42|43 | 44| 45 | 46 | 48 | 51 52 54 55 56
E |57 58|59|60| 61 | 62| 63 | 64 65 66 68 69
F |70 71 (72| 73| 76 | 78 | 79 | 80 81 83 84 85
G (8687|888 90 |91 ] 92| 93 94 95 96 97
H |98(101|102(103| 104 | 105|106 | 108 | Kharoba | Florence| Blank | Blank

Tableau 2 : Plant de la plaque 2.

1 2 3 4 5| 6 7 8 9 10 11 12

A |109 | 110 |111 |112 {113 114|115 |117 |119 121 123 |126
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B 127 | 128 |129 |130 | 131|132 |133 [134 |135 136 137 |138
C |139 | 140 |142 | 143 (144 (147|148 | 151 | 152 153 156 | 157
D 158 | 159 |160 |161 |162 (163|164 | --- --- --- --- ---
E _— _— _— _— _— _—— _— _— _—— _— _—— _——
F SV [ NS (R (SR i R R ——- —— —— ——-
G SRV (R IS (N (SR Ui R R - - - -
H {-|--|-]--]|--]--] ---| --- | kharoba | florence | Blank | Blank

2. LYOPHILISATION DESECHANTILLONS

La lyophilisation est une opération de déshydratation a basse température et a basse

pression qui consiste a éliminer principalement par sublimation, la majeure partie de I'eau

contenue dans I’échantillon. Par abaissement de I'activité de I'eau, les vitesses de réactions

biochimiques peuvent alors étre fortement

ralenties.

C’est donc une technique de

déshydratation qui permet de stopper le développement des microorganismes pour une

conservation a long terme.

Le procédé de lyophilisation est composé de 3 étapes principales, successives et

indissociables (Wang 2000) :

e [a congélation qui transforme I'eau libre en cristaux de glaces ;

e La dessiccation primaire (sublimation) qui permet de sublimer les cristaux de

glace formées ;

e Ladessiccation secondaire (désorption) qui élimine I’eau liée et non congelée

adsorbée a la surface des pores de la matiére seche ou incluse dans
du lyophilisat.
Figure 10 : Lyophilisateur utilisé.

la masse
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3. SELECTION ASSISTEE PAR MARQUEURS SNP MOYENNANT LA
TECHNOLOGIE KASP

L’étude a été réalise en collaboration avec le laboratoire Intertek en Suede. Elle porte
sur la sélection des individus de la génération F5 ayant recus les génes de résistance aux
differents types de rouilles ainsi que le gene de semi-nanisme. Pour se faire, la technologie
employée nommée KASP qui représente la maniere la plus simple, la plus rentable et la plus
flexible de déterminer a la fois les génotypes SNP et d'insertion / délétion. L'analyse peut

étre effectuée dans des formats de plaques de 96puits.

La PCR compétitive allélique de KBiosciences systeme de génotypage (KASP) est un
homogeéne fluorescence, technologie de génotypage de point final.

La technologie a été initialement développée pour étre utilisée au KBioscience
installation de génotypage interne mais progressivement évolué en une technologie de

référence mondiale.

Le mécanisme d'action derriere KASP est nouveau ; pour élucider, il faut d'abord
considérer les oligonucléotides constitutifs :

e Deux amorces spécifiques a lallele (une pour chaque allele SNP).

Chaque amorce contient une séquence de queue non étiquetée unique a
I'extrémité 5.

e Une amorce commune (inverse).

e Deux oligonucléotides marqués au fluor 5°, f'un marqué avec FAM, lautre
avec HEX. Ces séquences oligonucléotides sont congues pour interagir avec
les séquences des queues des amorces spécifiques de lallele.

e Deux oligonucléotides, avec des quenchers liés aux extrémités 3 '. Ces
séquences d'oligonucléotides sont complémentaires de celles des
oligonucléotides marqués au fluor (et donc complémentaires des queues des
amorces spécifiques des alleles). Ces oligonucléotides trempés se lient donc
a leurs compléments marqués au fluor et tout le signal fluorescent est

désactivé jusqu'a ce quiil soit nécessaire.
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L’¢tude des différents génes a nécessité I'utilisation de dix amorces différentes

(Tableau 3) ; et les genes étudiés sont :

Tableau 3 : Génes ciblés et amorces utilisées.

Gene Catégorie Nom SNP SNP/Indel Amorces
TCC GGTATGCCATTTAACATAATCAT
Lr34 Rouille Lr34 TCCIND
- Ins/Del GAA
Sr2 Rouille Sr2_ger9 3p G/IA GTGCGAGACATCCAACACTCAC
Lr68 Rouille Lr68-2 CIT CGTGTCTTGGACCTGAGCAAT
Hauteur de
Rht-B1 Plant Rht-B1 SNP CIT CCCATGGCCATCTCSAGCTG
ante
Hauteur de
Rht-D1 - Rht-D1_SNP GIT CATGGCCATCTCGAGCTRCTC
an
TAKS002324 TTCATCAATTAACGAAGTCAAGT
Lr19/Sr25 Rouille CIT
(Sr25) CG
TCATCATCGGCAGGATCCTGCTT
Lr67 Rouille Lr67_TM4 GIC G
Sr22_ A_AL-Sus- TTACTCAATTACTTCCATAAGTT
Sr22 Rouille T/A
T CCTACT
Lr46 Rouille Lrd6 SNP1G22 G/IA ACCCATGGCTTTGGCTCCG
Lr37/Yr17/S
28 Rouille VPM_SNP CIT CGCCGTTCCGAAYACGAGA
r

3.1.

GENELr34 - Yrl8 - Sr57 - Pm18

Lr34 a été decrit pour la premiere fois chez le cultivar Frontana en 1966 (Dyck et al.,

1966). Il est situé sur le bras court du chromosome 7D, prés du locus Xgwm295. |l fournit

une résistance végétale adulte durable et non spécifique mais son effet est plus réduit que

celui des genes spécifiques a la race.

Lr34 a été récemment cloné (Krattingeret al., 2009) et il a été montré qu'il s'agit du

méme gene que Yrl8 (résistance a la rouille des plantes adultes) et résistance a loidium

(Pm38).
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3.2.  GENE Lr37-Yr17-Sr38
Ce segment contenant trois genes de résistance a la rouille Lr37, Yrl7 et Sr38
conférant ainsi une résistance a la rouille des feuilles (Puccinia triticinaEriks), a la rouille
jaune (Puccinia strifformis Ouest) et a la rouille noire (Puccinia graminisPers.F. Tritici

Eriks.etE.Henn.) Respectivement.

Des races de rouille virulentes aux genes de résistance Lr37 et Yrl7 ont déja été
identifiées (Robertet al., 1999). Cependant, ces génes offrent encore une résistance a un large
éventail de races et peuvent étre utilisés en combinaison avec d'autres génes de résistance a

la rouille.

3.3. GENE Lr46-Yr29
Lr46 a été decrit pour la premiere fois en 1998 par Singh et son groupe et situé sur le
chromosome 1B. (Martinez et al., 2001) ont montré que la période de latence des plantes
adultes infectées était significativement plus faible chez les plantes portant Lr46 par rapport
aux témoins sans le gene. Lr46 était également responsable d'une augmentation de la fraction
des colonies fongiques avortées precocement. Le type de résistance conféré par Lr46 est

similaire a celui de Lr34, mais avec un effet moindre.

Le géne de résistance ala rouille des feuilles Lr46 est un géne rouillant lentement. Ces
genes ne conferent pas a la plante héte une immunité compléete contre un ensemble de races
de rouille des feuilles (Puccinia triticina); au lieu de cela, ils peuvent retarder le processus
d'infection ou réduire le développement des symptdmes causeés par une plus large gamme de
races de rouille des feuilles sur les plantes adultes.

En 2003, William et son groupe ont utilisé des marqueurs AFLP pour cartographier
Lr46 a lextrémité distale de 1BL. Les auteurs ont également trouvé que Lr46 était

étroitement lie ou pléiotropique a un géne de résistance a la rouille jaune appelé Yr29.

3.4. GENE Lrl19-Sr25

Sr25 a été transféré dans le blé a partir de Thinopyrumponticum. Sr25 et le géne
lie a la résistance a la rouille des feuilles Lrl9 ont été transloques sur le long bras des
chromosomes 7D du blé (Friebeet al 1994).
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Lr19 est I'un des rares génes largement efficaces conférant une résistance ala rouille
des feuilles chez le blé. Et jusqu’a 2010, Lr19 fournit toujours une résistance efficace contre

toutes les races de rouille des feuilles en Syrie, au Liban et en Turquie (Kassem et al., 2010).

3.5. GENE Lr68
Lr68 est un géne de résistance des plantes adultes, conférant une résistance a la rouille
lente a la rouille des feuilles du blé causée par Puccinia triticina. Ce gene, ancienne ment
désigné LrP, a été décrit pour la premiére fois dans le blé pain de printemps CIMMYT

Parula.

3.6. GENE Sr22
Le géne Sr22 a été identifié a lorigine chez lespéce de blé diploide Triticum
monococcum ssp.(Kerber et al 1973). Il a ensuite été transféré au blé tétraploide et
hexaploide par des hybridations interspécifiques. Sr22 est efficace contre Ug99.Sr22 a été

précédemment cartographiée sur le bras long du chromosome 7A (Khan et al., 2005).

3.7.  GENE Sr2
Sr2 est un gene de résistance a la rouille de la tige qui a été utilisé en amélioration
pendant environ 60 ans comme une source de résistance durable et a large spectre pour les
plantes adultes, qui comprend la résistance a Ug99 et a ses isolats apparentés. Sr2 est situé
sur le bras court du chromosome 3B et ne confere une résistance partielle qua létat

homozygote (géne de résistance récessif).

3.8. GENE Rht-B1
Responsable de la réduction de la taille des plantes, ce géne est localisé sur le
chromosome 4B.il est également connu sous le nom de «géne de la révolution verte», a été
introduit par des methodes de sélection classiques dans plusieurs cultivars. 1l produit des
plantes plus courtes, augmente le rendement en grain, le colt de la biomasse de la paille et

résiste mieux aux dommages causes par le vent et la pluie.

3.9. GENE LR67-YR46-SR55-Pm46
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Présent sur le chromosome 7D, Lr67 est phénotypiquement similaire & Lr34 car il
pourrait également étre associé a la résistance a la rouille noire eta la rouille jaune, bien que

Lr67 confére un niveau de résistance a la rouille inférieur a celui induit par Lr34.

3.10. GENE RHT-D1
Le géne nanisant Rht-D1b a conduit a des augmentations impressionnantes des
rendements de blé au cours de la Révolution verte. La réduction de lallongement de la tige
chez les variétés contenant ces alleles est causée par une réponse limitée a la gibbérelline
phytohormone (GA), ce qui entraine une résistance améliorée a I'hébergement de la tige et

des avantages de rendement grace a une augmentation du nombre de grains.
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La population sujette d’étude est composée de 164 échantillons, contenant 2 parents
pour le contrble. Dans cette population 23 échantillons n’ont pas germé. lls ne sont pas pris

en considération au cours de I’étude.

I. ETUDEPHENOTYPIQUE DUBLE TENDRE

1. PARAMETRES PHENOLOGIQUES

1.1. DUREE DE LA PHASE "SEMIS —EPIAISON"’
La durée du cycle de la semi-épiaison chez Kharoba est de 121 jours, alors que celle
de Florence est de 114 jours. Ledit cycle chez les hybrides F5 varie de 96 a
140.jours(Figure 11 et Annexe 2).
Plusieurs auteurs affirment que la précocité d’une variété est déterminée a partir de la

durée de cycle de développement allant du semi a I’épiaison.

Florence

40

Jo0

de = | tharaba
plante

1@

{

Ll LRl 120 130 LE i

Mombre de jours & INépiaison

Figure 11 : Histogramme du nombre des jours a I’épiaison.

Selon les phases du cycle biologique des hybrides étudiés et a la lumiére des résultats
obtenus, nous pouvons classer les échantillons en quatre groupes principaux (Tableau 4) :
e Sont considéres tres précoces, les individus ayant une durée d’épiaison allant
de 95 a 110 jours. Ces individus plus précoces que le parent "Florence”,
représentent 34.78 %de la population étudiée ;

e La classe des hybrides précoces, dont la durée d’épiaison oscille de 110 a 125

jours, a un pourcentage de 44.61% ;

e Tandis que les individus semi tardifs prenant de 125 a 135 jours pour

I’épiaisonreprésentent5.8% de la population ;
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e Font le cas de plantes tardives, les échantillons qui dépassent 135 jours pour

atteindre le stade d’épiaison. Elles sont en pourcentage de 14.49%.

Nos résultats sont en désaccord avec ceux obtenus par Allam et al. (2015) basé sur
une classification signalée par Couvreur (1985), Ces auteurs suggerent qu’une variété est
considérée comme précoce si la durée est inférieure a 100 jours. Elle est semi précoce si la
durée se situe entre 100 et 20 jours ; et tardive si cette durée dépasse 120 jours.
Cependant, Bousba (2012) enregistre une période d’épiaison allant de 138 a 142 jours.

Plusicurs études expliquent I'intérét de la précocité comme un mécanisme que la
plante utilise pour s’échapper a la sécheresse. Selon Berger (1985), la précocit¢ au stade
épiaison est associée a la réduction de la hauteur du chaume et & laugmentation de la
capacit¢ du tallage-épi. Une plus grande persistance de la chlorophylle, donc de Pactivité
photosynthétique post-anthése, est souvent notée chez les génotypes précoces (Al Hakim et
al. 1996).

Tableau 4 : Données statistiques du nombre de jours a I’épiaison.

L P t P t
Classe Effectif Frequence oulreentage Groupe oureentage
/ classe / groupe
[95,100] 7 0.051 5.072 % e
y . . 0 , . 0
[100,105] 7 0.051 5.072 % re(r:i)sce 34.78 %
[105,110] 34 0.246 20637% | ©
[110,115] 41 0.297 29.710 %
[115,120] 9 0.065 6521% | Précoce  44.61%
[120,125] 12 0.087 8.697 %
, . . 0 emi
[125,130] 2 0.015 1.449 % Semi 5 o
, . . 0 tardi © 70
[130,135] 6 0.043 4.347 % dif
[135,140] 12 0.087 8.695 % .
Tardif 14.49 %.
[140,145] 8 0.058 5.797 % ard °

1.2. DUREE DE LA PHASE ""SEMI-FLORAISON"’

Pour atteindre le stade de floraison, le parent Florence nécessite 121jours, alors que
Kharoba a besoin d’une durée de 125 jours. Le cycle semi-floraison peut prendre chez les
hybrides F5 de 106 a 150 jours (Figure 12 et Annexe 2).

A la lumiere des résultats obtenus, nous pouvons classer les échantillons en quatre

groupes principaux (Tableau 5) :
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e La classe des individus tres précoces a la floraison couvrant un pourcentage
de 33.93 % nécessitait une durée inférieure par rapport au parent précoce.
Cette durée varie de 106 a 114 jours ;

e Les individus précoces prennent de 118 a 129 jours pour atteindre le stade

floraison ;

e Les echantillons semi tardifs sont présents en pourcentage de 11.5%. Leur

durée pour ce cycle nécessite approximativement 130 a 140 jours ;

e Les hybrides tardifs prennent plus que 140 jours pour fleurir. lls sont au

nombre de 13. C’est le cas pour les accessions 8, 39 et 88.

Florenge Chafoka

Mgk
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G 120 130 &0 150

Mombre de jours & la floralson

Figure 12 : Histogramme du nombre des jours a la floraison.

Tableau 5 : Données statistiques du nombre de jours a la floraison.

. ) Pourcentage Pourcentage
Classe Effectif Fréquence " g Groupe . g
/ classe / groupe
105,110 14 0.101 10.014% :
! [ ° Tres 33.93 %
[110,115] 33 0.239 23.913% précoce
[115,120] 10 0.072 7.246%
[120,125] 31 0.225 22.464% Précoce 44.93%
[125,130[ 21 0.152 15.217%
[130,135] 2 0.014 1.45% Semi
. 11.5 %.
[135,140[ 14 0.101 10.045% tardif
[140,145] 9 0.065 6.521% Tardif 9.429%0
[145,150] 4 0.029 2.899% e
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1

.3. DUREE DE LA PHASE" SEMIS-ANTHESE"

Le stade anthese est caractérisé par la sortie des antheres de 50% des épis de la

plante. Pour arriver a ce stade, les deux parents ont besoin de 135 jours (Figure 13).

En se basant sur ce caractére, les hybrides de la population F5 sont donc divises en

trois catégories (Tableau 6) :

Les individus tres précoces sont au nombre de 55. Leur durée du cycle semis-
anthese nécessite 110 a 130 jours.
Les individus fréeqguemment rencontrés ayant une durée du cycle allant de 130

a 145 jours représentent les hybrides précoces.

La troisieme catégorie regroupe les individus tardifs qui nécessitent plus que

145 jours pour arriver au stade d’anthése.

Kharoba et Florence

Mombre
de

o - | L |

LRl 120 130 140 150
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Figure 13 : Histogramme du nombre des jours a I’anthése.

Tableau 6 : Données statistiques du nombre de jours a I’anthése.

Classe

[110,115[
[115,120[
[120,125[
[125,130[
[130,135[
[135,140[
[140,145[
[145,150[
[150,155]

) ; Pourcent Pourcenta
Effectif  Fréquence oureentage Groupe oureentage
/ classe / groupe
14 0.101 10.145%
2 0.014 1.449 % Tres
, 39.85%
36 0.261 26.087 % précoce 0
3 0.022 2.174 %
1 0.007 0.725 %
55 0.398 39.855 % Précoce 49.28%
12 0.087 8.695 %
11 0.079 7971 %
Tardif 10.879
4 0.029 2.898 % 0
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1.4. DUREE DE LA PHASE ""SEMIS-GROSSISSEMENT"

Connu aussi sous nom du "grain laiteux”, c’est au cours de ce stade que la
formation précoce du grain se produit. L'endosperme en développement commence
comme un fluide laiteux qui augmente dans les solides au fur et & mesure que le stade
du lait progresse. La taille du noyau augmente rapidement pendant cette étape.

Pour la précocité au grossissement, la population d’étude peut étre subdivisée en
trois groupes (Figure 14 et Tableau 7).

e Groupe_trés précoce au grossissement : le pourcentage des individus ayant
atteint ce stade avant le parent précoce est de 44.2%. Notons que la durée de
ce cycle chez Florence et Kharoba est de 147 et 149 jours respectivement ;

e Le second groupe, considéré précoce, nécessite 145 a 155 jours pour arriver
au grossissement ;

e Le troisieme groupe composé de 31 individus tardifs, a besoin d’une durée de

155 a 165 jours pour atteindre ce stade.

LE- -] 5]
Nomisre de jours s grossizeement

Figure 14 : Histogramme du nombre des jours au grossissement.

Tableau 7 : Données statistiques du nombre de jours au grossissement.

Classe Effectif Fréquence Poygfggstsge Groupe Po/ugr:gg;zge
[115,120] 2 0.014 1.449 %

[120,125] 2 0.014 1.449 %

[125,130[ 0 0 0 Trés précoces  38.405%
[130,135] 2 0.014 1.449 %

[135,140][ 47 0.341 34.058 %

[140,145] 8 0.058 5.797 %

[145,150[ 42 0.304 30.435 % Précoces 39.13%
[150,155] 4 0.029 2.898 %

[155,160][ 4 0.029 2.898 % .

[160,165] 27 0196  19.565% Tardifs 22.463%
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1.5. DUREE DE LA PHASE "SEMIS- MATURITE"”

Les variétés Kharoba et Florence nécessitent 163 jours pour mdrir.

L’analyse des résultats de la population F5 permet d’identifier la précocité a la
maturité de certains échantillons, particulierement :12, 48, 53 et 159 prenant mois de 163
jours, et la tardivité de 27 individus tel que le 8, 21, 31, 32, 34, 39, 45, 51, 54, 58, 60, 64,
69, 83, 88, 89, 91. Ces derniers n’étaient pas encore matures jusqu’a fin Mai lls sont
considérés tres tardifs. (Figure 16, Tableau 5 et Annexe 2).

Pour ce cycle, le groupe précoce est le plus abondant. 1l est formé de 100 individus et
prend entre 163 a 166 jours pour murir.

Les individus 1, 9, 55, 57, 110, 112, 121, ont montré une durée allant de 167 a 169

jours nécessaires pour arriver au stade mature.

Kharoba et Florence
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Figure 15 : Histogramme du nombre des jours a la maturité.

Tableau 8 : Données statistiques du nombre de jours a la maturité.

Classe Effectif Fréquence Pourcentage Groupe Pc;ug;‘(r:gl:lrt)f;lge
[154,156[ 3 0.022 2.174%

[156,158] 1 0.007 0.724% Trés précoces 2 9%
[158,160[ 0 0 0 '
[160,162[ 0 0 0

[162,164] 85 0.616 61.594%

[164,166] 15 0.109 10.869% PrécOCeS 79 463%
[166,168[ 6 0.043 4.347% '
[168,170[ 1 0.007 0.724%

[170,172[ 0 0 0

[172,174] 0 0 0 Tardifs 19.565%
[174,176] 27 0.196 19.565%
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Mekhloufet al. (2006) suggérent qu’une variété tardive, est moins apte a éviter le
déficit hydrique et les hautes températures de fin de cycle. La croissance a des
températures relativement plus basses permet a la plante d’utiliser plutot les ressources
offertes par le milieu, ce qui lui confere plus de possibilités de donner un meilleur
rendement en grains.

Cependant Abbassenneet al. (1997) préconisent, pour les régions semi-arides, des
génotypes tardifs a I’épiaison et précoces a maturité. Ces variétés minimisent le risque Vis-
a-vis de la contrainte des basses températures printanieres.

Les génotypes tardifs valorisent peu, sous forme de grains produits par unité de
surface, la matiere séche totale accumulée au stade épiaison. Ces variétés investissent peu
d’hydrates de carbone dans les épis et a cause des effets des stress thermique et hydrique,

beaucoup de leurs talles avortent (Kadi, 2012).

2. PARAMETRES MORPHOLOGIQUES

2.1. HAUTEUR DE LA PLANTE
La hauteur des plantes varie de 60 a 125cm, valeur maximale enregistrée chez les
varietés 9, 18 et 104 avec une moyenne globale de 95cm (Annexe 3 et Figure 16).
La valeur de la hauteur des plantes permet d’individualiser trois groupes (Tableau 9)
différents : hautes, semi-naines et naines. Cependant, la catégorie la plus abondante dans la

population étudiée est la semi-naine ou la hauteur oscille de 80 a 110 cm.

Q |
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Figure 16 : Histogramme de la hauteur de la plante.

Plusieurs auteurs cités par Allam et al. (2015) indiquent que les variétés de céréales
les plus tolérantes a la sécheresse sont des variétés a paille hautes. Selon les mémes
auteurs, cette tolérance est induite par un développement racinaire important en profondeur

permettant l'extraction de l'eau des horizons profonds.
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Tableau 9 : Données statistiques de la hauteur de la plante.

: z Pourcentage Pourcentage

Classe Effectif Fréquence | classzag Groupe p groupeg
[60,70[ 3 0.022 2.206%

[70,80[ 14 0.103 10.294% Naines 12.5%
[80,90[ 53 0.390 38.970%

[90,100[ 36 0.265 26.470% | Semi-naines g1 14604
[100,110[ 20 0.147 14.706%

[110,120] 7 0.051 5.147%

[120,30] 3 0.022 2.206% Hautes 7.353

Zapata et al. (2004) ont comparé des lignées de blé tendre isogénique qui portaient
les genes nains Rhtl et / ou Rht2 avec une ligné parentale qui ne portait pas ces génes
(ligne haute). Les isolignes semi-nains (60 a 100 cm) avaient 21% de plus de rendement

que de grandes plantes dans tous les environnements.

2.2. LONGUEUR DEBARBES
Ce parametre varie entre2et 10.5cm observée chez les échantillons 8, 12, 35, 70, et
159. Nous avons enregistré une moyenne de 6.25 cm (Annexe 3et Figure 17). Il est a noter
gue la barbe chez Kharoba est de 9 cm, alors que chez Florence, elle ne dépasse pas 4 cm.
L’analyse des moyennes de la longueur de barbes chez la population d’étude fait
ressortir les quatre groupes (Tableau 10) suivants :
e Un groupe ayant une longue barbe, mesurant 8cm ou plus. Ce groupe
comprend les individus 1, 7, 16, 30, 31, 43, 44, 69, 104, 115, 159, 160, 162 et
163.
e Un deuxieme groupe, englobe les plantes ayant une barbe de longueur
moyenne variant de 2a 4 cm, présente une fréquence de 0.30.
e Le troisieme groupe ayant une barbe allant de 4 a 8 cm est le plus abondant.
e Les individus 2, 6, 15, 18, 19, 37, 38, 45, 48, 53, 68, 83, 88, 93, 97, 105, 108,
111, 113, 114, 117, 126, 127, 131, 138, 139, 144, 153 et 164 constituent le
quatrieme groupe contenant les individus n’ayant pas de barbe.
Les barbes peuvent améliorer le rendement en conditions de sécheresse par
augmentation de la surface photosynthétique de I'épi (Slama et al ; 2005) aprés la
sénescence de la feuille étendard (Bouzerzour, 2004). Cependant selon Hanifi -Mekliche et

al., (1998) leur présence n’apparait pas comme un critére d’adaptation a la sécheresse.

Sélection assistée par marqueurs snp et étude phénotypique du blé tendre
(Zriticum aestivum L.)

35



< - Florence

MNombre

plante Eharsba

-3 a 5 8 10
Longueur des barbes

Figure 17 : Histogramme de la longueur des barbes.

Tableau 10 : Données statistiques de la longueur de la barbe.

Classe Effectif Fréquence Pourcentage Groupe Po/urce TEEE
groupe
[2,3[ 10 0.101 10.101%
Courte barbe 30.303%
[3.4] 20 0.202 20.202%
[4,5] 11 0.111 11.111%
[5,6] 17 0.172 17.172%
Barbe moyenne 57.576%
[6,7] 18 0.182 18.182%
[7.8[ 11 0.111 11.111%
[8,9[ 4 0.040 4.040%
[9,10] 4 0.040 4.040% Longue barbe 12.12%
[10,11] 4 0.040 4.040%

2.3. LONGUEUR DE L’EPI
La longueur de Iépi chez Kharoba mesure 7.5 cm, alors que celle de Florence est de
10 cm (Figure 18).
Les résultats obtenus pour ce caractére montrent que I'épi le plus long mesure 15 cm
est observé chez I'hybride 105 (Annexe 3). Par contre, neuf échantillons ont un épi de
longueur inférieure @ 8 cm (Tableau 11). 93.38 % de la population possede un épi mesurant

plus de 8 cm. La moyenne des épis de toute la population est de ’ordre de 10.75 cm.
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Figure 18 : Histogramme de la longueur des épis.
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Tableau 11 : Données statistiques de la longueur des épis.

Classe Effectif Fréquence Po/ug;:;zt:ge Groupe P(;l;rfoeun;z:ge
[5.6[ 1 0.007 0.735% _

[6,7] 2 0.015 1.470% CEE'” 6.617%
[7.8[ 6 0.044 4.412%

[8,9[ 22 0.162 16.176%

[9,10[ 17 0.125 12.5% Epi 79 793%
[10,11] 31 0.228 22.794% moyen '
[11,12] 29 0.213 21.323%

[12,13[ 21 0.154 15.441% _

[13,14] 5 0.037 3.676% I'érﬁ’é 20.573%
[14,15] 2 0.015 1.470%

D’aprés Djekoun et al. (2002) une longueur élevée de I'épi est un paramétre
prédicateur d’un indice de récolte et d’un potentiel de rendement ¢€leve.

De méme plusieurs auteurs (Blum, 1985 ; Febrero et al., 1990 ; Monneveux et This,
1997) montrent le role important d’un épi long dans la photosynthese et la transpiration

ainsi que a la contribution a la production des assimilat pour le remplissage de grains.

3. PARAMETRES AGRONOMIQUES

3.1. TALLAGE HERBACEE
Chez les parents, la meilleure capacité du tallage est observée chez la variété
Kharoba. La population F5, et selon la capacit¢ de tallage, peut étre subdivisée en six
catégories (Annexe4 et Tableau 12) :
o Tallage élevé
e Tallage bas
e Tallage tres bas
e Tallage moyennement élevé
e Tallage moyennement bas
e Tallage tres élevé
La capacité de tallage est considérée et reconnue comme l'un des principaux traits de
plasticit¢ en réponse a des conditions environnementales differentes (Mossad et al., 1995.
Acevedo et al., 2002). La puissance de tallage est pour certains auteurs I'origine d’une
consommation d’eau non traduite par une production conséquente en €pis et en grains.
Ceci diminue alors lefficience de [lutilisation de I'eau par la plante quand elle est

confrontée a une contrainte hydrique.
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Tableau 12 : Pourcentage de la capacité de Tallage chez la population F5.
Capacité de Tallage Effectif Pourcentage

H 42 31%

L 15 11%
VL 5 4%
MH 41 30%
ML 7 5%
VH 26 19%

H = élevé L = Bas VL =tres bas
MH = Moyennement élevé ML = Moyennementbas VH =Treés élevé

Un bon tallage herbacé combiné avec une grande surface foliaire n’est pas désirable
sous de telles conditions. En revanche, un tallage herbacé élevé couplé a une surface
foliaire réduite pourrait mieux convenir (Melki et Dahmane, 2008).

3.2. NOMBRE D’EPIS PAR PLANTE
Kharoba possede 19 épis par plante, alors que Florence en possede 28 (Annexe 3).
L’analyse des résultats obtenus de la population hybride (Annexe3et Figure 19), nous
permet de subdiviser cette population en différentes classes :

e [a premicre classe contient les individus ayant un nombre d’épis variant de 5
a 19 épis par plante. Elle représente 26.47% de I'ensemble de la population
(Tableau 13).

e La deuxieme classe, formée des hybrides contenant un nombre d’épis
compris entre 20 et 40. Cette catégorie, est la plus abondante avec un
pourcentage de 60.3% de la population.

e La troisikme classe comprend les individus dont le nombre d’épis est
supérieur a 40. Elle est formée de 18 individus.

Florance
Kharobs

1%

Pl rmbire

plante

ﬁ[r|_l[[]

1o =2 =Ta] am 50 &0

Mombre d'épis par plante

Figure 19 : Histogramme du nombre d’épis par plante.
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Tableau 13 : Données statistiques du nombre d’épis par plante.

Classe Effectif Fréquence Po/uglcaesgt:ge Groupe P(;l;rrcoeun;ge
[5,10[ 3 0.022 2.206%

[10,15[ 9 0.066 6.617% Faible 26.47%
[15,20[ 24 0.176 17.647%

[20,25] 24 0.176 17.647%

[25,30[ 26 0.191 19.117% .
[30,35] 20 0.147 14.706% Moyen 60.3%
[35,40[ 12 0.088 8.823%

[40,45] 9 0.066 6.617%

[45,50[ 3 0.022 2.206% .

[50,55[ 3 0.022 2206%  Cleve  13.235%
[55,60] 3 0.022 2.206%

Il. SELECTIONASSISTEE PAR LES MARQUEURS SNP

Les résultats de la sélection assistée par les marqueurs SNP sont recus dans un tableau
résumant ’exitance ou pas des différents geénes étudiés chez I'ensemble de la population
(Annex 5)

1. GENE DE SEMI-NANISME (RHT-B1)

Le parent Kharoba contient le gene de semi nanisme (Rht-Bl), alors que Florence
n’en posséde pas. Ce géne responsable de la réduction de la taille produit des plantes semi-
naines, augmente le rendement en grain et donne a la plante une résistance a la verse, d’ou
son intérét dans les programmes de sélection.

Le tableau 9 montre le polymorphisme nucléotidique qui gere le phénotype dans les
cas de présence ou absence du gene Rht-B1.

La population d’étude F5 contient 51% des plantes ayant recu le géne Rht-B1, alors
que 37,78% ont l'alele C :C du parent Florence ce qui donne une hauteur a la plante
(Figure 20).

Tableau 14 : Polymorphisme nucléotidique du géne Rht-B1.
Geéne Catégorie SNP/Indel  SNP/Indel  Allele Phénotype
Hauteur de la C Rht-Bla Plante haute

Rht-B1 CIT R
plante T Rht-B1b = Plante semi-naine
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Figure 20 : Pourcentages des plantes pour le gene Rht-B1.

2. GENEDERESISTANCE LR34 -YR18-SR57-PMm18

Dans les programmes de sélection, le gene Lr34 - Yrl8 - Sr57 - Pml8est fortement
recherché en raison de la résistance durable et non spécifique qu’il fournit a la plante qui le
porte. Selon insertion ou délétion de la séquence TCC dans le gene. La plante peut étre
sensible ou résistante a la Rouille (Tableau 10).

Dans notre cas, le parent Kharoba posséde le géne Lr34 - Yrl8 - Sr57 - Pm18, alors
que Florence n’en a pas. La population F5 comprend 44.44 % des plantes portant ce géne

d’mtérét. Tandis que le pourcentage des plantes sensibles est de 42.97% (Figure 21).

Tableau 15 : Polymorphisme Indel du géne Lr34 - Yrl8 - Sr57 - Pm18.
Gene Catégorie SNP/Indel  SNP/indel = Allele = Phénotype

_ Ins Lr34- Sensible
Lr34 Rouille TCC Ins/Del
Del Lr34+  Résistant
1: 3297 A8 48
400ty . Résistantes
- Sensibles
S0 TN
= 0
20T
15 o 11118
100 K
5 ks .
{0 R
Inz=rtisn - lsertien -

Figure 21 : Pourcentage des plantes pour le géneLr34 - Yrl8 - Sr57 - Pm18.
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3. GENEDERESISTANCE LR37/YR17/SR38

Contenant trois genes de résistance a la Rouille, ce segment donne une résistance a la
Rouille jaune, la Rouille brune et a la Rouille noire. Une plante possédant ce gene, contient
un polymorphisme nucléotidique T a la place de C (Tableau 16).

Dans le cas de notre étude, le géne n’est pas présent chez Florence, alors que chez
Kharoba la forme de résistance est C :T a la place de C :C. Ceci pose probleme lors de la
sélection, car un individu portant I'alléle C T peut étre hybride.

Ansi, 43,70% de la population possede lallele C :T. Alors que 47.41% ayant lallcle
C :C est sensible (Figure 22).

Tableau 16 : Polymorphisme nucléotidique du géne de résistance Lr37/ Yrl7/Sr38.

Geéne Catégorie  Nom SNP = SNP/Indel = SNP/Indel = Allele = Phénotype
Lr37/Yrl7/Sr38 Rouille = VPM_SNP C/T T VPM+ Résistant
C VPM- Sensible
- Sen=ibles
o o Fe=ziztant=s

Figure 22 : Pourcentage des plantes pour le geneLr37/Yr17/Sr38.

4. GENEDE RESISTANCE LR46/YR29

Codant pour la résistance a deux types de Rouille, ce gene est phénotypiquement
similaire & Lr34 mais avec un effet moindre.

Le tableau suivant montre de polymorphisme nucléotidique gérant le phénotype
résistant ou sensible lorsque le géne est présent ou absent (Tableau 17).

Dans la population étudiée et vu que les deux parents possedent le gene, toute la
descendance F5 en posséde aussi.
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Tableau 17 : Polymorphisme nucléotidique du géne de résistance Lr46/Yr29.
Géne Nom SNP SNP/Indel  SNP/Indel = Allele Phénotype
G Lre4-  Sensible

Lr46 Lrd6 SNP1G22 G/IA
A Lr64+ | Résistant

5. GENEDERESISTANCE LR19-SR25

Ce gene rare, fortement efficace assure une résistance de plante vis-a-vis de de la
Rouille des feuilles chez le ble.

Pour que la plante possede ce gene, i faut quelle ait un polymorphisme
nucléotidique T a la place de C (Tableau 13).

Dans la population F5, seulement deux individus posséde ce géne alors que 132
individus n’ont en a pas. Le pourcentage des individus ayant ce géne est seulement 1.42%

(Figure 23).

Tableau 18 : Polymorphisme nucléotidique du géne de résistance Lr19-Sr25.

Gene Nom SNP SNP/Indel = SNP/Indel = Allene Phenotype
TAKS002324 C Lr19/Sr25- = Susceptible
Lr19/Sr25 CIT -
(Sr25) T Lr19/Sr25+  Résistant
130
Senzible =
1o =TTE
=
= Fésistants
I ]
B 1 4=
- Sl b= T Zolk=l= T-T

Figure 23 : Pourcentages des plantes pour le gene Lr 19/Sr25.
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6. GENESDE RESISTANCE SR2, LR68ET SR22 ET LE GENE DE SEMI-
NANISME RHT-D1

La sélection assistée par les marqueurs SNP a montré que ces génes n’existent chez
aucun des parents. Ce qui traduit leur absence chez les hybrides de la population F5.

Ainsi, I'étude phénotypique et la composition génétique de Iensemble de la
population nous a permis de selectionner les individus rassemblant les différents génes
d’intérét, la caractéres agronomiques et morphologiques désirés, en plus de leur tardivit¢ a
I’épiaison et la précocité¢ a la maturité.

La liste des individus sélectionnés est comme suit : 8, 29, 31, 57, 85, 98, 106, et 158.

Il est a noter d’aucun individu ne contient tous les caractéres, ce qui nous a obligé de
favoriser certains parametres a d’autres. Notamment, la présence des génes de résistance a
la Rouille, spécialement le gene Lr34 qui fournit une résistance durable et non spécifique a
I'individu qui le porte. Additionné du géne de semi-nanisme Rht-B1 qui en produisant des
plantes courtes, augmente le rendement en grain et donne a la plante une résistance a la
verse. La longueur de la barbe est aussi un caractere sur lequel nous nous somme basé lors

de la sélection.
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Le blé tendre (Triticum aestivum L) est I'espéce la plus consommée par une grande
partic de Ila population mondiale. L’Afrique du Nord et particulicrement le Maroc
consomme les plus grandes quantités de pain au monde. A titre indicatif, ceci constitue
deux fois la moyenne européenne et trois fois la moyenne mondiale. Cependant, cette
culture est vulnérable a de nombreuses maladies capables d’affecter le rendement en grains
et en qualité telle que, la rouille brune, la rouille jaune et la verse. Dans le but de gérer ces
contraintes, la solution la plus efficace est de développer de nouvelles variétés résistantes
en utilisant les outils moléculaires afin d’avancer la création variétale sans faire recours

aux tests d’moculation.

Notre travail intégre les marqueurs moléculaires de polymorphisme nucléotidique
SNP dans le but d’accélrer la sélection des individus possédant le maximum de caracteres
intéressants. Pour se faire, une étude phénotypique des différents parametres
phénologiques, morphologiques et agronomiques a précéder la Sélection Assistée par les

Marqueurs SNP.

La population sujette d’é¢tude est une F5 issue d’un croisement entre les variétés
Kharoba et Florence dont le choix est fait sur la base des caractéres désirables qu’elles
possedent.

Ainsi, les résultats phénologiques obtenus nous permettent d’identifier les individus
précoces aux différents stades eétudiés. Cependant, vu que notre pays appartient aux
milieux semi-arides, nous cherchons les individus tardifs pour I'épiaison et précoces pour
la maturit¢ pour minimiser le risque vis-a-vis de la contrainte des basses températures
printaniere. Alors que les résultats morphologiques dont les parametres étudiés sont la
hauteur des plantes, la longueur des barbes et la longueur de I'épi ont révéler un
polymorphisme entre les hybrides, ce qui nous a donné la chance de sélectionner les
individus rassemblant les trois caractéres en méme temps. Tandis que I'observation des
parameétres agronomiques par comptage du nombre d’épis et la capacit¢ du tallage de
chacun des hybrides de la F5, ont traduit le rendement en grain qui est un caractére

obligatoire pour la sélection des individus.

la Sélection Assistée par les Marqueurs SNP des genes de résistance aux différents

types de Rouilles ainsi que ceux conférant le caractére du semi-nanisme est realiser dans le
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but d’identifier les individus en possédant. Pour se faire, I’étude porte sur dix genes dont
deux déterminent le phénotype semi-nain.

Dans notre population, le géne Lr34-Yrl18-Sr57-Pml8 est présent chez 44.44% des
hybrides, Lr19-Sr38 se voit seulement chez 1.48% des échantillons, Lr46-Yr29 est contenu
dans la totalité des plantes étudiées. Alors que 51.11% de la population posséde le géne
Rht-B1 responsable du phénotype semi-nain.

Les genes Rht-D1, Sr2, Lr68 et Sr22 ne sont présents chez aucun échantillon vu que

les deux parents n’en contiennent pas.

Au terme de ce travail, on pourrait dire que 20.29% de la population est tardif pour
atteindre le stade d’épiaison, alors que 70% est précoce pour la maturité. Plus de 69% ont
une longueur de barbe acceptable. 90% des individus peuvent étre sélectionner pour leur
longueur d’épi. Et 54% présentent une bonne capacité de tallage. Il serait nécessaire et
intéressant de poursuivre cette étude par la génération F6 ou normalement le taux
d’Hétérozygotie doit étre presque nulle, et la ségrégation ne peut plus avor leu pour
confirmer les résultats obtenus.
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Localisation des génes les plus utilisés dans "amélioration du blé
(Guptaetal., 2010)



ANNEXE 2

Caractérisation phénologique de la population F5

Nombre de Nombre de Nombre de Nombre de Nombre de
Plante N° Date _de jours a jours ala jours a jours au jours a la
Semis I'épiaison floraison l'anthése grossissement maturité

1 06-dec 135 138 142 157 169
2 06-déc 127 131 135 148 165
4 06-déc 117 125 135 119 163
I 06-dec 105 114 121 142 163
8 06-déc 140 143 147 162 -

9 06-déc 135 139 142 157 167
10 06-déc 114 121 135 149 163
11 06-déc 114 121 135 142 163
12 06-dec 114 121 125 135 155
13 06-déc 102 107 114 135 163
14 06-déc 109 114 122 135 163
15 06-dec 114 125 135 155 163
16 06-déc 114 118 121 142 163
17 06-déc 113 123 135 155 163
18 06-dec 102 107 114 135 163
19 06-déc 114 123 135 149 163
20 06-déc 117 127 135 149 163
21 06-déc 135 141 145 163 -

22 06-déc 105 114 121 135 163
23 06-dec 113 123 135 149 163
26 06-déc 114 121 135 149 163
27 06-déc 114 123 135 149 163
28 06-déc 102 107 114 135 163
29 06-déc 105 114 135 149 163
30 06-déc 114 121 135 147 163
31 06-déec 125 135 140 163 -

32 06-dec 135 141 145 163 -

33 06-déc 105 114 121 135 163
34 06-déc 135 141 145 163 -

35 06-déc 114 121 135 147 163
36 06-déc 117 127 135 145 163
37 06-déc 114 121 135 145 163
38 06-déc 114 121 135 145 163
39 06-déc 135 141 145 163 -

40 06-déc 114 121 135 149 165
41 06-déc 123 127 135 147 163
42 06-déec 105 114 119 135 163
43 06-déc 119 125 135 142 163
44 06-déc 119 125 135 149 165




45 06-déc 121 125 135 163 -

46 06-déc 121 127 135 145 165
48 06-déc 105 114 121 135 157
51 06-déc 121 127 135 163 -

52 06-déc 105 114 121 135 163
53 06-déc 102 107 114 119 155
54 06-déc 132 138 142 163 -

55 06-déc 121 127 135 145 167
56 06-déc 121 125 129 135 165
57 06-déc 121 125 135 145 167
58 06-déc 135 141 145 163 .

59 06-déc 114 119 123 135 163
60 06-déc 132 135 142 163 -

61 06-déc 105 114 121 135 163
62 06-déc 105 114 121 135 163
63 06-déc 105 114 121 135 163
64 06-déc 135 139 143 163 -

65 06-déc 105 114 121 135 163
66 06-déc 105 112 121 135 163
68 06-déc 105 114 121 135 163
69 06-déc 132 135 140 163 -

70 06-déc 102 107 114 135 163
71 06-déc 102 107 114 135 163
72 06-déc 114 121 135 140 165
73 06-déc 117 127 135 140 165
76 06-déc 132 135 140 149 163
78 06-déc 105 114 121 135 163
79 06-déc 114 121 135 153 163
80 06-déc 102 107 114 135 163
81 06-déc 114 121 135 145 163
83 06-déc 135 139 143 163 -

84 06-déc 114 121 135 145 163
85 06-déc 114 121 135 145 163
86 06-déc 114 118 121 133 165
87 06-déc 114 121 135 145 165
88 06-déc 140 145 151 163 -

89 06-déc 132 135 145 163 -

90 06-déc 114 121 135 145 163
91 06-déc 140 142 145 163 -

92 06-déc 114 121 135 145 163
93 06-déc 114 121 135 145 163
94 06-déc 109 114 118 121 163
95 06-déc 114 121 135 140 163
96 06-déc 109 114 121 145 163
97 06-déc 114 120 123 135 163




98 06-déc 114 120 135 163 -

101 06-déc 109 114 121 135 163
102 06-déc 109 114 135 149 163
103 06-déc 109 114 135 163 -

104 06-déc 109 114 135 145 163
105 06-déc 143 149 155 163 -

106 06-déc 109 114 121 135 163
108 06-déc 109 114 121 135 163
109 06-déc 109 114 123 135 163
110 06-déc 109 114 135 145 167
111 06-déc 109 114 121 135 163
112 06-déc 109 121 135 145 167
113 06-déc 109 114 121 135 163
114 06-déc 109 114 123 135 163
115 06-déc 114 121 127 135 163
116 06-déc 96 106 114 135 163
117 06-déc 135 139 143 133 165
119 06-déc 109 114 121 135 163
121 06-déc 106 114 121 135 163
123 06-déc 121 127 135 151 167
126 06-déc 135 138 142 163 -

127 06-déc 121 127 135 151 165
128 06-déc 109 114 135 145 163
129 06-déc 140 144 147 163 -

130 06-déc 140 144 147 163 -

131 06-déc 117 127 135 145 163
132 06-déc 119 129 138 145 165
133 06-déc 114 118 121 135 163
134 06-déc 130 133 135 149 163
135 06-déc 121 127 135 142 165
136 06-déc 121 135 145 163 -

137 06-déc 114 121 135 145 163
138 06-déc 114 121 135 145 163
139 06-déc 114 118 121 135 163
140 06-déc 96 106 114 135 163
142 06-déc 121 127 135 145 165
143 06-déc 109 114 121 135 163
144 06-déc 114 121 135 145 163
145 06-déc 114 118 121 135 163
147 06-déc 114 118 121 135 163
148 06-déc 109 114 121 135 163
151 06-déc 114 119 123 149 165
152 06-déc 142 147 151 161 -

153 06-déc 114 121 132 145 163
154 06-déc 96 106 114 135 163




156 06-déc 114 118 121 135 163
157 06-dec 117 125 135 151 163
158 06-déc 142 147 151 163 -

159 06-déc 96 106 114 121 155
160 06-dec 96 106 114 135 163
161 06-déc 96 106 114 135 163
162 06-déc 135 138 142 163 -

163 06-dec 96 106 114 135 163
164 06-déc 114 118 121 135 163
24F 06-déc 114 121 135 147 163
25Kh 06-déc 121 125 135 149 163




Annexe 3

Caractérisation morphologique de la population F5

pre | e | Uopsienr | ar el Longurde | e
1 + 9 65 11,5 21
2 - - 85 11 15
4 + 7 83 12 17
6 - - 81 124 12
7 + 8,5 79 8,2 19
8 + 87 125 15
9 + 28 125 125 20
10 + 6 89 9 24
11 + 3 73 11 32
12 + 2 83 6,5 27
13 + 2 79 8,5 36
14 + 35 75 7 25
15 - 80 8 14
16 + 78 9 7
17 - - 82 9 19
18 - - 60 8 7
19 - - 87 8 14
20 + 3 85 11 26
21 + 4 78 95 41
22 + 7 80 9 19
23 + 3 85 11 20
26 + 4 76 95 30
27 + 7 87 6,5 19
28 + 75 80 75 23
29 + 7 95 115 28
30 + 8,5 90 11 21
31 + 8,5 79 11 26
32 + 35 95 8 28
33 + 3 96 11 23
34 + 9 100 12 15
35 + 2 80 10 11
36 + 5 73 9 11
37 - - 80 10 25
38 - - 99 9 25
39 + 4 67 55 8
40 + 4 88 11,2 15
41 + 7,2 94 125 32
42 - - 83 10 30
43 + 10 85 8,5 25




44 + 95 87 75 25
45 - - 85 9 36
46 + 6,5 %4 8,5 28
48 - - 75 10 39
51 - - 105 7 56
52 + 6 105 10,5 33
53 - - 102 10 20
54 + 4 110 14 23
55 + 45 80 10 20
56 + 6,5 100 11 27
57 + 6 106 10,5 30
58 + 6,2 110 10,5 28
59 + 6 90 12 30
60 + 5 82 9 19
61 - 2,5 100 13 54
62 + 5 85 8 15
63 + 6,5 100 12,5 21
64 + 6,5 83 12 14
65 + 3 97 115 16
66 + 3 86 9 32
68 - - 85 10 32
69 + 10 90 11 12
70 - 2 101 75 37
71 - - 80 10,5 45
72 + 6,5 110 11 30
73 * 5 105 11 15
76 + 35 75 11 24
78 - - 88 10,5 40
79 * 4 88 11 30
80 + 6 85 10,5 25
81 - 2,5 90 9 37
83 - - 112 12 33
84 + 4 80 8 18
85 + 6 85 12 23
86 + 55 95 12,5 53
87 + 6,5 127 115 26
88 - - 85 12 16
89 + 6 93 8 18
90 + 5 85 8 27
91 + 4 85 9 30
92 + 5 84 9 45
93 - - 100 10 29
94 - 99 12 33
95 - 25 96 9 18
96 + 5 95 10,5 24




97 - - 95 10 43

98 - 25 108 13 28
101 + 4 85 8,5 56
102 - 3 105 11 40
103 - - 115 8,5 58
104 * 10 125 13 30
105 - 119 15 13
106 + 6 83 10,5 30
108 - - 95 11 44
109 + 35 98 10 38
110 - 3 93 11 40
111 - - 88 10 53
112 * 35 95 11 47
113 - - 109 12 28
114 - - 95 11 24
115 + 9 110 11 36
117 - - 80 11 33
119 + 3 80 10 33
121 + 4 95 95 37
123 + 35 100 12 26
126 - - 88 12 36
127 - - 105 10 26
128 + 6 95 10 22
129 + 5 100 10,5 25
130 + 75 90 8 23
131 - - 70 8 22
132 + 6 88 10,5 23
133 - 3 104 8,5 22
134 + 5 80 7 18
135 + 5 95 12 20
136 + 5 90 11 22
137 + 3 85 10 23
138 - - 90 10 26
139 - - 95 13 43
140 + 55 85 8 36
142 + 3 105 12 17
143 + 3 86 8 19
144 - - 93 12 35
147 + 5 83 10 42
148 + 5 83 8 28
151 + 5 80 9 18
152 + 5 95 11 35
153 - - 95 8 26
156 - 3 75 8 17
157 + 6 80 10 33




158 + 7 90 12 13
159 * 10,5 95 10 16
160 * 7 85 10,5 18
161 - - 95 11 33
162 + 7 102 13 44
163 + 7 90 10 20
164 - 73 11 25
24 F * 4 127 10 28
25K + 9 75 75 19

- = Pas de barbe

barbe/pas de barbe




Annexe 4

Capacite de tallage chez la population F5

Plante Plante
Plante N° | Tallage | PlanteN° | Tallage | Plante° | Tallage N° Tallage N° Tallage

1 H 33 ML 64 ML 97 VH 134 MH
2 L 34 ML 65 MH 98 H 135 MH
4 L 35 L 66 H 101 VH 136 MH
6 L 36 VL 68 H 102 VH 137 MH
7 L 37 MH 69 L 103 VH 138 MH
8 L 38 MH 70 VH 104 VH 139 VH
9 H 39 VL 71 VH 105 L 140 VH
10 VL 40 L 72 H 106 H 142 L
11 MH 41 H 73 MH 108 VH 143 MH
12 ML 42 H 76 MH 109 VH 144 VH
13 H 43 H 78 VH 110 VH 147 VH
14 H 44 VH 79 H 111 VH 148 H
15 ML 45 H 80 H 112 VH 151 MH
16 VL 46 MH 81 H 113 MH 152 H
17 L 48 H 83 H 114 MH 153 H
18 VL 51 VH 84 MH 115 VH 156 MH
19 ML 52 H 85 MH 117 H 157 H
20 H 53 H 86 VH 119 H 158 L
21 VH 54 MH 87 H 121 VH 159 MH
22 ML 55 MH 88 MH 123 MH 160 MH
23 MH 56 MH 89 MH 126 H 161 H
26 MH 57 H 90 H 127 MH 162 VH
27 L 58 MH 91 H 128 MH 163 MH
28 MH 59 H 92 VH 129 MH 164 H
29 H 60 L 93 H 130 MH 24 F MH
30 H 61 VH 94 H 131 MH 25Kh H
31 H 62 L 95 MH 132 MH

32 H 63 H 96 MH 133 MH

H =élevé L =Bas VL =tres bas

MH = Moyennement élevé

ML = Moyennement bas

VH =Treés élevé




Annexe 5

Caractérisation génétique de la population F5

Lr37/Yrl17/Sr3 Lr19/Sr2
Rht-B1 Rht-D1 Lr34 Sr2 8 Lr68 5 Lr67 Sr22 Lr46
TT TT -- AA TT TT TT ccC AA AA
KxF F5 0001
- TT GG INSERTION:INSERTION |GG CT CC TC ? TT AA
KxF F5 0002
- TT GG INSERTION:INSERTION |GG CT C.C TC GG TT AA
KxF F5 0004
- CC GG INSERTION:INSERTION |GG CcC CcC TC GG TT AA
KxF F5 0006
- T TT GG INSERTION:INSERTION |GG Uncallable CcC TC GG TT AA
KxF F5 0007
- CC GG -INSERTION GG CcC CcC T.C GG TT AA
KxF F5 0008
- TT GG -- GG CcC C.C TC GG TT AA
KxF F5 0009
-7 CC GG INSERTION:INSERTION |GG CT CccC T.C CcC TT AA
KxF_F5_0001
0 ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
KxF_F5 0001
1 TT GG INSERTION:INSERTION |GG CT CcC T.C CccC TT AA
KxF_F5_0001
2 CcC GG -- GG CccC CccC TC GG TT AA
KxF_F5_ 0001
3 C:C GG -- GG Cc:C Cc:C TC GG TT AA




KxF_F5_0001

4 TT GG INSERTION:INSERTION |GG CcC ? TC GG TT AA
KxF F5 0015
-7 CcC GG -INSERTION GG CT CcC T.C ? TT AA
KxF F5 0016
- T CcC GG -- GG CT CcC TC GG TT AA
KxF F5 0017
- CcC GG - GG ccC CcC TC ? TT AA
KxF F5 0018
-7 TT GG INSERTION:INSERTION |GG CT CcC TC ? TT AA
KxF F5 0019
- CcC GG - GG C.C C.C TC ? TT AA
KxF F5 0020
- TT GG INSERTION:INSERTION |GG CT CC TC GG TT AA
KxF F5 0021
- TT GG -- GG C.C C.C TC ? TT AA
KxF F5 0022
- TT GG -INSERTION GG CT CcC TC ? TT AA
KxF F5 0023
- TT GG -- GG CT CcC TC GG TT AA
KxF F5 0026
-7 TT GG -- GG CccC ? TC ? TT AA
KxF F5 0027
- CcC GG INSERTION:INSERTION |? CcC CcC TT ? TT AA
KxF F5 0028
- CccC GG INSERTION:INSERTION |GG CcC ? T:C ? TT AA
KxF F5 0029
- - TT GG -- ? CcC CcC TC ? TT AA




KXF_F5_0030

CcC GG -- GG CcC CcC TC TT AA
KxF F5 0031
-7 TT GG -- GG CccC CcC TC TT AA
KxF F5 0032
- T CcC GG INSERTION:INSERTION |GG CT CcC TC TT AA
KxF F5 0033
- TC GG -- GG CT CcC TC TT AA
KxF F5 0034
-7 CC GG INSERTION:INSERTION |GG CT CcC TC TT AA
KxF F5 0035
-~ TT GG INSERTION:INSERTION |GG CT C.C TC TT AA
KxF F5 0036
- TC GG -INSERTION GG CT CC TC TT AA
KxF F5 0037
- TT GG INSERTION:INSERTION |GG C.C C.C TC TT AA
KxF F5 0038
- CC GG INSERTION:INSERTION |GG CcC CcC TC TT AA
KxF F5 0039
- TT GG INSERTION:INSERTION |GG CcC CcC TC TT AA
KxF F5 0040
-7 TT GG -- GG CT CcC TC TT AA
KxF F5 0041
-7 TT GG INSERTION:INSERTION |GG CcC CcC TC TT AA
KxF F5 0042
- CccC GG INSERTION:INSERTION |GG CcC CcC T:C TT AA
KxF F5 0043
- - TT GG INSERTION:INSERTION |GG CcC CcC TC TT AA




KxF_F5_0044

CcC GG INSERTION:INSERTION |GG CcC CcC TC TT AA
KxF F5 0045
-~ TT GG -- GG Uncallable CC T:.C TT AA
KxF F5 0046
- T TT GG -- GG CT CcC TC TT AA
KxF F5 0048
-~ TT GG INSERTION:INSERTION |GG Uncallable ? TC TT AA
KxF F5 0051
-7 CC GG INSERTION:INSERTION |GG CcC CcC TC TT AA
KxF F5 0052
-~ TT GG - INSERTION GG CT C.C TC TT AA
KxF F5 0054
- TC GG INSERTION:INSERTION |GG Uncallable CC TC TT AA
KxF F5 0055
- TT GG INSERTION:INSERTION |GG CT C.C TC TT AA
KxF F5 0056
-7 CcC GG -- GG CccC CccC TC TT AA
KxF F5 0057
- TT GG -- GG CcC CcC TC TT AA
KxF_F5 0058
T.C GG INSERTION:INSERTION |GG CcC CC TC TT AA
KxF F5 0059
-7 TT GG INSERTION:INSERTION |GG CT CcC TC TT AA
KxF F5 0060
-7 TT GG -- GG CcC CccC TC TT AA
KxF F5 0061
- - TT GG -- GG CT CcC TC TT AA




KxF_F5_0062

CcC GG -- GG CcC CcC TC TT AA
KxF F5 0063
-7 CcC GG -INSERTION GG CT CcC T.C TT AA
KxF F5 0064
- T TT GG -- GG CT CcC TC TT AA
KxF F5 0065
-~ TC GG INSERTION:INSERTION |GG ccC CcC TC TT AA
KxF F5 0066
-7 T:C GG INSERTION:INSERTION |GG CT CcC TC TT AA
KxF F5 0068
-~ TT GG INSERTION:INSERTION |GG CT C.C TC TT AA
KxF F5 0069
- TC GG INSERTION:INSERTION |GG CT CC TC TT AA
KxF F5 0070
- TT GG -- GG CT C.C TC TT AA
KxF F5 0071
-7 TT GG -- GG CT CccC TC TT AA
KxF F5 0072
- CcC GG - GG cC CcC TC TT AA
KxF F5 0073
- CcC GG INSERTION:INSERTION |GG CcC CC TC TT AA
KxF F5 0076
-7 TT GG INSERTION:INSERTION |GG CcC CcC TC TT AA
KxF F5 0078
- TT GG -INSERTION GG CT CcC T:C TT AA
KxF F5 0079
- - TT GG -- GG CcC CcC TC TT AA




KXF_F5_0080

TT GG INSERTION:INSERTION |GG CcC CcC TC ? TT AA
KxF F5 0081
-7 TT GG INSERTION:INSERTION |GG Uncallable CcC T.C ? TT AA
KxF F5 0083
- T TC GG -- GG CcC CcC TC ? TT AA
KxF F5 0084
- TT GG -- GG CcC CcC TC ? TT AA
KxF F5 0085
- T TT GG -- GG CccC CcC TC ? TT AA
KxF F5 0086
-~ TT GG INSERTION:INSERTION |GG C.C ? TC ? TT AA
KxF F5 0087
- ? GG INSERTION:INSERTION |? Uncallable ? TC ? TT AA
KxF F5 0088
-~ TT GG Uncallable GG Uncallable CccC T:C ? TT AA
KxF F5 0089
-7 CcC GG -- GG CccC CccC TC ? TT AA
KxF F5 0090
- TC GG -- GG CcC CcC TC ? TT AA
KxF F5 0091
-7 TT GG -- GG CT CcC TC ? TT AA
KxF F5 0092
-7 TT GG -- GG CcC CcC TC GG TT AA
KxF F5 0093
-7 ccC GG -- GG CcC CccC TC ? TT AA
KxF F5 0094
- - CcC GG INSERTION:INSERTION |GG CcC CcC TC ? TT AA




KXF_F5_0095

CcC GG INSERTION:INSERTION |GG CcC CcC TC GG TT AA
KxF F5 0096
-7 CcC GG INSERTION:INSERTION |GG CcC CcC T.C ? TT AA
KxF F5 0097
- T TT GG INSERTION:INSERTION |GG CcC CcC TC GG TT AA
KxF F5 0098
- TT GG -- GG CT CcC TC ? TT AA
KxF F5 0101
- T CcC GG -- GG CT CcC TC GG TT AA
KxF F5 0102
- C.C GG INSERTION:INSERTION |GG CT C.C TC ? TT AA
KxF F5 0103
-7 CccC GG -- GG CT CcC TC ? TT AA
KxF F5 0104
- C.C GG INSERTION:INSERTION |GG CT C.C TC GG TT AA
KxF F5 0105
-7 CcC GG -- GG CT CccC TC GG TT AA
KxF F5 0106
- TT GG -- GG CT CcC TC GG TT AA
KxF F5 0108
- TT GG -INSERTION GG CT CC TC GG TT AA
kharoba TT GG - GG CT ccC T:C GG TT AA
florence CcC GG INSERTION:INSERTION |GG CccC ccC T:C ? TT AA
KxF F5 0109
- TT GG INSERTION:INSERTION |GG CT CcC TC ? TT AA




KxF_F5_0110

TT GG -- GG CT CcC TC ? TT AA
KxF F5 0111
-7 CcC GG INSERTION:INSERTION |GG CcC CcC T.C GG ? AA
KxF F5 0112
- T TT GG -- GG CT CcC TC ? TT AA
KxF F5 0113
- CcC GG INSERTION:INSERTION |GG CT CcC TC GG TT AA
KxF F5 0114
-7 TT GG -INSERTION GG CT CcC TC ? TT AA
KxF F5 0115
- C.C GG INSERTION:INSERTION |GG C.C C.C TC ? TT AA
KxF F5 0117
- TT GG -INSERTION GG CT CC TC ? TT AA
KxF F5 0119
- C.C GG INSERTION:INSERTION |GG CT C.C TC GG TT AA
KxF F5 0121
-7 CcC GG -- GG CccC CccC TT GG TT AA
KxF F5 0123
- CcC GG -- GG CT ? TC ? TT AA
KxF F5 0126
- TT GG INSERTION:INSERTION |GG CT CC TC GG TT AA
KxF F5 0127
-7 CcC GG INSERTION:INSERTION |GG CcC CcC TC ? TT AA
KxF F5 0128
- ? GG INSERTION:INSERTION |? CT ? T:C ? TT AA
KxF F5 0129
- - TC GG - INSERTION GG CcC CcC TC ? TT AA




KxF_F5_0130

TC GG -- GG CcC CcC TC ? TT AA
KxF F5 0131
-7 TT GG -INSERTION GG CT CcC T.C ? TT AA
KxF F5 0132
- TT GG INSERTION:INSERTION |GG Uncallable CC TC ? TT AA
KxF F5 0133
- CcC GG INSERTION:INSERTION |GG ccC ? T:C ? TT AA
KxF F5 0134
- T TT GG -- GG CT CcC TC ? TT AA
KxF F5 0135
- T TT GG INSERTION:INSERTION |GG CT C.C TC GG TT AA
KxF F5 0136
- TT GG -INSERTION GG CT CC TC ? TT AA
KxF F5 0137
- CcC GG -- GG CT C.C TC ? TT AA
KxF F5 0138
-7 TT GG -- GG CT ? TC ? TT AA
KxF F5 0139
- CcC GG - GG CcC ? TC ? TT AA
KxF F5 0140
- TT GG INSERTION:INSERTION |GG CcC ? TC ? TT AA
KxF F5 0142
- CcC GG - GG CcC CcC TC ? TT AA
KxF F5 0143
- CccC GG -INSERTION GG CT CcC T:C ? TT AA
KxF F5 0144
- - TT GG -- GG CcC CcC TC GG TT AA




KxF_F5_0147

CcC GG -- GG CcC CcC TC ? TT AA
KxF F5 0148
-7 TT GG -- GG CT CcC TC ? TT AA
KxF F5 0151
- TT GG - GG Uncallable CC TC ? TT AA
KxF F5 0152
- TT GG -- GG CcC CcC TC ? TT AA
KxF F5 0153
-7 CC GG -INSERTION GG CcC CcC TC ? TT AA
KxF F5 0156
-7 TC GG -- GG CcC CcC TC ? TT AA
KxF F5 0157
- TT TG INSERTION:INSERTION |GG CC CC TC ? TT AA
KxF F5 0158
- TT GG -- GG C.C C.C TC ? TT AA
KxF F5 0159
-7 CcC GG -- GG CT CccC TC ? TT AA
KxF F5 0160
- CcC GG - GG CT CcC TC ? TT AA
KxF F5 0161
-7 CccC GG -- GG CT CcC TC ? TT AA
KxF F5 0162
- - TT GG INSERTION:INSERTION |GG Uncallable CcC TC GG TT AA
KxF F5 0163
-7 ccC GG -- GG CcC CccC TC ? TT AA
KxF F5 0164
- TT GG INSERTION:INSERTION |GG Uncallable CcC TC ? TT AA







