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Il a été dirigé par Pr. LRHORFI Aicha du Département de Biologie et Dr. Miguel Sanchez-
Garcia au Laboratoire de Qualité Technologique, intitulé Caractérisation d’une collection
de blé tendre pour les attributs morphologiques et les paramétres de qualité

technologique et nutritionnel.

Cette étude entre dans la stratégie de 'ICARDA qui vise a améliorer la qualité technologique
nutritionnelle et morphologique de blé tendre au niveau du Maroc dans le but d’augmenter
I’utilisation des variétés locales par 1’industrie, ce qui permet un développement économique
dans le secteur agricole et industrielle 1ié¢ a cette matiére. L’amélioration de la qualité de blé
tendre est réalisée par la création des nouvelles variétés qui portent les traits demandés par
I’industrie. Pour déclencher un programme d’amélioration il faut tout d’abord définir une
source des traits demandés. Dans tous les programmes d’amélioration déclenchés par
I’ICARDA, les populations locales présentent une source riche en ces traits, et elles sont

caractérisées par une grande diversité génétique.
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Résumé

Les céréales sont considérées comme une ressource alimentaire importante dans la nutrition
humaine en raison de leurs valeurs nutritives. De plus, le blé constitue la principale culture
céréalicre a 1’échelle nationale et internationale, dont le blé tendre qui est trés utilisé dans les

industries agroalimentaires.

L’objectif de ce travail est de réaliser une caractérisation morphologique, technologique et
nutritionnelle chez 236 échantillons d’une collection de blé tendre cultivée dans deux
différentes stations du territoire marocain (Annoceur et Merchouch), d’évaluer la diversité
entre les génotypes étudiés, ainsi que de déterminer d’éventuelles corrélations entre les
paramétres étudiés chez cette collection, dans le but d’étudier la différence de son

comportement dans les deux environnements.

Les résultats obtenus de 1’analyse de la variance ont montré des effets significatifs de 1’effet

génétique vis-a-vis des parametres morphologiques et des éléments minéraux étudies.

D’autre part certains traits technologiques ont été significativement affectés par
I’environnement ou la génétique, tandis que les autres sont affectés par 1’effet génétique et

environnemental.

En outre, I’effet de l'interaction G*E a été observé chez les trois types de parameétres

(morphologiques, technologiques et minéraux).

L’étude de corrélation entre les différents parametres a révélé la présence de corrélation
positive et significative entre certains de ces paramétres et une corrélation négative et

significative entre d’autres.

Mots clés : blé tendre, diversité génétique, qualité technologique, traits morphologiques,

minéraux, effet génétique, effet environnemental.



Abstract

Cereals are considered as an important food source in human nutrition because of their
nutritional values. In addition, wheat is the main national and international cereal crop,

including bread wheat, which is widely used in the agri-food industries.

The objective of this work is to perform a morphological., technological and nutritional
characterization in 236 samples from a collection of bread wheat grown in two different
stations of the Moroccan territory (Annoceur and Merchouch), to evaluate the diversity
between the genotypes studied, as well as to determine possible correlations between the
parameters studied in this collection, in order to study the difference of its behavior in the two

environments.

The results obtained from the analysis of the variance showed significant effects of the
genetic effect vis-a-vis the morphological parameters and the mineral elements studied.

On the other hand, certain technological traits have been significantly affected by the
environment or genetics, while the others are affected by the genetic and environmental

effect.

In addition, the effect of the G * E interaction was observed in all three types of parameters
(morphological., technological and mineral).

The correlation study between the different parameters revealed the presence of positive and
significant correlation between some of these parameters and a negative and significant

correlation between others.

Keywords: bread wheat, genetic diversity, technological quality, morphological traits,

minerals, genetic effect, environmental effect.
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Introduction

Le secteur agricole occupe une place privilégiée dans 1’économie du pays. Par ailleurs, ce
secteur a accompli de grands progrés en termes de modernisation et de diversification.
Or, les céréales sont considérées comme une ressource alimentaire importante dans la

nutrition humaine en raison de leurs valeurs nutritives.

Le blé constitue la principale culture céréaliére a I’échelle nationale et internationale, dont le
blé tendre qui est trés utilisé dans les industries agroalimentaires pour la production de farine,

du pain, des biscuits, etc.

Selon 1’Organisation des Nations Unies pour I'Alimentation et I'Agriculture (FAO), les
marocains prennent plus de 43% de leurs besoins quotidiens de protéines et plus de 40% de

calories a partir des blés et de ses dérivés.

De ce fait, et afin de garantir une meilleure qualité technologique et nutritionnelle du blé
tendre pour assurer les besoins du consommateur marocain, les centres de recherches
agronomiques au niveau national., tels que I'ICARDA et I'INRA ont déclenché des
programmes de sélection génétique, pour produire des variétés résistantes aux stresses
biotiques et abiotiques ainsi que des variétés possédant des caractéristiques technologiques et

nutritionnelles de qualité recherchée par 1’industrie.

L’objectif de ce travail est de réaliser une caractérisation des parametres morphologiques,
technologiques et nutritionnels d’une collection de blé tendre cultivée dans deux différentes
stations, & savoir Annoceur et Merchouch, d’évaluer la diversité entre les génotypes étudiés,
ainsi que de déterminer d’éventuelles corrélations entre les parameétres étudiés chez cette
collection, dans le but d’étudier la différence de son comportement dans les deux

environnements.
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I. Historique et origine du blé tendre.

Comme les autres céreales, le blé est I'une des principales ressources alimentaires de
I’humanité. Il s’agit d’une monocotylédone qui appartient au genre Triticum de la famille des

Gramineae (Poaceae).

La famille des Poaceae regroupe pres de 12 000 espéeces. Elle revét un intérét économique
majeur, car une grande partie des ressources alimentaires humaines repose sur des especes qui
la composent, notamment d’autres céréales, a savoir ; le riz (Oriza spp) et le mais (Zea mais).
La tribu des Triticées regroupe des espéces relativement proches du blé telles que 1’orge

(Hordeum vulgaris) et le seigle (Secale cereale).

Le blé est une céreale dont le grain est un fruit sec et indéhiscent, appelé Caryopse, constitué
d’une graine et de téguments (Feuillet, 2000). Il est composé de deux especes ; le blé dur
Triticum turgidum var durum possédant (2n = 4X = 28 chromosomes), dont l'aire d'extension
est surtout constituée de zones arides et semi-arides (figure 1), Le blé tendre Triticum
aestivum var aestivum possédant (2n = 6X = 42 chromosomes) dont [l'adaptation
agrotechnique est trés large (Bonjean et Picard, 1990 ; Feldman et al., 2001). L’aire d’origine
des blés est le proche Orient, dans la zone dite du Croissant fertile, 1’Irak, la Syrie et la
Turquie (Baldy, 1986). La diffusion du blé vers I’Europe, 1’Asie et I’Afrique du Nord est tres

ancienne.

Le blé tendre (Triticum aestivum) est apparu entre 5000 et 6000 ans avant Jésus-Christ dans le
croissant fertile puis s’est dispersé a partir de la Grece en Europe (Doussinault et al., 1992).
C’est a partir de cette zone que les blés ont été diffusés vers 1'Afrique, 1'Asie et I’Europe. La
route la plus ancienne de diffusion des céréales vers les pays du Maghreb fut a partir de la

péninsule italienne et de la Sicile (Bonjean, 2001) (Boulal et al., 2007).

D'apres (Sears,1954) (Okamato ,1962) (Auriau et al.,1992), (Belaid ,1996), Feillet,2000) et

De Buyser H., 2001), les deux espéces des céréales les plus cultivées sont :

= Le blé dur (Triticum durum) : AABB (2 n = 4 x = 28) Tétraploide ;
= Le blé tendre (Triticum aestivum) : AABB DD (2 n = 6 x = 42) Hexaploide.

La filiation génetique des blés est complexe et incomplétement élucidée. Le croisement
naturel Triticum monococcum (génome A) X Aegilops (génome B) a permis I’apparition d’un
blé dur sauvage de type AABB (Triticum turgidum ssp. dicoccoides), qui a ensuite

progressivement évolué vers Triticum turgidum ssp Dicoccum, puis vers Triticum durum (blé
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dur cultivé). Les blés tendres cultivés (AABBDD) seraient issus d’un croisement, également

naturel, entre Triticum turgidum ssp, Dicoccum (AABB) et Aegilops squarrosa (DD)
(Sears1954, Okamato1962, Auriau et al., 1992).

T urartu Aegilops T.urartu Aegilops

(Section sitopsis) (Section sitopsis)

\/\/

AAXX AAYY

Bleés tetraploides Ae. squarrosa

(Doat ble dur)

N

Bles hexaploides

AABEDD

(Doat ble teadre)

\EI

Figure 1: Origines possibles du blé d’apres (Sears ,1954) et (Okamato ,1962)

et (Auriau et al., 1992).

I1. Structure et composition du grain de blé.

I1.1. Structure du grain de blé

Le grain de blé a une forme ovoide et présente sur la face ventrale un sillon qui s'étend sur

toute la longueur (Figure 2). 1l est obtenu apres le battage, c'est-a-dire une fois que les balles

enveloppant le grain ont été supprimées. A la base dorsale du grain, se trouve le germe qui est

surmonté par une brosse. Le grain de blé mesure entre 5 et 7 mm de long, et entre 2,5 et 3,5

mm d'épaisseur, pour un poids compris entre 20 et 50 mg (Surget et Barron, 2005). Par

ailleurs, selon Calvel, 1983, la couleur de blé varie du roux au blanc. En rapport avec le pays

d'origine, le sol, la culture et le climat. En outre, d'apres (Emillie, 2007).
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Sillon
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Axe embryonNaire s——

T4

Figure 2: Morphologie du grain de blé (Surget et Barron, 2005).

A la maturité, le grain de blé est constitué de trois grandes parties : les enveloppes, 1’albumen

et le germe.

11.1.1. Les enveloppes

Les enveloppes sont constituées de quatre tissus : le péricarpe externe, le péricarpe interne, la

testa et la couche nucellaire ou bande hyaline (qui correspond a 1’épiderme du nucelle). Ces

enveloppes et la couche a aleurone sont composées principalement de polysaccharides

(arabinoxylanes, xyloglucanes et cellulose) mais aussi d’acides phénoliques, lignine et de

protéines (principalement albumines globulines localisées dans la couche a aleurone)

(Figure 3).
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Figure 3: Couches cellulaires de grain de blé (Surget et Barron, 2005).
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11.1.2. Le germe
Le germe est le résultat de fusion des gamétes males et femelles, il est constitué d’une part de
I’axe embryonnaire qui donnera la tigelle, la mésocotyle et la radicule et d’autre part du

scutellum qui donnera le cotylédon (Evers et Millar, 2002 ; Surget et Barron, 2005).

[1.1.3. L’albumen
L’albumen constitue le plus important compartiment du grain et représente environ 80% de
son poids (Pomeranz, 1988). Il correspond au tissu de réserve. L’albumen amylacé est
essentiellement constitué des granules d’amidon enchassés dans une matrice protéique
composée en grande partie de prolamines (gliadines, gluténines de hauts et faibles poids

moléculaires) mais aussi d’albumines et de globulines.

Les cellules de 1I’albumen amylacé possédent des parois fines et peuvent étre classées en trois

grands groupes (Evers et Millar, 2002) :

= Les cellules périphériques situées sous la couche a aleurone et mesurant 60um ;

= Les cellules prismatiques situées sous les cellules périphériques qui mesurent entre
128-200um de long et 40-60um de large ;

= Les cellules situées dans la partie centrale de 1’albumen qui sont de forme arrondie ou

polygonale mesurant entre 72-144um de long et 69-120um de large.

I1.2. Composition chimique du grain de blé
La quasi-totalité de grain de blé est constituée de glucides, ils représentent 65% a 75%
(amidon et fibres), les protéines constituent 8% a 17% (selon les variétés et les conditions de
culture), mais aussi de lipides (2-6%), d'eau (12-14%) et de micronutriments (Pomeranz,
1988).
Ces constituants se répartissent de maniere inégale au sein des différentes fractions
histologiques du Caryopse (Tableau 1).

Tableau 1 : La composition chimique du tissu d’un grain de blé, (Feuillet, 2000).

Teneur (en %) Péricarpe Aleurone Albumen
Protéines 10 30 12
Lipides 0 9 2
Amidon 0 0 82
Sucre réducteur 0 0 1,8
Pentosanes 43 46 1,6
Cellulose 40 3 0,1
Matiéres minérales 7 2 0,5
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[1.2.1. Les protéines du grain de blé

L’albumen de grain est la partie la plus intéressante et qui présente le plus grand intérét en

point de vu de I’utilisation.

En effet, les protéines de réserve qui le constituent ; ont la capacité de former en présence

d’eau des liaisons covalentes, hydrogenes et des interactions notamment de type hydrophobe,

aboutissant sous l’action du pétrissage a un réseau glutineux qui possede des propriétés

viscoélastiques aux multiples usages notamment la panification.

La classification des protéines du blé a été déclenchée par Osborne en 1907. En 1924, il

définit quatre groupes de protéines caractérises par leur solubilité dans des milieux différents
(Osborne, 1924) (Figure 4) :

Les albumines qui sont solubles dans 1’eau ;

Les globulines qui sont solubles dans les tampons salins ;

Les gliadines qui sont solubles dans une solution d’alcool a 70% ;

Les gluténines qui sont solubles dans une base ou un acide ou des détergents en

présence d’un réducteur.

g
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Figure 4: Composition proteique de la farine du blé, rapprochement
de classification de Osborne et Shewry en 1986.
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Cette classification a été revue en 1986 par Shewry et ses collaborateurs qui ont proposé deux
grandes catégories :
= Les protéines métaboliques : les albumines et globulines, les amphiphiles ;

= Les protéines de réserves : les gliadines et les gluténines.

11.2.1.1. Les protéines métaboliques

% Les albumines et globulines

Elles représentent 15 a 20% des protéines de la farine de blé, et participent a la formation
de graine et ’accumulation des réserves au niveau d’albumen (Vensel et al., 2005). Ce groupe
de protéines est trés diversifié de par ses propriétés physicochimiques (compositions en acides

aminés, points isoélectriques et poids moléculaires).
¢+ Les protéines amphiphiles

Les protéines amphiphiles représentent entre 5 et 9% des protéines de la farine de blé.
Elles possedent un p6le hydrophobe et un pdle hydrophile. Elles jouent un réle important dans
la qualité, notamment les puroindolines qui sont connues pour avoir un effet sur les propriétés

technologiques de la pate (Dubreil et al.1997) (Igrejas et al., 2001).

[1.2.1.2. Les protéines de réserve
Les protéines de réserves ou les protéines de gluten, font partie de la famille de
prolamines, ces protéines sont largement étudiées du fait de leur relation avec la qualité

technologique de la pate.

La famille des prolamines est constituée de deux groupes des protéines ; (les gliadines) qui
sont des protéines monomeériques, et les gluténines qui sont-elles méme constituées de deux
groupes ; les sous-unités de gluténines de haut poids moléculaire (SG-HPM) et les sous-unités
de gluténines de faible poids moléculaire (SG-FPM). En générale, la proportion entre ces
différentes prolamines est la suivante : 40% de gliadines, 40% SG-FPM et 20% de SG-HPM.
Ces protéines ont aussi été classées selon leur composition et séquences. On distingue :

- Les prolamines riches en soufre ;

- Les prolamines pauvres en soufre ;

- Les prolamines de haut poids moléculaire.

- Les prolamines riches en soufre ; représentent 70% des prolamines et sont constituées des
gliadines de type a, B, y et des SG-FPM.
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- Les prolamines pauvres en soufre représentent entre10 et 12% des prolamines totales et sont
exclusivement constituées des gliadines de type .

- Les prolamines de haut poids moléculaire représentent 20% des prolamines. Les SG-HPM
peuvent étre de deux types différents : x et y. Ces prolamines ont la capacité de former des
structures polymériques avec les SG-FPM et certaines gliadines par I’intermédiaire de ponts
disulfures. La masse du réseau polymérisé, en fonction des alléles de gluténines et gliadines,
va de 600000 Da a plus de 107 Da.

I11. Production du blé.

I11.1. Production mondiale et importance nutritionnelle
Le blé est une culture importante fournissant 20% des calories consommeées dans le monde
entier (www.wheatworld.org). De plus, la demande en blé est prévue d’augmenter avec
I’augmentation de la population mondiale. Il est estimé que la population mondiale s’élévera a
9.6 milliards avant 2050 (UN DESA, 2015) ; par consequent, la production du blé aura un
impact crucial sur la securité alimentaire et I'économie mondiale dans les décennies

prochaines (http://iwyp.org/the-global-challenge).

La consommation mondiale du blé a été multipliée par 5 en espace d'un demi-siécle passant
ainsi de moins de 150 millions de tonnes consommees en 1946 a plus de 700 millions de
tonnes en 2014. En 2014, la production mondiale du blé a augmenté de 10% et la
consommation mondiale du blé a augmenté de 5% par rapport a 2012. La production
mondiale en 2015 atteint 721Mt, soit la deuxieéme plus importante aprés le record de 1’année

2014 qui est arrivé a 726 Mt (Figure 5).

Une offre mondiale supérieure a la demande en blé campagne 2015

Demande
;”4“6' == Production (Offre) m= Consommation (Demande) === Stocks fin ;‘6‘%""""
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Figure 5 : La production et la demande en blé dans le monde en 2015.
(Source : Département des Etats-Unis (USDA) — www.usda.gov).
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La consommation annuelle moyenne du blé au niveau mondial s’¢léve a 90 kg par individu,
essentiellement en pain, qui est la forme d’utilisation la plus connue depuis des millénaires. Et
si la consommation du blé est universelle, la production par contre est concentrée dans un
nombre limité de régions du globe. L’Union Européenne est le plus grand producteur en 2014
(155 millions tonnes) suivi par la Chine (126 millions tonnes), et Union soviétique (112
millions tonnes). Autres pays sont aussi des grands producteurs du blé : Inde (95 millions
tonnes), Russie (59 millions tonnes), Etats-Unis (55 millions tonnes), Canada (29 millions
tonnes), Australie (26 millions tonnes), Ukraine (24 millions tonnes) et Argentine (12 millions
tonnes). Tandis que les majeurs exportateurs du blé sont les Etats-Unis, Canada, 1’ Australie,
L’Union Européenne, la Russie, 1’Ukraine et [I’Argentine (USDA, 2015 ;
http://www.fas.usda.gov/data/world-agricultural-production).

I11.2. Production et importance économique au Maroc
La production du blé est une activité agricole majeure qui a une implication importante sur
I'économie nationale du Maroc. En moyenne, environ 3 millions hectares du blé sont cultives
annuellement au Maroc avec 2 millions hectares du blé tendre (USDA, 2014). La superficie
moyenne occupée par les fermes est moins que 5ha, impliquant que la plupart de production
du blé est entreprise par des pauvres fermiers avec de petites participations. Environ 94% de
la superficie totale et 74% de la production se trouve dans les zones pluviales (Dahan et al.,
2012). La production totale du blé en 2015 atteint 8 Mt, cette valeur a connu une

augmentation par rapport a I’année 2014, dont la quantité était de 5 Mt.

Le Maroc est parmi 1’un des plus grands importateurs du blé. Chaque année, I’importation du
blé dépasse les 1 Mt. A I’année 2015, la quantité importée du blé est arrivée a 2,8 Mt dont
2,3 Mt est du blé tendre (USDA, 2015). La consommation interne est estimée actuellement a
258 kg par personne, qui est parmi les valeurs les plus hautes dans le monde (USDA, 2015).
Cette augmentation est due a la fois a la diversification des produits du blé, et a la croissance
démographique (USDA, 2015). La consommation totale est estimée a 8,7 Mt dont un tiers

vient de I’importation.

IV. Ressources phytogénétiques du blé.

De manicre générale, le vocable de « ressources phytogénétiques pour I’alimentation et
I’agriculture » (RPGAA) désigne le matériel génétique d’un certain nombre de plantes utiles a
I’alimentation et 1’agriculture (M. GLACHANT et F. LEVEQUE, 1993). Plus précisément, le

Traité international portant sur ces ressources les définit comme « le matériel génétique
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d’origine végétale ayant une valeur effective ou potentielle pour [’alimentation
et I’agriculture » ; le matériel génétique étant « le matériel génétique végétal., y compris le
matériel de reproduction et de multiplication végétative, contenant des unités fonctionnelles

de ’hérédité ».

Les RPGAA représentent un ensemble précieux de caractéristiques héréditaires, c’est un
matériel renfermant toutes les données génétiques constituant le bagage héréditaire d’une
plante et dont la diversité est largement exploitée par I’Homme. La préservation de ce
potentiel s'effectue soit pour sa valeur patrimoniale, soit pour son utilisation a des fins de
recherche ou commerciales (agriculture, industrie, médecine...) et la sauvegarde de ce

patrimoine est une garantie pour répondre a des besoins futurs, aujourd’hui imprévisibles.

Selon le Centre d'Echange d'Information sur la Biodiversité du MAROC (CEIBM) ; Le Maroc
comporte des ressources phytogénétiques importantes. Il est, en effet, considéré comme un
centre important de diversité génétique pour un grand nombre d'espéces cultivées et leurs

formes sauvages apparentées.

IV.1. Types des ressources phytogénétiques
IV.1.1. Populations locales
Les populations locales sont formées par la multiplication en masse d’une population
naturelle, c’est-a-dire développée par I’THomme. Il peut y avoir, dans certaines situations, une
sélection par 1’agriculteur au passage d’une génération a une autre ; ce sont des variétés
évolutives. Dans le contexte d’une agriculture plus intensifiée, quel que soit le type de plantes,
I’hétérogénéité génétique des populations locales ne permet pas de bonnes performances,
mais elle procure une assez bonne régularité de comportement dans des milieux variés et

variables.

IV.1.2. Lignées pures
En théorie, les lignées pures sont formées d’un seul génotype homozygote a tous les locus, qui
par autofécondation donne des descendants tous homozygotes, identiques entre eux et
identiques a ceux de la génération précédente. Les lignées pures sont trés homogenes et

reproductibles. Leur sélection étroite permet d’obtenir de bonnes performances.
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IV.1.3 Variété
Une variété est un génotype avec des caractéristiques agronomiques bien définies, créée pour
que la production qui en est issue réponde mieux a des demandes des utilisateurs

(agriculteurs, industriels, consommateurs) et au respect de I’environnement.

Elle est le résultat d’une sélection dite créatrice, mettant en ccuvre des méthodes et des outils

permettant d’associer le maximum de geénes favorables chez les individus qui la composent.

D’un point de vue génétique, une variéte peut étre définie comme une population artificielle a
base génétique plus ou moins étroite, voire réduite a un génotype, de caractéristiques
agronomiques assez bien définies et reproductible.

IV.1.4. Hybrides
Les hybrides résultent du croisement contr6lé de deux lignées qui permettent d’utiliser au
maximum la variation génétique de la valeur des croisements. Ce type d’hybride est
parfaitement reproductible et génétiqguement homogéne, dans la mesure ou ses ascendants,
deux lignées pures, sont maintenus. Sur le plan pratique, ce type d’hybride impose un
renouvellement des semences a titre d’exemple, dans le cas ou il existe chez un parent cinq
locus de résistance a des agents pathogenes, chacun étant occupé par un allele dominant, et
chez I’autre parent cinq autres locus de résistance a d’autres agents pathogénes, chacun étant
¢galement occupé par un allele dominant, I’hybride obtenu en une seule génération sera
résistant aux dix agents pathogénes. En revanche, pour créer une lignée homozygote pour les
dix geénes de résistance par autofécondation a partir de cet hybride, la probabilité d’obtenir
une telle lignée serait trés faible ; ce qui justifie ’existence des variétés F1 de la tomate,

plante autogame qui posséde de nombreux genes dominants de résistance aux maladies.

IV.2. Conservation des ressources phytogéenétiques

La gestion et la conservation des RPGAA impliquent de tres nombreux acteurs. Elles sont
détenues dans les banques de genes, les collections publiques (les jardins botaniques), les
collections privées et a la ferme par les agriculteurs.

Les principales stratégies en matiére de conservation de ces ressources phytogénétiques sont
la conservation in situ et la conservation ex situ.

IV.2.1. Conservation in situ

La conservation in situ désigne tout mode de conservation des ressources sur le site, ¢’est-a-
dire sans déplacer les ressources de leur milieu naturel. Manifestement, les agriculteurs sont,

du fait de leur travail, les premiers acteurs historiquement parlant de la conservation in situ.
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En plus, plus récemment, on a vu se développer un mécanisme juridique : les espaces naturels

protégeés.

En effet, la conservation in situ présente I’avantage d’étre dynamique et vise a maintenir le
processus évolutif des ressources qui permet de les conserver tout en bénéficiant de leur
évolution et de leur adaptation a I’environnement pour répondre aux exigences des paysans.

A ce propos, en 1994, I’Institut International des Ressources Phytogénétiques (IPGRI) a
Rome, (1994) actuellement baptise BIOVERSITY, a établi un programme de coopération
pour le projet du renforcement des bases scientifiques de la conservation in situ de la
biodiversité agricole « composante marocaine » avec la collaboration de neuf pays a travers le
monde, a savoir : Burkina Faso, Ethiopie, Hongrie, Maroc, Mexique, Népal., Pérou, la
Turquie et le Vietnam (FAO, 1998).

I\VV.2.2. Conservation ex situ

La conservation ex situ fait référence a différentes méthodes de conservation que sont la
culture traditionnelle en plein champ ou en serre, la conservation in vitro, la cryoconservation,
etc. Bien que différentes selon leurs principes, elles ont toutes une caractéristique commune :
conserver les variétés en dehors de leur habitat.

Trois groupes de détenteurs sont concernés : les jardins botaniques, les banques de génes
publiques et les banques de genes privées. Au niveau mondial., ils conservent plus de 90%
des six millions d’entrées des RPGAA ex situ (FAO, 1997).

Elle assure le maintien, en 1’état, de 1’intégralité des ressources depuis leur collecte et pour
une durée, la plus longue possible. Cette méthode de conservation a permis le stockage d’un
nombre considérable de semences de blé dur dans les différents centres internationaux de
conservation. Actuellement, environ 79 000 tétraploides et 253000 accessions de Triticum non
spécifiées sont disponibles dans les collections des banques de genes dans le monde entier
(Skovmand et al., 2005).

Parmi les centres qui gérent les collections du matériel génétique au nom de la communauté

mondiale on peut citer :

CIMMYT : Centre international pour I’amélioration du mais et du blé¢ & Mexico ; est
une organisation sans but lucratif dont la mission est de contribuer a I'amélioration des
moyens de subsistance des populations des pays émergeants par I'amélioration des semences

de blé et de mais, principales cultures vivriéres du monde. Cette organisation est issue d'un
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programme pilote menée au Mexique en 1943 sous le parrainage conjoint du gouvernement

mexicain et de la Fondation Rockefeller.

L’ ICARDA : Centre international de recherche agricole sur les régions arides ; est
créé en 1977 a Alep en Syrie, actuellement basé a Rabat, Maroc. Ce centre comporte une
banque de geéne adapté a la conservation a long terme et a cours terme d’un nombre énorme
des populations et ligné des céréales (blé tendre, blé dure, orge et mais) et légumes (pois

chiche, lentilles, féverole, féve et petit pois).

PINRA : I’'Institut National de la Recherche Agronomique (INRA, Maroc) ; est une
institution de recherche agricole créée en 1980. Il comprend des centres régionaux de
recherches et des stations expérimentales réparties a travers tout le royaume conservent pres
de 23 594 accessions de lignées de blé en tant que stock génétique en collection de base en
petites quantités a la banque de genes de Settat. La caractérisation du germoplasme maintenu
dans ces banques de genes est cruciale afin d’exploiter la variabilité génétique existante pour
des caracteres d'importance économique tels que : le rendement et sa stabilité, la qualité du
grain et la tolérance aux stress biotiques et abiotiques (Aguiriano et al., 2006).

V. Sélection génétique et moyennes de mesure de la variabilité génétique.

V.1. La variabilité génétique
La variabilité génétique d’une population est une mesure globale des différences génétiques
entre les individus. Ces différences génétiques sont a 1’origine des multiples phénotypes

observés. Elle constitue le substrat de la sélection, moteur de I’évolution.

Dans le cadre d’un programme de sélection, la variabilité est la base du progrés génétique ;
elle assure a la fois le maintien de la capacité a répondre a la sélection artificielle et a des
évolutions des objectifs de sélection.

La variabilité présente entre les différents génotypes d'une espéce est appelée la diversité
génétique. Elle surgit en raison des changements dans 1’environnement, des mutations, des

recombinaisons dans les chromosomes, les genes ou I'ADN (Yadav et al., 2014).

L'étude de la diversité génétique est essentielle au succes de I'amélioration et la sélection des
plantes. Elle fournit des informations sur le quantum de la divergence génétique et sert
comme une plate-forme dans le programme de sélection. L’analyse de la variabilité génétique

entre les variétés, permet de faciliter le choix de croisement et d’identifier diverses
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combinaisons de parents qui peuvent étre utilisées dans le programme de sélection, afin de

créer une descendance portant maximum de variabilité génétique (Barrett et Kidwell, 1998).

L'étude de diversité génétique est le processus par lequel la variation entre les individus ou les
groupes d'individus ou les populations est analysée par une méthode spécifique ou une
combinaison de méthodes. Elle peut se mesurer en utilisant des parameétres agro-
morphologiques (whan et al., 2014, C. Gegas 2010, Salem et al., 2008), des parametres
technologiques (F.Morris et al., 2004), des marqueurs biochimiques tel que les protéines
(Payne, 1987 ; Nieto-Taladriz et al., 1997 ; Moragues et al., 2006), ou encore des marqueurs
moléculaires (Autrique et al., 1996 ; Moragues et al., 2002, 2003).

V.2. La sélection génétique

La sélection génétique est un processus qui permet d’isoler et de multiplier un trait bénéfique
dans le but d’améliorer une espéce. C’est un processus qui se déroule naturellement sous la
pression des facteurs de milieu ou artificiellement par 1’intervention de 1’homme. Ainsi, la
sélection peut se définir comme programme d’¢levage sélectif ou I’on ne garde que les
individus ou les familles qui satisfont a des criteres phénotypiques déterminés préalables pour
ce qui est des phénotypes quantitatifs ou encore les individus qui présentent le phénotype
qualitatif souhaité.

La sélection génétique des plantes consiste en la création de nouvelles variétés a partir de la
diversité existante (populations locales, espéces sauvages, etc.). Elle consiste a croiser deux
plantes choisies pour leurs caracteres intéressants et complémentaires afin de les réunir dans
une seule. Par le choix des meilleures plantes dans la descendance, les sélectionneurs

aboutissent apres un long travail d’épurations successives a la création d’une nouvelle variété.

Les populations locales de blé sont le résultat d’une sélection massale qui été faite durant des
milliers d’années a partir des especes sauvages. Elles constituent un composent dynamique et
essentielle de la biodiversite, et une source des traits qualitatives et quantitatives demandés et

utilisées dans les programmes de sélection génétiques (Tsegaye et al. 2007).

Dans les pays développés, les programmes de sélection génétique ciblent I’amélioration de
rendement, la qualité du gain ne présente pas une cible de ces programmes mais reste avec
une importance, la corrélation, souvent, négative entre le rendement et la qualité est un facteur
limitant pour 1’amélioration de qualité de cette derniére (Sanchez-Garcia et al. 2015 ; Pena et

al. 2002). Des sources génétiques comme, les populations locales et les alternatives sauvages,
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(Davies et al., 2006 ; Ogbonnaya et al., 2013; Rasheed et al. 2014), ces sources genétiques
présentent des traits morphologiques et de qualité qui sont trés importants.
V.3. Les moyennes de mesure de la variabilité génétique
V.3.1. Les paramétres agro-morphologiques
L’analyse de la diversité génétique par les marqueurs phénotypiques (agronomiques et
morphologiques) permet de révéler la diversité telle qu’elle est pergue (Emperaie, 2003). Ces
marqueurs sont déja utilisés avec succes dans I’étude de la diversité génétique (Moragues et

al. 2006 ; Naghavi et Amirian 2005, Gegas 2010).

V.3.1.1. Les dimensions de la graine
Les dimensions de la graine sont fortement utilisées lors de I’étude de la variabilité
génétique notamment la largeur et la longueur car ils sont des caracteres fortement héritables.
Ces caractéeres représentent un majeur composant de rendement ; ils contribuent a la vigueur
des semis (Lafond et al., 1986), ils ont une forte corrélation avec le rendement en
farine (Berman M et al., 1996) (Marshall DR et al., 1986) et avec le poids spécifique qu’est
un caractére critique, utilisé par les moulins avant la mouture. Ces caracteres sont aussi
associés avec différents caractéristiques de la farine tels que le contenu en protéines et les
activités des enzymes hydrolytiques ; ce qui a un effet sur I’utilisation finale de la farine en
terme de panification (Millar et al., 1997 ; Evers, 2000).
V.3.1.2. Le poids de mille grains
Le poids de 1000 grains ; est un critere trés important, employé dans la sélection des
variétés pour caractériser la grosseur et la densité des grains. Généralement, ce poids diminue
lorsque la fertilité de 1’épi augmente. Il 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 ; les grains échaudés, ceux qui ont souffert de mauvaises conditions de
croissance, petits, « mal nourris », ou ceux qui ont été partiellement vidés de leur amande par
des prédateurs aux champs ou lors du stockage, vont donner une masse bien inférieure a la

normale. (Rignac, 1981).

V.3.1.3. La couleur de la graine
La couleur de la graine qui est due a I’accumulation des pigments ; représente un trait
important dans les programmes de sélection génétique, car ces pigments possédent une valeur
nutritionnelle importante et affectent la qualité du grain lors de 1’utilisation finale. Ce trait est

fortement héritable et il est controlé par I’effet génotype et I’environnement (Abdel-Aal et
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Hucl, 2003) avec une dominance de I’effet de génotype et faible effet de 1’interaction G*E
(Eloufi et al. 2001 ; Clarke et al. 2006).

Les caroténoides incluent deux classes chimiques ; les caroténes qui sont des hydrocarbures
insaturés et les xanthophylles qui sont des dérivés hydroxylés des caroténes. lls sont
responsables a I’apparition de la couleur jaune dans la quasi-totalité des systémes biologiques
(goodwin. 1980 ; krinshy et al. 1993). Ainsi, ils sont responsables sur le degré de
jaunissement de la graine de blé, cette derniere est corrélée avec la biosynthése et la

dégradation de ces composants (Hentschel et al. 2002 ; Panfili et al. 2004).

Les anthocyanines sont des produits secondaires du métabolisme des flavonoides, ils
contribuent a I’apparition de la couleur bleue, pourpre et rouge dans la plupart des fruits et
fleures (Delgado-Vargas et al. 2000 ; Winkel-Shirley 2001). En ce qui concerne le blé tendre,
les anthocyanines sont localisées au niveau de la graine, coléoptile, I’anthére, les glumes, et le
pied de la plante (Khlaestkina et al. 2010). Pour la graine, les anthocyanines sont situées dans

les couches extérieures (Adom et al. 2005).

L’association de la couleur rouge de la graine avec la stimulation de la dormance a été
démontrée depuis plus d’un siccle, Nilsson-Ehle, 1914 a suggéré qu’il y a trois génes
impliqués dans I’apparition de la pigmentation rouge dans le blé, par la suite la cartographie
de ces 3 locus a été faite, se sont trois locus homéologues situés dans le bras long de
chromosome groupe 3 (Nelson JC et al., 1995). Ces locus codent pour des factures de
transcription Myb-Type qu’ils sont impliqués dans la stimulation de la dormance et
I’expression des genes impliquées dans les vois de biosynthése des flavonoides (Himi E et al.,
2005).

Les chroma-metres sont des instruments standards ; permettant d’acquérir la détermination de
la couleur dans plusieurs industries et domaines de recherche, elles sont adaptées a
I’utilisation dans la production céréaliére durant toute la chaine de production, incluant les
grains, la farine, la pate, la semoule, et les pates alimentaires. Les chroma-metres mesurent la
couleur dans I’espace chromatique L* a* b*CIE, généralement nommé CIELAB, est un

espace des couleurs particulierement utilisé pour la caractérisation des couleurs de surface.

L’espace chromatique est composé de trois grandeurs qui caractérisent la couleur : la
luminance L* du O a 100, la grandeur a* avec des valeurs négatives et positives qui
représentent la couleur verte et rouge respectivement, et b* qui repesent la couleur bleue

(négative) et la couleur jaune (valeur positive).
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V.3.2. Les parametres technologiques
Les traits technologiques représentent un composant intégral dans les programmes de
sélection. Cela est expliqué par le fait que ces traits sont héritables et affectent directement la
valeur de blé¢ dans le marché. Ces parameétres sont déja utilisés dans I’étude de diversité

génetique par (F. Morris et al., 2004 ; G. Branland, 2001).

V.3.2.1. Le rendement en farine
Le rendement en farine, exprimée en pourcentage ; est la quantité de farine extraite a
partir d’une masse initiale de grains. Ce parametre est trés important a 1’échelle industrielle et
économique ; chaque augmentation de 1% du rendement en farine augmentera le bénéfice de
deux dollars par tonne (D. R. Marshall, 1986).

V.3.2.2. La force de gluten
La force de gluten est appréciable par le test Zélény (I’indice de sédimentation), le
principe de ce test repose sur I’aptitude des protéines a se gonfler dans un milieu acide ; en
présence de I’acide lactique et du Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) (Monneveux, 1984).
Cet indice est déterminé par Axford et Redman (cette derniére a été publiée dans Cereal
Chemistry, 56 : 582-584 en 1979).

Une meilleure force du gluten de qualité donne lieu a une sédimentation plus lente et un
volume de sédimentation plus élevé (Kumar et al. 2013). En fait, c'est le gluten qui
communique a la pate ses propriétés rhéologiques : cohésion, élasticité, ténacité.

Un gluten fort ; confére une plus grande fermeté et stabilité aux pates durant le pétrissage,
alors que les pates réalisées a partir d’une farine a gluten faible ont tendance a se détériorer

rapidement et deviennent mouillées avec sur-pétrissage (Payne, 1987).
V.3.2.3. La teneur en protéines

La teneur en protéines; est un caractére trés important sur les deux plans;
technologique et nutritionnel (Blanco et al., 2011 ; Zhao et al., 2010). C’est la propriété du
grain qui influe le plus sur la qualité culinaire des pates alimentaires (Matsuo et al., 1982 ;
Autran et al., 1986).

V.3.2.4. La couleur de la farine

L’aspect ainsi que la couleur ; jouent un réle primordial dans la qualité technologique

de la farine du blé tendre, une farine avec un aspect blanchatre est souhaitable.
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La couleur de la farine est corrélée avec la quantité des caroténoides et des xanthophylles dans
le grain (Blanco et al., 2011). Elle est affectée par plusieurs facteurs ; la dureté de la graine, le
volume de particules de la farine, le contenu de la farine en son ainsi que, I’humidité de grain
durant le blutage (Posner, 2009 ; Symons & Dexter, 1991).

Une farine avec un aspect idéal ; doit présenter des valeurs proches que celles citées en
dessous (Wheat Marketing Center, USA) :

- L* (aspect blanchatre) = +925
- a* (couleur verte-rouge) = - 2.4

- b* (couleur jaune-bleu) = +6.9

V.3.2.5. Le volume du pain

Le volume du pain est un parameétre technologique important de la qualité du blé, il
dépend directement a la force du gluten qui est un parametre responsable sur les propriétés
rhéologiques de la pate (Finney1943).

Le volume du pain est augmenté avec une grande capacité d’absorption d’eau et long temps

de pétrissage ainsi qu’une grande stabilité (S. P. ROELS, 1993).

V.3.3. Les marqueurs biochimiques
V.3.3.1. Composition et structure de la protéine du gluten
Le nom « gluten » regroupe en réalité un ensemble de protéines complexes, également

appelés prolamines, qui constituent la réserve protéique du grain. (Charbonnier et al. 1980).

V.3.3.2. Polymorphisme de protéines du gluten
Les proteines sont des marqueurs efficaces de la qualité du blé (Payne, 1987). Des
études ont montré qu’entre 20% et 60% de la variabilité entre les variétés au niveau de la
qualité de panification peut étre expliqué par la variation au niveau des protéines de stockage
(Payne, 1987 ; Lukow et al. 1989 ; Kolster et al. 1991).

Dans I’électrophorése par gel d’Acrylamide (SDS-PAGE), deux bandes représentent deux
groupes de protéines ; les protéines de haut poids moléculaire (SG-HPM) et de faible poids
moléculaire (SG-FPM) (Payne et al., 1980 ; Jackson et al., 1983).

Les constituants du gluten sont génétiqguement déterminés et leurs polymorphismes suffisent
souvent a caractériser une variété de blé. Ces protéines résultent de 1’expression d’une

centaine de genes répartis en douze locus principaux.
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Ce sont les locus Glu-Al et Glu-Bl et Glu-D1, respectivement sur les longs bras des
chromosomes 1A, 1B et 1D codant pour les sous-unités gluténines de haut poids moléculaire
(SG-HPM). Trois alleles sont identifiés pour le locus 1A (la sous-unité 1, 2* et le génotype
nul), sept alléles et paire d’alleles sont identifiés pour le locus 1B (6 +8,7,7 +8,7+9,13 +
16, 17 + 18, 20) et quatre alléles sont identifiés pour le locus 1D (2 + 12,3 + 13,4 + 12, et5 +
10).

Les locus Glu-A3, Glu-B3 et GLU-D3 sur les bras courts des chromosomes 1A, 1B et 1D
codant pour les sous unités gluténines de faible poids moléculaire (SG-FPM). Sur ces mémes
bras courts et a proximité de locus Glu-3 se trouvent les locus Gli-1 codant principalement
pour les oméga-gliadines. L’alpha, beta et gamma gliadines sont codés par les locus Glu-2 sur
les bras courts des chromosomes 6A, 6B et 6D. Sur un méme chromosome 1A, 1B et 1D, le
locus Glu-1 est relativement distant du locus Glu-3, de fréquentes recombinaisons se

produisent au sein d’un méme chromosome entre ces deux locus (Payne, 1987).

Les locus Gli-1 et Gli-2 sont constitués de groupes de plusieurs dizaines de genes avec une
grande similarité entre les séquences codantes. De rares recombinaisons se produisent au sein
d’un groupe de geénes au locus complexe des gliadines, les formes alléliques observés pour
chacun des locus Glu-1, Glu-3, Gli-1 et Gli-2 sont particuliérement nombreuses (Branlard,
2012).

C’est en général plusieurs dizaines de formes alléliques que 1’on observe a chacun des douze
locus lors de I’analyse de collection mondiale des blés tendres. En plus de recombinaisons
génétiques entre les locus, les gliadines et les gluténines sont excessivement polymorphes.

Au total., la diversité génétique des protéines de gluten est immense. Plusieurs milliards de
blés sont tous génétiquement différents et donc distincts par la composition protéique du

gluten et donc de qualité technologique de la pate et du pain.

Les sous unités gluténines de haut poids moléculaire sont présentent en petite quantités dans
le grain, mais avec un effet important sur la qualité de panification (Payne, 1987). Des etudes
génétiques sur les (SG-HPM) (Pogna et al. 1986 ; Payne et al. 1987) ont montré que la sous
unité (5+10) a un effet positif sur la qualité de panification, et la sous unité (2+12) a un effet
négatif. En genéral., la sous unité nulle codé par le locus Glu Al, la sous unité (6+8) code par
Glu B1 et la sous unité (2+12) codé par Glu-D1 sont négativement liees avec la qualité de

panification (Weegels et al., 1996).
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Plusieurs programmes de sélection génétique de blé ont caractérisé chez des lignées et des
cultivars des (SG-HPM) liées positivement avec la qualité de panification tels que (1, 2*, 7+9,
7+8, 5+10), ces sous unité sont incorporées par la suite dans des nouvelles variétés (Lukow,
1991).

NAJI Oussama Page 20



Partie Il : Etude expérimentale



I. Matériel biologique.

Le matériel biologique (matériel végétal) utilise dans cette étude est constitué de 236
échantillons de blé tendre (Triticum aestivum. L), soit un total de 59 accessions.
Ce matériel végétal est disponible a la Banque des génes de 'ICARDA a Rabat, il est
multiplié dans deux stations, a savoir ; la station de Merchouch et celle d’Annoceur. Les
essais ont été plantés suivant un dessin Alpha-Lattice avec deux répétitions. Les échantillons
sont récoltés en 2018 et soumis a une caractérisation agro-morphologique, technologique et
nutritionnelle.
I1. Méthodes utilisees.

I1.1. Caractérisation agro-morphologique
Les caracteres morphologiques des échantillons étudiés ; sont déterminés a 1’aide du logiciel
Grainscan développé par Whan et al. 2013.
11 s’agit d’une méthode logicielle permettant de mesurer les dimensions de chaque graine (la
surface, le périmetre, la longueur, la largeur et la hauteur) ainsi que, sa couleur a partir
d'images capturées avec des scanners a plat (Imagerie de 1’échantillon). (Source : BMC Plant

Methods).

B CSiRO Grainscan - X
File Help

Mode @ Singleimage " Batch _‘1 j
Grainimage | scanées MCH/9.jpg
Image folder

nnnnnnnnn

ssssss

Figure 6 : Echantillon de blé tendre analysé par logiciel « Grainscan ».
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I1.2. Analyses des paramétres technologiques
[1.2.1. Spectroscopie proche infrarouge
= Principe
La SPIR est une méthode instrumentale basée sur le fait que chacun des composés chimiques
majeurs d'un échantillon a une propriété d'absorption dans le proche infrarouge qui peut étre
utilisee pour différencier un composé parmi d'autres. La sommation de ces propriétés
d'absorption combinée avec les propriétés de diffraction de I'échantillon constitue la
réflectance diffuse de I'échantillon. Par conséquent, le signal de réflectance dans le proche
infrarouge contient une information sur la composition de I'échantillon. (Norris et al., 1989)
Cette analyse non destructive consiste a mesurer par infrarouge les parametres

suivants du blé tendre : la teneur en protéines, de gluten ainsi que celui d’humidité.

11.2.1.1. Taux de protéines (Prot)
Dans la présente étude, la teneur en protéines a été mesuré a I’aide d’un appareil a
infrarouge (NIRS : Near Infra-Red Spectroscopy). Cet appareil permet d’obtenir un spectre

avec une gamme de longueurs d'onde comprises entre 750 nm et 1100 nm par pas de 2 nm.
11.2.1.2. Taux de gluten (Glu)

Le taux de gluten est mesuré par I’appareil (NIRS), par réflexion en proche
infrarouge [750 — 1100 nm].
11.2.1.3. Taux d’humidité (H)

Le taux d’humidité est mesuré a 1’aide du méme appareil a infrarouge (NIRS) et selon
les mémes conditions de mesure. Les résultats sont exprimés en pourcentage d’humidité par
rapport a la matiére séche.

11.2.2. Force de gluten (Indice de sédimentation Zeleny)
11.2.2.1. Principe

La force de gluten a été estimée par I’indice de sédimentation Zeleny selon la méthode
AACCI 56-63.01. Le principe de cette méthode repose sur la capacité des protéines de blé de
se gonfler dans un milieu acide.

Elle consiste a mesurer le volume de sédimentation formé a partir d’une suspension de la
farine dissous dans une solution d’acide lactique (ANNEXE I). Ce volume est en relation avec
la teneur et la force de gluten de 1’échantillon, plus on obtient un grand volume de

sédimentation plus la teneur et la force de gluten est grande.
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L’appréciation des résultats des mesures de la force de gluten sont illustrées dans le tableau

suivant :

Figure 7 : Agitateur automatique Figure 8 : Tubes de sédimentation 25 mL

11.2.3. Technique d’¢électrophorese
11.2.3.1. Principe

Les techniques électrophorétiques sont basées sur le principe de la mobilité
différentielle des molécules protéiques dans un support soumis a un courant électrique. Cette
mobilité est en fonction de la charge électrique, de la dimension, la forme des protéines, de

I’intensité du champ électrique, la température de 1’électrolyte.

11.2.3.2. Extraction des protéines de réserve
L’extraction séquentielle des gluténines est réalisée selon la méthode de Singh et al.,
1991. Cette méthode décrit une procédure simplifiée pour la séparation des sous-unités
gluténines.
Elle permet une meilleure résolution de SG-HPM et SG-FPM et est testée sur des variétés de
blé tendre. Les modifications apportées par cette méthode ont permis la séparation des
gluténines avec seulement une légere contamination des protéines des autres classes et
I’obtention de gluténines hautement purifiées. Trois solutions de base sont nécessaires
(ANNEXE I1).
11.2.3.3. Extraction des gluténines
Les gluténines sont extraites (30 min) a partir du résidu dans une solution B1 (0.1 mL)
contenant 1% P/V Dithiothréitol (DTT) ajouté a I’état frais aprés une bonne agitation au
vortex. Apres 5 minutes de centrifugation, la solution B2 (0.1mL) contenant 1.4% (V/V) du 4-
vinylpyridine mélangé a 1’état frais est ajoutée a chaque tube, lequel est incubé pendant 15
minutes pour une alkylation des protéines.
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L’échantillon est ensuite centrifugé (2 min) et un aliquote (0.1 mL) de surnageant est transférée
dans un autre eppendorf contenant la solution C (0.1mL). Ce méme échantillon est agité
brievement ensuite incubé (15 min) pour une complexation du SDS avec le polypeptide des
gluténines reduites et alkylées. Apres la centrifugation (2 min), les extraits protéiques sont
déposés dans les puits du gel pour une séparation SDS-PAGE des sous-unités gluténines
(ANNEXE 111).
11.2.3.4. Electrophorése monodimensionnelle des Gluténines

La technique d’électrophores utilisée est celle proposée par Laemmli, 1970 modifiée
par Payne et al., 1979. La séparation se fait sur gel vertical en systéeme discontinu, en présence
de Sodium Dodecyl Sulfate (SDS).
Les ponts disulfures sont rompus par I’action du DTT et les liaisons faibles sont détruites par
le SDS, ceci abouti a la formation d’un complexe SDS-protéine dénaturée, le SDS a pour but
de masquer la charge des protéines par une charge négative, il annule ainsi le fractionnement
en fonction de la charge électrique, et assure donc une séparation selon la taille, la
conformation et la masse moléculaire (Beccari I. B., 1745).

= Préparation des gels

La technique SDS-PAGE nécessite la préparation de deux types de gels : un gel de séparation
a T = 14% et un gel de concentration a T = 4%. Ces deux gels sont préparés a base
d’acrylamide, de NN’-méthylene bis-acrylamide, du SDS et de Tris-HCI.
Ces deux gels sont polymérisés en présence de catalyseurs, le TEMED et de
I’APS (ANNEXE V).
Le gel de séparation ; permet la séparation des protéines selon leur poids moléculaire, alors
que le gel de concentration ; permet de stocker les impuretés et de tasser les protéines avant
leur entrée dans le gel de séparation.
On prépare le gel de séparation en premier puis on le coule entre deux plaques de verre
verticales, en laissant un vide d’environ 4 cm pour le gel de concentration.
La polymérisation s’effectue a une température ambiante pendant environ 45 minutes.
Ensuite, le gel de concentration est préparé, bien mélangeé puis coulé au-dessus du gel de
séparation, puis des peignes a 15 puits sont délicatement insérés. Le gel de concentration
prend en I’espace de 20 a 40 min, les peignes sont retirées soigneusement pour ne pas détruire
les puits formés, on verse le tampon (ANNEXE IV) dans les puits puis on procéde au dépot
des échantillons a raison de 10-20 ul (Laemmli, 1970).
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= Migration
Le bac supérieur qui porte les deux plaques est remplit de tampon de migration
(ANNEXE 1V) a un niveau qui dépasse celui des gels, on le place dans la cuve
d’électrophorése ou le bac inferieur, remplit au paravent de solution de tampon de telle sorte
que les faces inférieures des gels soient immergées. La cuve d’électrophorése est maintenue a
une température constante 13.5 °C grace a un systeme de refroidissement (N.B: plus la
température est élevée plus la migration sera rapide). Le gel est soumis & une intensité
constante de 19.7 mA et un voltage de 80 V. Les protéines chargées négativement migrent
vers I’anode et sont séparées selon leur encombrement moléculaire. La migration se réalise
généralement aprés 18 voire 20 heures, et I’appareil est arrété généralement 3h apres la sortie
du front coloré.
= Coloration et décoloration des gels
Les gels sont recouverts de solution de coloration contenant un fixateur de protéines le TCA
et le bleu de Coomassie R250 (ANNEXE 1V), ils sont placés en agitation pendant 24h. Les
gels sont ensuite décolorés par 1’eau de robinet.
11.2.4. Rendement en farine

Le rendement en farine est déterminé selon la méthode AACC 26-50, par une machine
broyeuse (BUHLER - Quadromat Junior) capable de broyer les grains et séparer la farine du
son. Le rendement en farine est calculé aprés trois extractions de la farine pour chaque
accession. Avant de procéder au broyage ; il est nécessaire de maintenir I’humidité a 15%

voire 17%.
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Figure 9 : Broyeur (BUHLER -Quadromat Junior).

[1.2.5. Panification
Les échantillons de pain ont été préparé selon la formulation suivante : farine (300g), sucre
(12g), sel (6g), huile (10mL), en utilisant 1’appareil de panification (UNOLD
BACKMEISTER EXTRA). Selon le programme suivant: préchauffage ,22 min, 30C ;
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retournement, 3 min ; pétrissage, 18 min, 35C ; levé, 45 min, 45C ; lissage, 1 min; levé, 25
min, 40C ; lissage, 1 min; levé, 50 min, 40C ; cuisson, 65 min, 210C). Ensuite, fait refroidir
les échantillons a une température ambiante durant deux heures.
= Détermination du volume du pain

Les grains de colza ont la propriété de prendre la forme de tous les volumes et corps, aussi ils
ont un mouvement flexible et facile. A 1’aide d’une éprouvette graduée, le volume des
graines de colza ayant permis de remplir la bassine dans laquelle les mesures seront effectuées
est mesurée, dans un autre bassin de méme volume en met le pain et on ajoute de colza de
premier bassin jusqu’a ce que le deuxiéme bassin soit complétement rempli. Ainsi, le volume

de pain est équivalant au volume de colza qui reste dans le premier bassin (Figure 10).

Correspond au Volume du Pain

v=3L
(Vide)

Enceinte 1 Enceinte 2 Enceinte 1 Enceinte 2

Figure 10 : Protocole de détermination de volume de pain

11.3. Analyses des parametres nutritionnels

11.3.1. Le Spectrometre d'émission optique couplé a plasma inductif (ICP-OES)

L’ICP-OES est une technique basée sur le couplage d’une torche a plasma et d’un
spectrometre d’émission atomique. C’est une technique d’analyse qui est de plus en plus
répandue dans les laboratoires d’analyses. Elle tend a remplacer les spectromeétres
d’absorption atomique. Elle est utilisée pour la détermination de la composition chimique
¢lémentaire d’un élément.

L’analyse de métaux par ICP-OES repose sur la spectrométrie d’émission atomique
(ANNEXE V1I).

NAJI Oussama Page 26



11.3.1.1. Principe de I’ICP-OES
= Lasource:

La source utilisée en ICP-OES est un plasma généré par couplage inductif. Un plasma est un
gaz atomique électriquement neutre mais tres ionisé. Il est constitué d’atomes neutres (atomes
du gaz) et d’autant de charges positives (cations du gaz) que négatives (€lectrons).
Le plasma le plus utilisé est le plasma d’argon car 1’argon ne se recombine pas avec les
espéces chimiques d’une fagon stable et possede un potentiel d’ionisation trés éleve (15,6 eV),
ce qui permet I’excitation de la majorité des ions. De plus, il s’agit d’'un gaz rare, il est ainsi
difficile a ioniser et peut atteindre une température de plasma tres élevée (de 1’ordre de
10 000 K). En outre, I’argon posseéde 1’avantage d’étre un des gaz les plus présents sur Terre.
L’hélium pourrait étre utilisé, mais possede 1’inconvénient d’étre cher.

» Composition d’un spectrométre ICP-OES :
Un spectrometre ICP peut étre divisé en quatre parties (ANNEXE VI1):

- le systéme d’introduction de I’échantillon ;

- le systéme d’atomisation et d’excitation ;

- le systéme optique ;

- le systeme de détection.

L’ensemble de la composition d’un spectrometre ICP-OES est visible sur la figure 10.

Optique
de transfert

Générateur

Radio-Fréquence SPECTROMETRE

SCCD
argon Neébuliseur Chambre de Microprocesseur
3 Nébulisation .
et Electronique
\Poubelle

Echantillon
Ordinateur

Figure 11 : Schéma de I'appareillage d'un spectrométre ICP-OES (ici en visée radiale)
[CORNEILLAT].

= Spectre d’émission atomique :

Selon la quantité d’énergie fournie par le plasma (plasma d’argon : 15,6 eV) et selon 1’énergie
d’ionisation de 1’élément, des transitions atomiques et éventuellement des transitions
ioniques, si 1I’énergie d’ionisation n’est pas trop élevée, peuvent étre observées sur le spectre

de raies d’émission de 1’échantillon (Figure 12). Ce dernier est spécifique a chaque élément et
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dépend de la température de la source. Suivant I’espece qui est excitée, les raies sont appelées
raie | ; lorsque 1’émission provient d’un atome, raie I ; lorsque 1’émission provient d’un ion
une fois ionisé et raie 111 ; lorsque 1’émission provient d’un ion deux fois ionisé. Les raies |11

sont peu observees en ICP-OES (MOUTTE, DESBOEUFS).

Pb 100ma/L
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E
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Figure 12 : Spectre de raies d'émission d'une solution de plomb
4100 mg."}(DESBOEUFS).

11.3.2. Mise en pratique d’une analyse en ICP-OES

= Préparation des échantillons et d’appareil
Il est possible d’analyser en ICP-OES un échantillon solide (grains de blé, etc.), mais celui-ci
doit en geénéral étre sous forme liquide, excepté pour certains appareils récents ou
I’échantillon peut étre sous forme de poudre. Il est donc nécessaire pour les solides d’extraire
la matiére organique par le biais d’une digestion.
Lors de notre analyse, les échantillons que nous envisageons d’analyser en ICP ; ont tous subi
une digestion a base d’acide nitrique 70% dans une température comprise entre 90° et 100°C.
Ensuite, le digérat résultant de la digestion, subi une oxydation grace au peroxyde. Aprés une
dilution de 1/10°™ du substrat, le produit obtenu est introduit au niveau 1’ICP-OES.
(ANNEXE VII1).

= Mesure des séries analytiques
Chaque série analytique débute par des solutions étalons. Ces derniéres sont des solutions
dont la concentration en chaque élément est connue. Une certaine proportionnalité doit étre
respectée pour le passage d’un étalon a un autre entre chaque élément. Ces gammes
d’étalonnage sont définies pour chaque ¢lément entre leur limite de quantification et leur
étalon maximal. Elles sont préparées a partir de solutions multi ou mono élémentaires
certifiées et se conservent une semaine. Les conditions d’analyses doivent étre identiques pour
les étalons et les échantillons.

= Mesure du signal en ICP-OES
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- Le probleme des interférences : elles peuvent étre de nature physico-chimique ou de nature
spectrale (Figure 12). On distingue deux types d’interférences : les interférences de transport
(reposent sur la différence de viscosité des échantillons par rapport aux étalons et entrainent
une différence de rendement de nébulisation) et 1’effet de matrice (repose sur une différence
de réponses lors d’un ajout d’un élément. Plus un échantillon est composé d’éléments, plus le
risque d’effet de matrice est important). Les interférences de nature physico-chimique
peuvent étre évitées par la maitrise de 1’étalonnage. Les interférences de nature spectrale
correspondent a une superposition de signaux. Le choix des raies d’analyses est donc
important (DESBOEUFS).

Pic correspondant a 1’¢1ément
analysé

Spectre de I’échantillon

Pic correspondant a I'interférence

Spectre du blanc d’analyse spectrale

Figure 13: Pic présentant une interférence spectrale.

- Mesure de la concentration : Aprés la mesure de 1’échantillon, un spectre est obtenu. La
mesure du signal et de ce fait la déduction de la concentration de 1’élément dans 1’échantillon,
est obtenue par intégration du pic obtenu en retranchant 1’intensité obtenue pour les blancs a
ceux des échantillons.

Il y a une proportionnalité entre I’intensité du signal et la concentration de I’élément présent
dans I’échantillon dans une certaine plage de concentrations qui dépendent des conditions
d’analyses et pour une raie donnée : I = K.C (K étant une constante déterminée pour chaque

raie a partir des courbes d’étalonnage).

La linéarité | = K.C doit étre observée pour les solutions étalons. Une droite d’étalonnage est
validée lorsque le facteur de corrélation est au moins égale a 0,95. Si ’on obtient un facteur

inférieur a 0,95, on peut supprimer une valeur pour obtenir la condition voulue.
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IV. Analyse statistique.

Les résultats obtenus dans cette étude ont été traités par le logiciel SPSS version 20.

Nous avons choisie comme modéle, un modéle mixte linéaire, avec Génotype G,
Environnement E et I’interaction G*E comme effets fixes et Répétition*Environnement et
Répétition*Environnement*Block comme effets aléatoires.

En premier lieu, un test d’analyse de la variance ANOVA a un facteur a été realise, ce dernier
permet de comparer les moyennes de populations, a partir d'échantillons aléatoires et
indépendants prélevés dans chacune d'elles. Ces populations sont en général des variantes (ou
niveaux K) d'un ou plusieurs facteurs contrdlés de variation (facteurs A, B, ...) (Bertrand et al.
2011).

Ensuite, des tests de corrélations entre les paramétres morphologiques et technologiques ont
été réalisés dans le but de déterminer I'absence ou la présence d'une relation linéaire
significative entre les variables. 1l s’agit d’une quantification de la relation linéaire entre des
variables continues. Le calcul du coefficient de corrélation de Pearson repose sur le calcul de
la covariance entre deux variables continues. Il quantifie le degré d’association ou de
variation commune aux deux variables quantitatives. Le signe du coefficient indique le type
d’association ; cette standardisation permet d'obtenir une valeur qui variera toujours entre -1
et +1, peu importe I'échelle de mesure des variables mises en relation : négatif (-) si la relation
est inversée et positif (+) si la relation est directe. Si le coefficient s’approche de 1, les deux
descripteurs sont étroitement corrélés. Par contre, si la valeur s’approche de zéro, cela peut

indiquer qu’il existe une indépendance entre les variables (Legras et al. 2007).
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Partie 111 ;: Résultats et Discussion



I. Analyse de la variance des caracteres des genotypes étudies.

I.1. Analyse statistique par le test ANOVA pour les caractéres morphologiques
Les résultats de 1’analyse de la variance des traits morphologiques des génotypes étudiés sont

résumés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 2 : Analyse statistique par le test ANOVA pour les caracteres morphologiques.

Facteurs Fixes Long Larg ax PMG

Environnement 3,60%*** 0,58%* 21,61%*** 0,58%***

Geénotype 81,84%*** 55,13%*** 55,49%*** 66,72%***
G*E 6,08%*  28,13%*** 11,21%** 32,71%***
CVv 1,67% 3,09% 0,65% 2,13%
Erreur standard 0,111 0,099 17,352 0,845
Total 18,945 7,253 18549,685  3316,799

Long : Longueur de la graine (mm), Larg : Largeur de la graine (mm), a* : Espace chromatique a*,
PMG : Poids de 1000 grains (g), CV : Coefficient de variation.
*(p<0,05), **(p<0,01) et ***(p<0,001)

D’apres le tableau 2, les échantillons du blé tendre étudiés ont tous montré des effets tres
hautement significatifs de I’effet génotype vis-a-vis des parametres morphologiques, a savoir ;
la longueur, la largeur, la couleur de la graine ainsi que le poids de mille grains, avec une
prédominance de la longueur de la graine (soit 81,84%***).

De méme, parmi les 4 traits morphologiques, la largeur et le poids de mille grains ont été

affectées par ’effet de I’interaction G*E, soit respectivement 28,13%*** et 32,71%***.

En effet, les atouts morphologiques du blé tendre sont indépendants et contrdlés
génétiquement (Gegas et al. 2010). Cependant, la largeur et le poids de mille grains sont plus
affectés par I’interaction G*E, cela semble logique étant donné que la largeur détermine le
poids de mille grains. Selon Eloufi et al. 2001 ; Clarke et al. 2006, la couleur de la graine est
un trait fortement héritable controlé génétiquement avec une dominance de I’effet génétique

et un faible effet de ’interaction G*E. Ces résultats sont en accord avec ceux de notre étude.
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I.2. Analyse statistique par le test ANOVA pour les traits de qualité technologiques.
Les résultats de I’analyse de la variance des caracteéres technologiques sont résumés dans le

tableau ci-dessous.
Tableau 3 : Analyse statistique par le test ANOVA pour les caracteres technologiques.
Facteurs fixes Pro SDS Glu Se Fe Zn

ENVIrONNEMeNt | 37 160p%+x  31,5006%*%  32,7606%**  1230%%**  2,050%%*% 1240+

Génotype 22,88%* 31,61%*** 26,02%* 51,98%***  46,03%*** 45,13%***
G*E 16,37% 15,44%* 15,21% 37,11%***  45,68%*** 49,27%***
CcVv 4,37% 9,74% 4,04% 16,18% 4,79% 4,21%
Erreur standard 0,48 0,66 0,94 0,17 1,56 1,66
Total 573,74 676,06 4631,28 1,68 18398,74 25163,12

Pro : Teneur en protéines (g), SDS : Volume de sédimentation, Glu : Taux de gluten (g), Se : Teneur
en Sélénium (ppm), Fe : Teneur en Fer (ppm), Zn : Teneur en Zinc (ppm), CV : Coefficient de
variation. *(p<0,05), **(p<0,01) et ***(p<0,001)

D’aprés le tableau 3, les traits technologiques qui représentent la concentration en protéines
au niveau des grains de blé tendre, a savoir ; la teneur en protéines et le taux de gluten ont
tous montré des effets significatifs de I’effet de 1’environnement, soit respectivement
37,16%*** et 32,76%***, avec un effet non négligeable de ’interaction G*E.

Effectivement, ces résultats concordent avec ceux trouvés par Taulemesse (2015) qui a
travaillé sur I’analyse écophysiologique et génétique de 1’absorption d’azote post-floraison
chez le blé tendre en relation avec la concentration en protéines des grains, et qui a révélé que

la concentration en protéines est fortement soumise aux effets de 1’environnement.

A T’encontre, d’apres nos résultats, les traits technologiques qui représentent la qualité
protéique sont affectés a la fois, par I’effet génétique et environnemental., avec une

dominance de I’effet génétique.

Ces résultats sont en accord avec ceux de nombreuses études antérieures (Graybosch et al.,
1996 ; Branlard et al., 2001; Johansson et al., 2001, 2013 ; Dupont et al., 2006 ; Plessis et al.,
2013), qui ont montré que I’abondance relative des différentes fractions protéiques est sous

influences environnementale et génétique.
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En ce qui concerne les éléments minéraux (le Sélénium, le Fer ainsi que le Zinc), 1’effet
génétique présente une dominance avec un effet G*E presque similaire. Tandis que,
I’environnement présente un effet minime sur les éléments en question. Cette indépendance
entre l’environnement et la concentration en minéraux est souhaitable en termes
d’amélioration génétique. Cette dernicére est bien visualisée au niveau de la figure 14 qui
présente une comparaison entre les moyennes de la teneur en éléments minéraux dans les

deux environnements étudiés.

45,000
40,000
35,000
30,000
25,000
20,000
15,000
10,000
5,000 0,230 0,248

A—
0,000

Sélénium Fer Zinc

B Annocer B Marchouch

Figure 14 : Comparaison de la concentration en éléments minéraux dans les grains au
niveau des environnements étudiés.

Les résultats de la figure ci-dessus révelent des concentrations presque similaires en
Sélénium, Fer et Zinc dans les grains semés dans les deux environnements étudiés.
I.3. Analyse statistique par le test ANOVA de 15 génotypes apres ajout d’autres
parametres
Des 59 accessions de grains de blé tendre étudiés, nous avons choisi 15 génotypes
représentatifs de la collection pour lesquels d’autres paramétres sont ajoutés, a savoir :

I’absorption de 1’eau, le rendement et le volume du pain.

Les résultats de 1’analyse de la variance pour les caractéres morphologiques et technologiques

de la collection représentative choisie sont résumés dans le tableau ci-dessous.
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Tableau 4 : Analyse statistique par le test ANOVA de 15 génotypes aprés ajout d’autres parameétres

Facteurs fixes Long Larg a* Pro SDS Se Fe Zn RF VP Abs

Environnement 5,46 0,61 24,79 51,89 63,69 1,76% 0,84% 5,93% 16,25% 52,50% 40,12%
Génotype 83,39 46,85 64,2 31,88 29,55  64,62% 46,55% 27,32%  32,33% 30,82% 36,48%
G*E 11,16 52,55 11,01 16,23 6,75 33,62% 52,61% 66,75%  48,88% 16,68% 23,39%
CVv 1,42%  3,16% 0,64% 4,90% 9,65%  74,96%  4,43% 2,96% 0,43% 0,53% 0,38%
Erreur standard 0,09 0,10 0,81 0,56 0,72 0,19 1,47 1,32 0,31 5,59 0,23

Total 1,7 0,633 1561,507 71,807 73,482 0,265 1885,96 2347,893 173,656 1017221,875 79,369

Long : Longueur de la graine (mm), Larg : Largeur de la graine (mm), a* : Espace chromatique a*, Pro : Teneur en protéines (g), SDS : Volume de
sédimentation, Se : Teneur en Sélénium (ppm), Fe : Teneur en Fer (ppm), Zn : Teneur en Zinc (ppm), RF : Rendement en farine (%), VP : Volume du pain,
Abs : Absorption de I’eau, CV : Coefficient de variation. *(p<0,05), **(p<0,01) et ***(p<0,001)
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D’apres le tableau 4, le rendement en farine de la collection du blé tendre choisie a révélé des
effets remarquables pour I’effet génétique ainsi que ’effet de I’interaction G*E, avec une
dominance de I’effet de I’interaction, soit 48,88%. Selon Jouve (1984), les rendements des
céréales dépendent des caractéristiques endogenes spécifiques a chaque cultivar (structure
génétique) dont I’expression est fonction des facteurs du milieu.

Cependant I’absorption de I’eau et le volume du pain ont tous été affectés par I’effet de

I’environnement, soit respectivement 52,50% et 40,12%.

I1. Analyse de résultats de corrélation de Pearson des génotypes étudiés entre les

parametres morphologiques et technologiques étudiés.

L’analyse de corrélation de Pearson entre les parametres de qualité morphologiques et
technologiques concernant les 59 génotypes étudiés a été réalisée en se basant sur 11
parameétres quantitatifs. La matrice a révelé la présence de 12 coefficients de corrélation

significatifs différents de zéro pour la station d’Annoceur et 9 pour la station de Merchouch.

Des corrélations positives et moyennement significatives entre la longueur de la graine et le
PMG, avec un coefficient de corrélation de 0,428** (p<0.01) au niveau d’Annoceur et de
0,326* (p<0.05) au niveau de Merchouch (Figure 15 et 16).
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Figure 16 : Corrélation entre la longueur Figure 15 : Corrélation entre la longueur
de la graine et le poids de 1000 grains de la graine et le poids de 1000 grains
(station d’ Annoceur). (station de Merchouch).

Les figures 17 et 18 ; présentent la corrélation entre la largeur de la graine et le PMG, avec un
coefficient de corrélation presque similaire au niveau de la station d’Annoceur et celle de
Merchouch, qui sont respectivement de 0,811** (p<0,01) et de 0,816** (p<0,01).
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Figure 17: Correlation entre la largeur de la graine  Figure 18 : Corrélation entre la largeur de la graine

et le PMG (station d’ Annoceur). et le PMG (station de Merchouch).

D’aprées les figures ci-dessus, 1’augmentation de la largeur de la graine correspond a une

augmentation du PMG dans les deux environnements étudiés.

Par conséquent, la plupart des différences des PMG sont dues a des différences dans la largeur

et non pas dans la longueur. La largeur est plus affectée par I’interaction G*E.

En plus, la largeur de la graine explique une contribution d’environ 66% du PMG. En effet, la
largeur est creée apres la floraison, dans les milieux méditerranéens, les plantes sont exposées
a des stress et a des maladies dues a la chaleur et a la sécheresse. Cette variabilité en termes
de tolérance envers ces conditions de stress définit la largeur du génotype, étant donné que la
longueur est plus génétiquement contrdlée que la largeur, comme il est montré précédemment
au niveau des résultats de ’ANOVA pour les traits morphologiques (Tableau 2). Ce qui
explique cette forte dépendance entre la largeur et le PMG similairement au niveau des deux

environnements étudiés.
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La figure 19 ; présente la corrélation entre la largeur de la graine au sein de la station

d’Annoceur et dans celle de Merchouch.

Largeur de la graine en mm (Annoceur)
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Figure 19: Corrélation entre la largeur de la graine d’Annoceur

et celle de Merchouch

D’aprés la figure 19, il existe une corrélation positive et moyennement significative entre la

largeur de la graine au niveau de la station d’Annoceur et dans celle de Merchouch, avec un

coefficient de corrélation de 0,334* (p<0,05). En effet, le facteur génétique n’explique que

11% du comportement de la graine ce qui est trés faible par rapport a I’aspect

environnemental. Ceci indique que la différence entre la largeur des graines semées dans les

deux environnements est tres peu influencée par la génétique.

La figure 20, présente la corrélation entre la longueur de la graine au niveau d’Annoceur et

celle de Merchouch.
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Figure 20 : Corrélation entre la longueur de la graine au niveau d’ Annoceur
et celle de Merchouch.

D’aprés la figure 20, il existe une corrélation positive et hautement significative entre la

longueur de la graine au niveau d’Annoceur et dans celle de Merchouch, avec une différence

d’environ 26%. La graine présentant une meilleure longueur au niveau de la station

d’Annoceur présentera le méme comportement au sein de la station de Merchouch et vice

versa. De ce fait, une sélection génétique dans 1’un des environnements aura un effet similaire

vis-a-vis de la longueur des grains dans 1’autre environnement.

En effet, la longueur de la graine est déterminée génétiquement avec 82%, avec un effet

d’interaction G*E de 6% (Tableau 2).

De plus, une corrélation positive et moyennement significative entre la longueur et la largeur

de la graine r = 0,264* (p<0,05) au sein de la station de Merchouch (Figure 21). Cette liaison

est absente au niveau d’Annoceur (Figure 22).
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Figure 22: Corrélation entre la longueur et la
largeur de la graine (station d’ Annoceur).
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Figure 21 : Corrélation entre la longueur et la
largeur de la graine (station de Merchouch).
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En effet, cette liaison qui est presque absente dans les deux environnements ; peut étre
expliquée par le fait que ; la longueur est déterminée génétiquement avec un effet négligeable
d’environnement, a I’inverse de la largeur qui présente une prédominance en terme d’effet
d’environnement et d’interaction G*E. En réalité, cette indépendance est souhaitable en
termes d’amélioration génétique, étant donné qu’on peut modifier I’un de ces traits sans

influencer dans le comportement de 1’autre.

Par ailleurs, d’un point de vue technologique, des corrélations positives et hautement
significatives entre le volume de sédimentation et la teneur en protéines ou le taux de gluten
au niveau des deux stations étudiées ont été observées. Cela semble logique étant donné que
le volume de sédimentation est un paramétre qui définit la qualité ainsi que la quantité des

protéines.

Aucune corrélation n’a été enregistrée dans les deux stations, entre la teneur en protéines et
I’indice de sédimentation, entre la teneur en protéines et la longueur ou la largeur de la graine
et entre la teneur en protéines et celles des éléments minéraux étudiés. Ces absences de
corrélation ont été signalées par plusieurs études antérieures (Matsuo et al., 1982 ; Vazquez et
al., 1996 ; Brites et Carrillo, 2001).
Le tableau ci-dessous présente la corrélation entre les 11 paramétres morphologiques et
technologiques de la collection représentative choisie (15 génotypes).

Tableau 5 : Corrélation entre les parametres des 15 génotypes étudiés des deux stations.

Station d’Annoceur Station de Merchouch

Abs RF VP Abs RF VP
0,268 -0,270 -0,151 0,403 0,412 -0,207
0,164 -0,168 -0,261 0,630*  0,643** -0,048
0,501 -0,595 -0,384 0,022 -0,373  -0,405
-0,146 0,006 0,416  -0,753**  -0,245 0,121
-0,209 0,286 0,617* -0,198 -0,136 0,268
0,377 -0,169 -0,170 -0,150 -0,220 0,028
-0,231  0,607* 0,348 0,044 -0,336 0,090
0,285 0,449 0,230 -0,151 0,336 0,111

Long : Longueur de la graine (mm), Larg : Largeur de la graine (mm), a* : Espace chromatique,
Pro : Teneur en protéines (g), SDS : Volume de sédimentation, Se : Teneur en Sélénium (ppm),
Fe : Teneur en Fer (ppm), Zn : Teneur en Zinc (ppm), RF : Rendement en farine (%),

VP : Volume du pain, Abs : Absorption de I’eau. *(p<0,05), **(p<0,01) et ***(p<0,001)
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L’analyse de corrélation de Pearson entre les paramétres de qualité morphologiques,
technologiques ainsi que les traits de panification ajoutés concernant les 15 génotypes étudiés
a été réalisée en se basant sur 11 parametres quantitatifs. La matrice a révelé la présence de 2
coefficients de correélation significatifs differents de zéro au niveau de la station d’Annoceur

tandis que celle de Merchouch a révélé 3.

Le volume du pain est positivement corrélé a la force de gluten (SDS sédimentation), avec un
coefficient de corrélation de 0,617*(p<0,05) au niveau d’Annoceur et 0,268 dans celle de
Merchouch. Ce trait technologique est aussi corrélé avec la teneur en protéines soit 0,416 au
niveau d’Annoceur et 0,121 dans celle de Merchouch. Ces résultats sont expliqué par le fait
qu’un fort gluten évite le colapse des alvéoles durant la fermentation et donne comme résultat
un pain volumineux contrairement a un gluten faible. Ces résultats sont similaires a ceux de
Cacak-Pietrzak et al. (1999), Duma, (1992) et Aydogan et al., (2015).

Par ailleurs, les paramétres morphologiques n’affectent pas les traits de panification, a
I’exception de 1’absorption de I’eau et le rendement en farine au niveau de la station de
Merchouch qui sont moyennement associé a la largeur de la graine, avec des coefficients de
corrélation respectivement de, 0,630*(p<0,05) et 0,643**(p<0,001). Ces résultats signifient
que les grains de grande taille possedent a la fois, une grande teneur en farine et donc une
forte absorption d’eau. Shuey (1960) et Shuey et Gilles (1969) ont trouvé des corrélations

similaires.
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Conclusion et perspectives

Les produits cérealiers font partie des aliments les plus consommés au Maroc, en raison de
leurs valeurs nutritives. La production de blé tendre est en hausse d’année en année en vue du

besoin du consommateur marocain et de leur grande utilisation dans les industries céréalieres.

Le présent travail a permis de réaliser une caractérisation des paramétres morphologiques,
technologiques et nutritionnels de 59 génotypes étudiés de blé tendre semés dans deux
stations (Annoceur et Merchouch), d’évaluer leur diversité, ainsi que de déterminer
d’éventuelles corrélations entre les paramétres étudiés chez cette collection, dans le but

d’étudier la différence de leur comportement dans les deux environnements.

Les résultats relatifs a I’analyse de la diversité des génotypes étudiés ont indiqué une

variabilité genétique entre tous les génotypes.

Les résultats relatifs au comportement des génotypes étudiés ont montré des effets tres
hautement significatifs de ’effet génétique vis-a-vis des quatre paramétres morphologiques
étudiés, avec une prédominance de la longueur de la graine soit 81,84%***(p<0,001). Tandis
que, la largeur et le poids de mille grains ont été affectées par I’effet de I’interaction G*E, soit
respectivement 28,13%***(p<0,001) et 32,71%***(p<0,001).

D’une autre part, les traits technologiques représentant la quantité en protéines au niveau des
grains de blé tendre ont été significativement affectés par I’environnement, avec une
prévalence de 37,16%***(p<0,001) et 32,76%*** (p<0,001) concernant la teneur en
protéines et le taux de gluten respectivement et avec un effet non négligeable de I’interaction
G*E. Tandis que les traits technologiques qui représentent la qualité protéique ont été affectés

a la fois, par I’effet génétique et environnemental., avec une dominance de I’effet génétique.

En ce qui concerne les éléments minéraux étudiés, 1’effet génétique a présenté une dominance
avec un effet G*E presque similaire. Tandis que, I’environnement a présenté un effet minime

sur les éléments en question.

Les résultats de PANOVA pour les caractéres morphologiques et technologiques de la
collection représentative choisie pour lesquels d’autres parameétres sont ajoutés, ont montré
des effets remarquables de I’effet génétique ainsi que 1’effet de ’interaction G*E, avec une
dominance de I’effet de I’interaction pour le rendement en farine, soit 48,88%. Cependant
I’absorption de 1’eau et le volume du pain ont été affectés par I’effet de I’environnement, soit

respectivement 52,50% et 40,12%.
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Les résultats de I’analyse de corrélation entre les parameétres morphologiques étudiés
concernant les 59 génotypes ont d’abord révélé la présence de corrélations positives et
moyennement significatives entre la longueur de la graine et le PMG, avec un coefficient de
corrélation de 0,428**(p<0.01) au niveau d’Annoceur et de 0,326*(p<0,05) au niveau de
Merchouch ; et la présence de corrélations positives et hautement significatives entre la
largeur de la graine et le PMG, avec des coefficients de corrélation de 0,811**( p<0.01) et de
0,816**(p<0.01) au niveau d’Annoceur et de Merchouch respectivement.

Ensuite, ils ont montré la présence d’une corrélation positive et moyennement significative
entre la largeur de la graine au niveau de la station d’Annoceur et dans celle de Merchouch,
avec un coefficient de corrélation de 0,334*(p<0.05), ainsi qu’une corrélation positive et
hautement significative entre la longueur de la graine au niveau d’Annoceur et dans celle de

Merchouch, avec une différence d’environ 26%.

Par ailleurs, d’un point de vue technologique, des corrélations positives et hautement
significatives entre le volume de sédimentation et la teneur en protéines ou le taux de gluten
au niveau des deux stations étudiées ont été observées. Cependant, aucune corrélation n’a été
enregistrée dans les deux stations, entre la teneur en protéines et 1’indice de sédimentation,
entre la teneur en protéines et la longueur ou la largeur de la graine et entre la teneur en

protéines et celles des éléments minéraux étudiés.

L’¢tude de corrélation entre les parametres de qualité morphologiques, technologiques ainsi
que les traits de panification ajoutés concernant les 15 génotypes, a montré que le volume du
pain est positivement corrélé a la force de gluten (SDS sédimentation), avec un coefficient de
corrélation de 0,617*(p<0,05) au niveau d’ Annoceur et 0,268 dans celle de Merchouch, et a la
teneur en protéines soit respectivement 0,416 et 0,121.

Par ailleurs, cette é¢tude a révélé que les parametres morphologiques n’affectent pas les traits
de panification, a I’exception de 1’absorption de 1’eau et le rendement en farine au niveau de
la station de Merchouch qui sont moyennement associés a la largeur de la graine, avec des
coefficients de corrélation de 0,630*(p<0,05) et 0,643**(p<0,001) respectivement.
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ANNEXE 1:

Protocole de Test de Sédimentation (SDS)

% Réactifs :
= Réactif 1: Solution de Coomasie Brilliant Blue (CBB) R-250 : 10 mg de CBB dans |
L d’eau distillée.
» Réactif 2 : Solution d’Acide lactique : 10 mL d’Acide lactique 85% + 80 mL d’eau
distillée.
» Réactif 3 : Sodium dodecyl sulfate (SDS) 3% : 30 g SDS dans 1 L d’eau distillée.
= Réactif 4 : Réactif 2 (Ac. Lactique + eau distillée) + Réactif 3 (solution SDS 3%) :

Réactif 2 17 mL
Réactif 3 480 mL

¢ Application :

1. Mettre 1 g de mouture de grains dans un tube de 25 ml.

2. Ajouter 6 mL de solution de Bleu Brilliant de Coomasie (CBB) R-250.

3. Laisser reposer la solution durant 4 min et 30 seconds avec trois agitations manuelles
régulieres.

4. Ajouter 19 mL de la solution contenant du SDS et de 1’acide lactique suivi par une
agitation automatique de 2 minutes.

5. On laisse la solution pour se décanter pendant 14 minutes, puis on déclenche la lecture
des résultats.

6. Appréciation des mesures.
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ANNEXE 2 :

Solutions utilisées dans I’extraction des gluténines

+« Solution A : 50 % (vIv) Propan-I-ol.

% Solution B : 50 % (vlv) Propan-I-ol, 0-08 M Tris-HCI, pH 8.

- Solution B; : a préparer le jour méme.

Solution B 10 mL
DL-Dithiothreéitol DH 0,19

- Solution B, : a préparer le jour méme.

Solution B 10 mL

4-vinyl-pyridine 0,14 mL

% Solution C : Sample buffer; 2% (w/v) SDS, 40% (wlv) glycerol, 0,02 % (wlv)
bromophenol blue, 0,08 M Tris-HCI, pH 8-0.
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ANNEXE 3 :

Extraction des gluténines HPM, FPM et oméga gliadines
D’apreés Singh, Shepherd et Cornish, 1991. Journal of cereal science.14 : 203-208

«»+» Etape de lavage pour éliminer les oméqgas gliadines :

Ecraser 1 grain de bl¢ tendre (I’équivalent de 20 mg de mouture de grains) et le mettre

dans un eppendorf contenant 1 mL de la solution A ;

- Attendre 30 min avec agitation réguliere ;

- Centrifugation (1 min, 10000 rpm) ;

- Elimination du surnageant ;

- Reprendre le culot avec 1mL de la solution A (répétition des étapes citées au-dessus
une deuxieme fois) ;

- Récupération du culot ;

- Introduire 0,5 mL de la solution A ;

- Centrifugation (5min, 10000 rpm) ;

- Elimination du surnageant.

«» Extraction des gluténines :

- Introduire 100ul de la solution B; contenant 1% P/V Dithiothréitol (DTT) ajouté a
I’état frais apres une bonne agitation au vortex ;

- Centrifugation (5 min, 10000 rpm) ;

- Ajouter 100ul de la solution B, contenant 1.4% (V/V) du 4- vinylpyridine mélangé a
1’état frais ;

- Incubation (15 min, 65 °C) pour une alkylation des protéines ;

- Centrifugation (2 min, 10000 rpm) ;

- Un aliquote 0.1mL de surnageant est transferé dans un autre eppendorf contenant la
solution C 0.1mL ;

- Ce méme échantillon est agité brievement ensuite incubé (15 min) pour une
complexation du SDS avec le polypeptide des gluténines réduites et alkylées. Apres la
centrifugation (2 min), les extraits protéiques sont deposes dans les puits du gel pour

une séparation SDS-PAGE des sous-unités gluténines.
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I.  Tampon d'électrophorése :

ANNEXE 4 :

Tris base 4509
Glycine 216.09
SDS 1509
L’eau distillée 3000 mL

- Diluer 300 ml de solution de réserve 5x avec 1,2 L d’eau distillée pour un cycle

d’¢électrophorese.

- Conserverad° C.

Il. Solution de coloration /décoloration :

Solution de coloration

12% Trichloroacetic acid
1% Brillant Blue R250 (in
ethanol absolute)

Solution de décoloration

Eau de robinet
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ANNEXE 5 :

Solutions pour la préparation des gels (2 gel)

1. Acrylamide/ Bis (30% T, 2.67% C) (a préparer avec gants et masque) :

Acrylamide 146.0 g
NN Methylene-Bis Acrylamide 4.0¢
Eau distillée Jusqu’a 500 ml

2. 1.5 M Tris-HCI, pH 8.8 (a préparer sous la hotte, avec gants et masque) :

Tris Base 54.45 ¢

Eau distillée 150 ml

Ajuster le pH a4 8.8 Compléter avec 1’eau distillée jusqu’a
300 mL.

3. 0.5 M Tris-HCI, pH 6.8 (a préparer sous la hotte, avec gants et masque) :

Tris Base 6.09

Eau distillée 60 ml

Ajuster le pH 2 6.8 Compléter avec I’eau distillée jusqu’a
100 mL.

4. Solution de SDS a 10% :

SDS 6.0g

Eau distillée 60 ml avec agitation

Eau distillée Compléter avec I’eau distillée jusqu’a
100 mL.

5. Solution d'/APS (Ammonium PerSulfate) a 10% (a préparer ex-temporairement) :

Ammonium PerSulfate 100 mg

Eau distillée 1mL
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ANNEXE 6 :

Principe de I’émission atomique

Un atome possede de trés nombreux niveaux d’énergie possibles. Pour qu’il y ait émission,
I’atome doit avant tout étre excité. L’excitation correspond a 1’absorption d’une quantité
d’énergie par I’atome suite a la collision de cet atome avec une autre particule. Cette quantité
d’énergie absorbée entraine le déplacement d’un électron de 1’atome vers un niveau d’énergie
supérieure. L’atome est alors dit « excité ». Par contre, un atome excité est instable. 1l va donc
chercher a retrouver son état fondamental par une ou plusieurs transition(s) électronique(s)
d’un état d’un niveau énergétique supérieur & un état énergétique inférieur. La transition
¢lectronique d’un état d’un niveau énergétique supérieur a un état énergétique inférieur
conduit a I’émission d’un photon ayant une énergie correspondant a la différence d’énergie
entre les deux niveaux énergétiques. Il s’agit de I’émission.

L’énergie des photons est spécifique de 1’élément et de la transition concernée. A une
transition d’un niveau d’énergie E a un niveau E, correspond 1’émission d’un photon de
fréquence v transportant 1’énergie h.v :

h.c
A

AE:E-EOZh.V:

Avec v la fréquence du rayonnement lumineux, h la constante de Planck (h = 6,626 . 10°** J.s),
¢ la vitesse de la lumiére (c = 2,998 . 10° m.s™) et A la longueur d’onde du rayonnement
lumineux.

Le phénomene d’excitation et d’émission est résumé dans la figure ci-dessous :

ETAT FONDAMENTAL

électron de valence

2

Energie absorbée
(excitation)

Emission photon

AE =hv Energie restituée =hv
(désexcitation)
@ — > @
ETAT EXCITE DESEXCITATION

Figure 23 : Schéma de principe de I’excitation et de I’émission (Manuel VARIAN).
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ANNEXE 7 :

Composition d’un spectrometre ICP-OES

1. Le systéme d’introduction de I’échantillon :

Le systeme d’introduction de 1’échantillon est constitu¢ d’une pompe péristaltique, d’un

nébuliseur et d’une chambre de nébulisation (Figure ci-dessous).

A : pompe péristaltique
B : nébuliseur

C : chambre de nébulisation

En premier lieu, un volume d’échantillon est prélevé a I’aide d’une sonde. Ce volume est
ensuite entrainé vers une pompe péristaltique ; afin de permettre un entrainement de
I’échantillon dans le systeme d’introduction a un débit constant. La caractéristique principale
des pompes de ce type est I’affranchissement de la viscosité des solutions. Cette pompe peut
utiliser deux ou trois voies. La premiére voie permet le transfert de 1’échantillon, la deuxiéme
sert a retirer I’exces de liquide dans la chambre de nébulisation et la troisiéme peut servir a

insérer un étalon interne.

Mais avant d’étre excité, 1’échantillon doit subir au préalable deux étapes, a savoir; la
génération d’un aérosol ; qui consiste & mettre en suspension les particules liquides de
I’échantillon dans le plasma (interaction gaz-liquide) pour former un nuage de particules trés
fines. Cette étape est réalisée au niveau du nebuliseur. Les nébuliseurs sont désignés en
fonction des différents paramétres d’analyses, prenons I’exemple de AR30-07-FSS2 : ce nom
signifie que le nébuliseur opére avec de I’argon (AR), que la pression nominale d’argon est de
30 psig (30), que le débit d’argon 4 la pression nominale de 7 L.min™ (07) et que le modéle
utilisé est un Seaspray (FSS) pour un débit de 2 mL.min™* (2). [Manuel VARIAN] Ensuite, la

sélection des gouttes les plus fines est réalisée au sein de la chambre de nébulisation.

2. Le systeme d’atomisation et d’excitation :
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Le systeme d’excitation représente tous les phénoménes se produisant dans le plasma. Le

nébulisat obtenu aprés nébulisation de 1’échantillon ; subit différents processus :

Désolvatation Vaporisation Atomisation lonisation
Nébulisat ———————» Particules ——————  Molécules ———+ ATOMES ——oup  lONS

- hv
hy Excitation

Atomes lons
excités excités

Il y a deux manieéres différentes d’observer les signaux émis par un plasma : par visée radiale
(ou latérale) ou par visée axiale. La différence entre ces deux visées repose sur la position du
systéme optique par rapport a I’axe du plasma. On parle de visée radiale lorsque 1’axe du
plasma et 1’axe d’observation sont perpendiculaires et de visée axiale lorsque ceux-ci sont

Superposeés.
3. Le systeme optique :

Le role du systéme optique est de séparer les photons en fonction de leur longueur d’onde.
Ceci est réalisé a partir d’un systéme dispersif. On dénombre actuellement deux types de
systemes dispersifs : le prisme et le réseau de diffraction. Le réseau de diffraction est une
surface optique permettant la dispersion de la lumiére via une série de traits gravés. Le
systeme optique le plus utilisé en ICP-AES est la dispersion croisée qui appartient a la
catégorie des réseaux de diffraction.

Le systéme de dispersion croisée est composé d’un réseau, d’un prisme en fluorure de calcium
(CaF2) et d’un miroir (Figure 24). La combinaison du réseau et du prisme permet 1’étalement
du spectre en deux dimensions. L’image est par la suite focalisée par le miroir et renvoyée sur

le détecteur.

Miroir de —*
focalisation

Figure 24 : Schéma de principe du systéme optique par dispersion croisée [DEBEAUVAIS].

4. Le systeme de détection :

Le systeme de détection permet de convertir des photons en courant électrique.
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ANNEXE 8

Protocole de digestion /ICP-OES (A. pequerul, et al. ; Alcok et al., 2009)
. Préparation des échantillons :

1) Mettre 0,5 g de mouture de grains dans un tube en verre ;

2) Ajouter 6-8 mL d’acide nitrique 70% ;

3) Laisser la solution pendant la nuit qui précéde 1’analyse (OVERNIGHT) ;

4) Placer les tubes dans un bloc de digestion a 90° - 95°C pendant une heure ;

5) Agiterat = 15minett = 45min;

6) Ajouter 3—4 mL d’H,0; (30%) a 90°C ;

7) Apres accomplissement de la digestion, retirer les tubes du bloc de digestion et
laisser les refroidir a température ambiante (la digestion compléte est indiquée par
I'arrét de la fumée brune provenant des tubes de digestion) ;

8) Filtration du digérat avec dilution 1 :10 avec 6M HCL.

1. Préparation du matériel :

1) Ouvrir la vanne du réservoir d’argon / azote. La pression doit étre a 90psi. Laisser
I'instrument se purger pendant 20 min ;

2) Aprés la purge, allumez le refroidisseur. La température doit étre a 18°C ;

3) Activer I'extraction ;

4) Positionner le tuyau de pompe et positionner les colliers sur I'instrument. Placer la
pince sur la tubulure de ringage de I’échantillonneur automatique ;

5) Ouuvrir le logiciel Qtegra. Ouvrir les paramétres de fonctionnement en cliquant sur
l'icone “torche” (en bas a droite). Cliquer sur «Statut de l'instrument». Régler le
débit de la pompe sur 50 tr / min et régler le nébuliseur sur «marche». Cliquer sur
«appliquer» ;

6) Confirmer que I'eau de ringage est pompée dans la tubulure et que le drainage
fonctionne correctement ;

7) Enflammer le plasma. Laisser I’instrument se stabiliser (15 minutes).

I11.  Logiciel : Qtegra
1) Ouvrir “Qtegra” Sélectionner une méthode dans la liste ou créer une nouvelle ;
2) Cliquer sur «Analyser», puis sélectionner le minéral a analyser, sélectionner

également la longueur d'onde en fonction de I'interférence et de l'intensité ;
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3) Cliquer sur «Mode Méthode» et selectionner le mode d'analyse «Axial (pour faible
concentration) ou Radial (pour concentration élevée)» ;

4) Cliquer sur «Standards» et créer la liste des standards avec la concentration a
utiliser ;

5) Cliquer sur «Liste d'échantillon» et créer I'ordre, la position et le type d'analyse ;

6) Enregistrer et démarrer I'analyse.

IV. Fermeture :

1) Eteindre le plasma en cliquant sur 1’icone «torchey ;

2) Connecter la tubulure de la pompe a échantillon au rincage manuel. Démarrer la
pompe & échantillon pour rincer la tubulure ;

3) Régler la vitesse de la pompe a zéro. Détacher le tube de la pompe ;

4) Eteindre le refroidisseur ;

5) Libérer le tube de I'échantillonneur automatique ;

6) Attendre quelques minutes que l'azote se purge, puis fermer la vanne du réservoir.

Laisser I'instrument allumé.
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