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Résumé

La culture des céréales est le fondement de I’alimentation dans la majorité des sociétés et
joue un réle conséquent sur le plan économique et social, notamment en Algérie la culture
de céréale représente un taux important des terrains agricoles mais ces cultures sont
confrontéa différentes contraintes, dont les maladies fongiques.

parmi ces maladies la rouille brune une maladie trés préjudiciable au rendement et ces
conséquences sont extrémement dommageables dans les parcelles touchées, en réponse a
ca nous avons procéder a un croisement entre deux variétés Stylet et Anuello (une variété
résistante et une autre sensible a la rouille brune) qui ont donné naissance a 4 lignée (BM,
GGR, FA, HD) nous avons par la suite fait une extraction d’ADN sur les jeunes feuilles
des parents ainsi que des descendants pour ensuite amplifier ces fragments d’ADN avec
I’amorce du géne de résistance a la rouille brune LR 34, apreés analyse des résultats de
I’¢lectrophoreses nous avons déduit que stylet, BM et FA sont sensible la rouille brune et
Anuello, GGR et HD sont résistante.

Ces résultats nous confére un pouvoir de sélection tres spécifique et rapide par rapports
aux technique de sélection classique qui eux repose sur les observations phénotypique et
qui par conséquent prenne plus de temps et ne sont pas spécifique donc le marquage
moléculaire et la meilleur option de I’amélioration variétal vis & vis du rendement et de
la spécificité.

Mots clés : Céréales, maladies fongiques, variétés résistantes, variétés sensible, marquage

moléculaire, géne de résistance,



Abstract

The cultivation of cereals is the basis of food in the majority of societies and plays a
significant role on the economic and social plan, especially in Algeria the cultivation of
cereals represents a significant rate of agricultural land but these cultures are confronted
with various constraints. , including fungal diseases.

among these diseases the brown rust a disease very detrimental to the yield and these
consequences are extremely damaging in the affected plots, in response to this we proceed
to a cross between two varieties Stylet and Anuello (a resistant variety and another
sensitive to rust brown) which gave birth to 4 lines (BM, GGR, FA, HD) we then
performed a DNA extraction on the young leaves of the parents as well as the descendants
to then amplify these DNA fragments with the primer of the LR 34 brown rust resistance
gene, after analysis of the results of the electrophoresis we deduced that stylet, BM and
FA are sensitive to brown rust and Anuello, GGR and HD are resistant.

These results give us a very specific and rapid selection power compared to conventional
selection techniques which are based on phenotypic observations and which therefore
take more time and are therefore not specific for molecular labeling and the best option
of varietal improvement with regard to yield and specificity.

Keys word: Cereals, fungal diseases, resistant variety , sensitive variety , molecular
labeling, resistance gene.



gdla

6 sinsall e laga 1 53 qaaliy Claaindll Adle 8 Gl Lge ) S Jaalaal) J gl (e o gaad) Jralae il
aal 5 LS e ) )3l W) (e € A e Gagaall de) ) ) 3 gaiad ¢l jall (& e laiall y galbai@y)
A yhdl) (ol eV Al (e dald (diling b graa

SIS OME e e Al Aad sl el Jpand) Cuar (e s Al Taall Gl Y o3 g o
Anuello s Styletles gl (e Guiiea Cpagdy Liad GllM Alatind ¢ Lladl oual JY) & 22 5ialY ganall
FA ¢ GGR ¢ BM) g 533 ;¥ <3 5V A aie s A1 (el sl Taall Guln JAT 5 4 slia Caia)
oaaall o) jalaial Maal) Gl g all g 5 sl G155V e gl praaall #) it Uy el & (HD «
LSl plad¥) &5 Jdad ae ¢ ) laall agidl LR 344 s aladiuly o syl
HD 5 GGR s Anuello o5 i) faall glubus FA 5 BM sStylet of sl (Electrophorése)
Oleslia

Ll cllaadle ) st A Galil) HLEaY) Ol A5 jlie 1as ey g Badse HLEA) 5 g8 aliil) adla Lisia
Sl LA sa Ay ) e gl gy (18 1315 Baann e g ULy J gl Uy (5 paciass Al 5 (5 oallal)
Ao il LaliYU lay Lad Ciliua) (il

A liall cpa ety Hadlilend sl ddidliadie o cda glia e o8 Ay yhadl) (al Y1 e sl Asalidal) clalsl)


http://الفمح/

LISTE DES ABREVIATIONS

-ADN : Acide désoxyribonucléique.
-SSD: SingelSeedDescent.

-SSR: Simple SequenceRepeat.
-CTAB: CetylTrimethyl Ammonium Bromide.
-BME: B-Mercaptoethanol.

-PCR : Polymérase Chain Réaction.
-L, mL, pL : litre, millilitre, microlitre.
-°C : Degré Celsius.

-g : gramme.

-V : Volte.

-UV : Ultraviolet.

-KB : kilos bases.

-PB : Paires de bases.

-AB : Acide Borique

-TB : Tris-Base

-MAS : Sélection assisté par marqueur

-INRAA : Institut National de la Recherche Agronomique d’Algérie



LISTE DES FIGURES

Figure 1 :Image représentant la morphologie externe du blé dur (triticum durum).(Bousquet,

Figure 2: Image representant la morphologie externe du ble tendre (triticum aestivum)
VT o o 1T A 0 K ) SRR 6
Figure 3: Représentation schématique de I'histoire évolutionnaire des especes de Triticum et
Aegilops.D'apré FEUILLETSEt al. (2008). ..cveeeeireireeieereereeereeteeteeteeeeste et esteeteeeesveeaaessesseesesveesnens 9

Figure 4: Représentation schématique montrant le devenir du chromosome B du groupe 5 de

bléhexaploide dans des lignées euploidies et aneuploides.(SEARS, 1966).........ccccceveeeecvveeennnns 10
Figure 5 : image représentative de la rouille jaune chez le blé (triticum). (Bousricir, 2019)...... 19
Figure 6: représentation en lignes de pustule jaune chez le blé(Triticum).(Pluquet, 2019) ...... 20
Figure 7 : Image représentative de la rouille chez le blé (triticum). (BASF SE.2019).................. 21

Figure 8 : Représentation des pustules dispersées de fagcon homogene chez le blé (triticum).
(BASF SE2019). wevveeeeeeeeeeeeeeeeeeees e eeseeseeeeseeeses e seeeesesees et seeseeseseeseeseeseseseseeseseesessaeessesseesneseenees 23
Figure 9 :Image représentant la septoriose chez le blé (triticum).(Arvalis,2020) ...................... 24
Figure 10: Representation de pycnide noir sur le fuille du ble (triticum).(Arvalis-institut du
VEGEEAI ,2008) ..ottt e ettt e et en et e et een et en et e en e en s eeeens 25

Figure 11: Image représentant I’helminthosporiose (tan spot) chez le blé (triticum).(Acta,2016).

Figure 12: Progression de I’helminthosporiose du bas vers le haut chez le blé (triticume).

1Yot = T 0 ) ) U UURROURURNt 27
Figure 13: Différentiation des phases lors de I'extractiond’ADN ... 38
Figure 14: Image correspondant a Une CeNtrifUgEUSE........ccevcuviieieciiiie et 38
Figure 15: Image représentative de la structure CATB. ........cccoviieeiciieeeccieee e eree e 39
Figure 16 : Représentation de la solubilisation des Protéines membranaires par CTAB........... 39
Figure 17: Résultat de la quantifiCation. ........ccuiiiiiiiiii i et 41
Figure 18: Représentation des différentes phases du cycle de PCR..........cceeecvveeivcieeeicciieeeees 44

Figure 19: Révélation électrophorese des résultats de la PCR. ........cccoecvveeieciiee e 45



LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1: représentation de la production du blé en Algérie (1973-2004)........ccccovvevvveercrnenns 11
Tableau 2:Evolution des rendements (U= QX/Na). .ccccecuieieiiieiiiiie et 12
Tableau 3: Consommation par téte de blé dans quelques pays, 1961-2003. .........c.ccecverernnen. 14
Tableau 4: Représentation d’une préparation de solution TBE. ..........ccccceeevieeeeicieeeeciiee e, 36
Tableau 5: tableau des marqueurs par rapport auX Variétés. ........cccceevveeeeeiieeecccieeeeeree e, 39
Tableau 6 : représentation les taux de dilution........ccccueiiiiiiii e e 43
Tableau 7: composant des €chantillons. ..........oooiiie e e e 43

Tableau 8: emplacement des échantillons sur les barrettes. .......cccceeecieeieccee e, 44



SOMMAIRE

Chapitre 1 : GENEralite SUr 18 DIE..........oouoiiiiieee e 3
1. GENEralité SUr 183 CAMBAIES .......c.evueuiieireeee e 3
L1 TYPES AE CAMBAIES .....oveceee ettt st e s ta e sreeta e aenne s 3
1.2 Bledur et BIE tENAIE .......cooiiiicic e 3
121 BIE U s 4
1.2.2 BIE TBNAIE ... 6

1.3 Répartition du blé (production, rendement) ..........cccceoererirerirensinseee e 11
131 PrOTUCTION ...ttt sttt 11
1.3.2 RENEMENT ...ttt 11

1.4 Importance de la culture des CErEalES...........ooiiiiieiiiii e 12
141 BN AIGETIE ettt 13
Chapitre 2 : Contraintes et SOIULIONS ........eeveveieeieeeeeere et e et sesreeneens 16
1. CoNtraintes @DIOTIQUE ......ecveiiieieeieeie ettt et te et e et e st e e e besbeeabesteereebeeanenes 16
I DT B33 (S5 44 1<) 1 PR 16
1-2- LatBMPEIALUIE......veiuie ettt ettt et e s ae b e besae e st e s beenbesbeeteesbesaeenrenrens 16
1-2-1- LeS DaSSES tEMPEIALUIES .......cuviveriiteirieisie ettt st nbe e 16
1-2-2- LeS temPAratures BIEVEES...........coviiiiiiiie et 17
1-3- L& SIrESS NYAIIQUE ...ttt 18

2. CONLraINtES BIOtIGUES ... ecveeeeiieeeeiesieeiesieeteete st e te e e e testeeae e sse e sesteesaesesseessessesssessenseens 19
2.1 ROUIIIE JAUNE ...ttt et sreeneenaenne s 19
211 Epidémiologie de 1a rouille Jaune..........cceeeveieieieiceseceee e 20
2.1.2 SYMPIOMES ...ttt se st e stesseee e e e esessessensenaens 20
2.1.3 Evolution de 1a rouille JAUNE ........ccoeeeiiriieieeceeeseeeee et 21
214 NUISTDITIEE ... 21

2.2 L FOUITTE DIUNE ..ottt et e e ettt e e e e e se et e teeeeeseebarreeeeeesenaaes 21



2.2.1 )Y 11010 4SS 22

2.3 LaSeptoriose AU DIE..........co i 24
231 SYMPEOMES ...ttt be e 24
2.3.2 EVOIULION ...t 25

2.4 Helminthosporiose (Tan SPOL) .......cecieiieieiiieii et e e sne s 25
24.1 )Y 11010 4SSO 26
24.2 EVOIULION ... 27
243 Les conditions favorables............coeviverirenienicee e 27

3 Amélioration VEQELal ChEZ I€ DIE.........ceeeeeeeeeeee e e 28
3.11 Création VAriEtale ...........coveivieirieinieie s 28
3.1.2 Objectifs de 18 SEIECHION ......c.euiieiiieiiie s 29
3.13 Les différents types de SEIECLION ..........ccvvveirieiinieireeeeee e 29

4 Biotechnologies et solutions proposées (amélioration végétal du blé) ...........ccocecvveinnnnee 34

Chapitre 3 : matériel et MENOAE .........ccviiieieeceeecece et st 36

1 Préparation d'un gel d'agaroSe & 190......cecvevieireeciecieteeie ettt 36

2 EXIraCtion d'ADN.....cc.ccoiiiiriiiicinieicesre ettt e 37

2.1 BIOYAGE ..o 37

2.2 SOIULION A'@XEFACTION & ...ttt 37

3 Roles des différents produits utilisent dans ce protocole ..........ccecveveeeeceveeieneeeececreenn, 39

4 Quantification des ChaNtIlIONS ...........ccooiieieiiieeece e e 40

4.1 Préparer 1a Migration ©......ocoooiiiiie et 41

4.2 RAVAIALON AU GBI & oo 41

5 Résultats de 1a qUaNtIfICAtioN .........c.coueieieieiiicecee e 41

5.1  Concentration €N ADN.........coiiiiiiri e 41

5.2 QUANIE A8 FADN ...ttt r et neeneens 42

B P O R ettt et b e bt e sa ettt e te e teeebeesaeeeaaeeas 43

Chapitre 4 : résultat €t diSCUSSION. ......cc.ecveiieieieeeieteete ettt a e reeseeaeeresaas 45

L RESUIALS ...ttt ettt ettt ettt e et e s teesaaeeesereesareeesaeesareeesareesaraeesreesareeesneens 45



2.  DisScusSIioN ........cocueeernnn.

ConcluSioN .....eeeeeeveeeeeeeeeeee.

Références bibliographiques



INTRODUCTION GENERAL

Le blé compte parmi les especes les plus anciennementcultivées et constitue la base de
I’alimentation d’une grande partie de I’humanité, d’ou son importance économique.
Cependant, cette culture est trés sensible aux maladies causées principalement par les
Champignons dont la rouille jaune, la rouille brune, la septoriose, I’helminthosporiose.
L’amélioration de la production du blé passe donc par un meilleur contréle de ces
pathologies. En effet, le développement de variétés a grande production avec une qualité
adéquate du grain reste le principal objectif dusélectionneur. Toutefois, a ces besoins
classiques s’ajoutent aujourd’hui des exigences découlant d’une grande prise de
conscience sociale en matiére de protection de I’environnement, menant a la limitation
des traitements phytosanitaires et de la fertilisation chimique. Les techniques nouvelles,
en particulier les marqueurs moléculaires, apparaissent comme des outils indispensables
d’appui aux programmes classiques d’amélioration pour relever ces défis.

L’utilisation de variétés résistantes constitue une composante essentielle pour la majorité
des programmes de sélection et un moyen de contréle efficace qui prend en considération
I’aspect écologique aussi bien qu’économique. Cependant, la pression de sélection
exercée par les variétés a résistance mono-génique favorise le développement de
nouveaux biotypes capables de contourner ces résistances, ce qui nécessite la recherche
continue et rapide de nouvelles sources de résistance. Cette recherche a été

Largement facilitée par I’avenement des techniques de marquage moléculaire durant ces
derniéres années. En effet, plusieurs genes de résistance aux maladies ont été récemment
localisés dans le génome du blé tendre par I’établissement de liaisons entre ces derniers
et des marqueurs moléculaires sur les différentes cartes génétiques Contrairement aux
marqueurs traditionnels (morphologiques et biochimiques), les marqueurs moléculaires
ne sont pas influencés par les fluctuations de 1’environnement et sont indépendants de
I’organe analysé et du stade de développement de la plante. Ces marqueurs moléculaires
deviennent aujourd’hui un outil essentiel d’amélioration des plantes et ouvrent de
nouvelles perspectives pour le sélectionneur. La recherche de marqueurs moléculaires
étroitement liés aux genes de résistances constitue une étape importante avant leur
exploitation pratique pour accélérer et améliorer I’efficacité des programmes de sélection
(Hospital, 2001 ; Moreauetal., 2011 ; Eagles et al. 2001 ; Dekkers, Hospital,2002).



La sélection assistée par marqueurs (MAS) est particulierement avantageuse dans le cas
de I’amélioration des résistances aux maladies(MichelmoreRW., 1995).

Elle peut se faire sans avoir recours aux tests d’inoculation, permettant ainsi d’éviter les
erreurs associées a l’utilisation de ces procédures et de mener 1’amélioration de la
résistance méme dans les aires ou le pathogeéne n’existe pas. De méme, les marqueurs
moléculaires permettent le cumul rapide de plusieurs genes dans une seule variété élite
en vue d’une résistance plus efficace, et la maitrise de la taille des fragments
chromosomiques introduits par rétrocroisements, ce qui élimine les effets défavorables
susceptibles d’étre transmis avec les génes cibles introgressés (Hospital, 2001). Ainsi,
les schémas de sélection seront accéléres puisque le sélectionneur peut inférer la présence
du gene par la présence du marqueur avant méme 1’expression du phénotype.

Cette sélection assistée par marqueurs est donc d’un intérét certain pour le sélectionneur
puisqu’elle offre I’avantage d’une sélection efficace, rapide et précoce, et devient alors
un complément nécessaire aux méthodes traditionnelles d’amélioration génétique des
cereales.

Outre leur intérét dans le domaine de la sélection, les marqueurs moléculaires constituent
des outils puissants pour la caractérisation moléculaire des genes de résistance via la
cartographie fine des régions contenant ces genes menant a leur clonage (Tanksley et al.,
1989 ; Michelmore RW., 1995).

Le présent article a pour objectif de décrire les principaux systémes de marquage
moléculaire appliqués chez le blé, puis d’évaluer les applications courantes et potentielles

de ces marqueurs dans I’amélioration de cette culture pour les résistances aux maladies.



Chapitre 1 : Genéralité sur le blé

1. Généralité sur les céréales
Les céréales sont des especes généralement cultivées pour leur grain, dont 1’albumen

amylacé, réduit en farine, est consommable par I’homme ou par les animaux domestiques

La plupart des céréales appartienne a la famille des graminées (ou poacées). Ce sont :
le bl¢, I’orge, I’avoine, le seigle, le matis, le riz, le millet, le sorgho. Les unes appartiennent
a la sous famille des Festucoidées : blé, orge, avoine, seigle ; les autres a la sous famille

des Panicoidées : mais, riz sorgho, millet.

Enfin, une céréale, le sarrasin appartient a une autre famille, celles des

Polygonacées. (Jaques B. (1980). Les cultures céréaliéres.ISBN.Paris).

1.1 Types de céréales
Les céréales regroupent le blé, le riz, le mais, I'orge, I'avoine, le seigle et les mils (millets
et sorghos). Elles appartiennent a la famille des Poacées (Poaceae, anciennement
Graminées). On y inclut parfois, bien que ce ne soient pas des céréales, des plantes aux
qualités nutritionnelles proches : le sarrasin (Fagopyrum esculentum), appelé encore blé
noir, de la famille des Polygonacées, et le quinoa (Chenopodium quinoa), de la famille

des Amaranthacées.

Les céréales ont été cultivées des les débuts de I'agriculture, plusieurs millénaires avant
notre ere : elles ont constitué le principal fondement de la révolution du Néolithique, c’est-
a-dire de I’invention de I’agriculture. Elles furent ensuite étroitement liées a I'histoire et
au développement de grandes civilisations, qu'elles ont contribué a caractériser au travers

de régimes alimentaires marqués par la consommation et la culture d'une céréale donnée.

1.2 BIé dur et blé tendre
Le blé est une monocotylédone de la famille des graminées ou Poaceae appartenant au
genre Triticum. Cette plante annuelle produit un fruit sec indéhiscent, le caryopse. Le blé
tendre (Triticum aestivum) et le blé dur (Triticum durum) sont les deux especes les plus

cultivées dans le monde.


https://www.universalis.fr/encyclopedie/riz/
https://www.universalis.fr/encyclopedie/orge/
https://www.universalis.fr/encyclopedie/avoine/
https://www.universalis.fr/encyclopedie/seigle/
https://www.universalis.fr/encyclopedie/mils/
https://www.universalis.fr/encyclopedie/neolithique/

1.2.1 Blé dur

Il s'agit d'une graminée annuelle de hauteur moyenne et dont le limbe des feuilles est
aplati (figurel). L'inflorescence en épi terminal se compose de fleurs parfaites. Comme
pour le blé tendre, il existe des variétés de blé dur demi naines. Le systéme racinaire
comprend des racines séminales produites par la plantule durant la levée, ainsi que des
racines adventives qui se forment plus tard a partir des nceuds a la base de la plante et
constituent le systeme racinaire permanent. Le blé dur posséde une tige cylindrique,
dressée, habituellement creuse et subdivisée en entrenceuds. Certaines variétés possedent

toutefois des tiges pleines (Clarke et al., 2002).

Figure 1 : Image représentant la morphologie externe du blé dur (triticum
durum).(Bousquet, 2014)

Le chaume (talles) se forme a partir de bourgeons axillaires aux nceuds a la base de la tige
principale. Le nombre de brins dépend de la variété, des conditions de croissance et de la
densité de plantation. Dans des conditions normales, une plante peut produire en tout trois
brins en plus de la tige principale, mais tous ne grénent pas nécessairement (Bozzini,
1988). Comme pour d'autres graminées, les feuilles de blé dur se composent d'une base
(gaine) entourant la tige, d'une partie terminale qui s'aligne avec les nervures paralléles et
d'une extrémité pointue. Au point d'attache de la gaine de la feuille se trouve une
membrane mince et transparente (ligule) comportant deux petits appendices latéraux
(oreillettes). La tige principale et chaque brin portent une inflorescence en épi terminal.



L'inflorescence du blé dur est un épi muni d'un rachis portant des épillets séparés par de
courts entrenceuds (Bozzini, 1988). Chaque épillet compte deux glumes (bractées)
renfermant de deux a cing fleurs distiques sur une rachéole. Chaque fleur parfaite est
renfermée dans des structures semblables a des bractées, soit la glumelle inférieure
(P"Emma ou lemme) et la glumelle supéricure (paléa). Chacune compte trois étamines a
anthéres biloculaires, ainsi qu'un pistil & deux styles a stigmates plumeux. A maturité, le
grain de pollen fusiforme contient habituellement trois noyaux. Chaque fleur peut
produire un fruit a une seule graine, soit le caryopse. Chaque graine contient un large
endosperme et un embryon aplati situé a l'apex de la graine et a proximité de la base de
la fleur.

Le blé dur est bien adapté aux régions a climat relativement sec, ou il fait chaud le jour et
frais la nuit durant la période végétative, ce qui est typique des climats méditerranéens et
tempérés. Les semences peuvent lever a aussi peu que 2 °C, méme si la température
optimale est de 15 °C . La plus grande partie du blé dur produit dans le monde est
constituée de blé de printemps; toutefois, il existe des variétés de blé dur d'hiver (qui ont
besoin de vernalisation pour amorcer la transition de la phase végétative a la phase

reproductrice).

a) Classification botanique
Le blé dur obéit a la classification suivante (Prats, 1960 ; Créte ,1965 ; Feillet, 2000) :

Embranchement : Angiospermes
Sous embranchement : Spermaphytes
Classe : Monocotylédones
Ordre : Glumiflorales
Super ordre : Comméliniflorales :
Famille : Gramineae

Tribu : Triticeae

Sous tribu : Triticinae

Genre : Triticum

Espéce : Triticum durum



b) Classification génétique
Les sortes de blé se différencient par le nombre de leur chromosome ainsi que par la
constitution de leur génome, certains d’entre eux sont diploides (ils ont deux jeux de
chromosomes) et partagent le génome appelé AA. D’autres quant a eux sont tétraploides

(quatre jeux de chromosomes) et de formule AA BB.

Un groupe est hexacorde (six jeux de chromosomes) et de formule AA BB DD. Enfin,
des blés endémiques de Géorgie forment une série parallele, avec les génomes AA GG et
AA AA GG.

A D’intérieur de chaque groupe, les formes sont inter fertile alors que les hybrides entre
groupes sont fortement stériles. De plus, on doit & un trés faible nombre de genes les
différences spectaculaires entre formes sauvages (a rachis fragile) et forme cultivées (a
rachis solide), ou bien entre grains vétus (a glumes et glumelles adhérentes au grain). Et
grains nus. Les auteurs modernes (Mac key, 1966, Zohary et Hopf, 1993) estiment que

c’est a ces groupes naturels qu’il faut accorder le statut d’espece.

1.2.2 BIlé tendre

Parmi toutes les especes de blé cultivées, le T. aestivum, ou blé commun, est la

plusimportante sur le plan économique (figure2).

Selon Lersten (1987), le T. aestivum est une graminée annuelle ou annuelle hivernale, de
hauteur moyenne. Les feuilles ont un limbe plan, et I'inflorescence est un épi terminal, a
fleurs parfaites

B WU 5} W
S . &\ "\' w -,',s &’?"'w 4L

} JORE

&~
'

¥

Figure 2: Image représentant la morphologie externe du blé tendre (triticum aestivum)
(Philippe,2019).



L'état végétatif de la plante se caractérise par la présence d'un plateau de tallage, dont les
bourgeons axillaires se transforment en tiges feuillées. Les tiges, appelées chaumes,
possedent cing a sept nceuds ainsi que trois ou quatre feuilles véritables. La feuille la plus
haute, ou derniere feuille, sous-tend l'inflorescence. Chaque chaume produit un épi
composé, dont les ramifications sont les épillets. Les épillets sont portés par le rachis, ou
axe principal de I'épi, et séparés par de courts entre-nceuds. Chaque épillet est un axe
reproducteur condense, sous-tendu par deux bractées stériles appelées glumes. Les
glumes enveloppent les deux a cinq fleurs, portées chacune par un court pédicelle appelé
rachéole. La fleur possede trois étamines se terminant chacune par une grande anthere; le
pistil comprend un seul ovaire, un seul ovule et deux styles se terminant chacun par un

stigmate plumeux et ramifié.

Le blé tendre est une céréale importante en termes d'exportation et de consommation
intérieure dans de nombreux pays du monde. En 1995, plus de 40 millions d'hectares ont
été consacrés a la culture du blé en Amérique du Nord, dont un peu moins du tiers (11,4

millions d'hectares) au Canada.

Les méthodes commerciales d'ensemencement et de récolte varient selon le type de blé.
Dans le cas du blé d'hiver, comme la vernalisation est nécessaire, les semis doivent avoir
lieu en septembre ou en octobre, afin que les plants puissent lever et se développer
suffisamment avant le début de I'hiver. Durant la saison froide, les plants restent a I'état
dormant. Avec les premiéres chaleurs du printemps, ils reprennent leur croissance et
passent a un stade reproductif, I'épiaison. Dans la plupart des régions d'’Amérique du
Nord, la récolte peut commencer vers la mi-juillet. Dans le cas du blé de printemps, les
plants ne requierent aucun stade de dormance, et environ 90 jours s'écoulent du semis a

la récolte.



a) Classification botanique

Le blé tendre obéit a la classification suivante (Bonneuilétal, 2009) :

Reégne : vegetalplantae
Sous-régne : tracheobionta
L’embrochement : manioliophyta
Classe : liliopsyda
Sous-classe : comelinidae
Ordre : cyperales
Famille : poaceae
Sous-famille : pooideae
Tribu : triticeae
Genre : triticum
Espéce : Triticumaestivum

b) Classification génétique
Les espéces du genre Triticum sont tres variées dans leur composition chromosomique
avec certaines especes diploides qui possédent deux jeux de chromosomes (2n=2x=14) et
un grand nombre d'espéces polyploides stables contenant quatre (tétraploide, 2n=4x=28)
ou six (hexaploide, 2n =6x=42) jeux de chromosomes. Le génome du blé tendre (T.
aestivum L.) est constitué de trois génomes A, B et D et résulte de I'hybridation successive
de génomes diploides et tétraploides avec des génomes diploides (Figure 3). La premiere
hybridation s'est faite il y a 0.5 a 1.3 million d'années entre Triticum urartuThum.
Ex.Gandil. (AA, 2n=14) (DVORAK et al. 1993) et plante ou plusieurs plantes encore
non identifiée originaire le plus probablement de la section Sitopsis (BB, 2n=14)
(BAHRMAN et al. 1988; KILIAN et al. 2007). Celle-ci a résulté en un blé tétraploide
Triticum turgidum L. (2n= 28, AABB)(Figure 3) qui a donné naissance a plusieurs
groupes variétaux distincts dont T. turgidum var. diccocoides, non cultivable et considéré
comme le plus proche du type primitif (Figure 3). Cette lignée a, a son tour, donné lieu a
plusieurs groupes cultivés qui sont tous inter-fertiles. La variété T. turgidum var. dicoccon
(AABB), deérivée de T. turgidum var. diccocoides, est le probable progéniteur du blé
hexaploide (AABBDD) au travers d'une hybridation avec I'espéce sauvage Aegilops
tauschii (DD) (KIMBER and FELDMAN 1987) il y a 8 a 10'000 ans. Des études ont

indiqué l'existence d'au moins 2 progéniteurs génétiquement différents a I’origine du



génome DD du blé hexaploide, suggérant des événements indépendants de
polyploidisation(DVORAK et al. 1998; GILES and BROWN 2006).
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Figure 3: Représentation schématique de I'histoire évolutionnaire des especes de
Triticum et Aegilops.D'apré FEUILLET$et al. (2008).

Les chromosomes des génomes A, B et D présentent une similitude génétique malgré
leurs origines différentes. SEARS (1954) a classé les 42 chromosomes du blé tendre en
sept groupes, composeés chacun de trois paires de chromosomes sur la base de leurs
affinités. Les paires d’'un méme groupe sont dites homologues. Normalement,
I’appariement entre chromosomes homologues ne se fait pas a la méiose, et seuls les
chromosomes homologues s'apparient. Ce phénomeéne est contrdlé génétiquement par un
ensemble de génes localisés sur plusieurs chromosomes, dont le plus important est le géne
Ph1 situé sur le bras long du chromosome 5B (GILL et al. 1993; JAMPATES and
DVORAK 1986; RILEY and CHAPMAN 1958 ; SEARS and OKAMOTO 1958).
Ainsi malgré la complexité de son génome, I'analyse génétique du blé tendre ne revét pas
de difficulté particuliere puisqu'il se comporte au moment de la méiose comme un
génome diploide. Grace a son statut polyploide, le blé supporte en général assez bien les
aberrations chromosomiques telles que I'absence d'un chromosome ou d'une fraction de

chromosome. Cette propriété a été largement utilisée par Earnie Sears pour créer toute
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une série de lignées aneuploides (Figure 4) dont les premieres furent des lignées
monosomiques et ditélosomiques(SEARS 1954), suivies des lignées nulli-tétrasomiques
(NT) (SEARS 1966) (Figure 4). Une lignée nullisomique-tétrasomique est une lignée
dans laquelle une paire de chromosomes est manquante est remplacée par une autre paire
de chromosomes homologues. Le génome d'une lignée NT chez un blé hexaploide
(Triticum aestivum L., 2n=6x=42) est donc composé de 19 paires + 4 chromosomes
(correspondant a un chromosome présent en 4 exemplaires au lieu de deux pour
compenser la paire de chromosomes homéologues manquants) (Figure 4). Elles sont trés

utiles en cartographie car elles permettent de rapidement identifier

La localisation chromosomique d'un segment d'ADN (marqueur, géne). Ces différentes
ligneées ont eégalement été trés utiles pour la création de lignées de substitutions dans
lesquelles un chromosome entier d'une variété est remplacé par celui d'une autre (Figure

4) permettant ainsi d'identifier la présence d'un allele d'intérét sur un chromosome

5A 5B 5D
S
Euplarde c
L
Nulisomigue SB-tefrasomigue 50D II I I I l
Lignée de substitution S8 II II

Figure 4: Représentation schématique montrant le devenir du chromosome B du groupe
5 de bléhexaploide dans des lignées euploidies et aneuploides.(SEARS, 1966)

particulier.
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1.3 Répartition du blé (production, rendement)

1.3.1 Production

La production des céréales occupe environ 80% de la superficie agricole utile (SAU) du
pays, La superficie emblavée annuellement en céréales se situe entre 3 et 3,5
million d’ha. Les superficies annuellement récoltées représentent 63% des emblavures.
Elle apparait donc comme une spéculation dominante.

Spéculation pratiquée par la majorité des exploitations (60% de 1’effectif global)(RGA,
2001),

Spéculation présente dans tous les étages bioclimatiques, y compris dans les zones

sahariennes.

Tableau 1: représentation de la production du blé en Algérie (1973-2004)

73/77 78/82 83/87 88/92 86/95 2001 2002 2003 @ 2004

Blédur 42,34 41,67 36,58 39,95 40,99 46,62 48,74 42,27 49,65

Blé 2998 2526 19,74 1586 15,99 30,11 28,22 27,26 18,08
tendre

Total 72,32 66,93 56,32 5181 5698 76,73 7696 6953 67,73
des
blés

Source : (SEFCA, rapport provisoire, juin 1993).

1.3.2 Rendement

Les premiers changements enregistrés dans les pratiques culturales se résument
a [I’utilisation des engrais chimiques et des produits phytosanitaires. Ses schémas
techniques sont les résultats des orientations du plan triennal, ainsi que les injonctions
des instances de tutelle, notamment le ministére de I’ Agriculture.

En paralléle, le secteur privé a poursuivi une céréaliculture extensive et le systeme

de production n’aura pratiquement pas évolué a I’avénement de la révolution agraire.
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La modernisation de I’agriculture n’a pris une signification pour les céréales qu’a partir
du  premier plan quadriennal (1970-1973) et I’orientation principale  pour
I’intensification agricole sera confirmée par le second plan quadriennal (1974-
1977). Les perspectives en matiére d’intensification sont réaffirmées par la Charte
nationale.

Un examen rapide de 1I’évolution des rendements au cours de la période considérée permet

de clairement une stagnation quasi-totale. (tableau?2)

Tableau 2: Evolution des rendements (U= Qx/ha).

72/75 76/79 Taux de croissance
des rendements en %
Blé dur 5,7 5,5 -3,51
Blé tendre 7,5 6 -20

Source :(SEFCA, rapport provisoire, juin 1993).

Cependant, dans la pratique, pour chaque plan, les prévisions d’investissements
étatiques n’ont jamais
été réalisées totalement, et seule une faible part de budgets prévus a réellement é
té allouée au secteur de I’agriculture. Ceci a eu des effets désastreux, notamment sur

la mécanisation qui nécessite des investissements importants.

1.4 Importance de la culture des céréales

La culture des céréales est considérée comme ’une des premicres grandes découvertes
ayant exercé, une influence majeure sur ’avenir des sociétés humaines. Encore
aujourd’hui, les céréales constituent la base de notre alimentation, en raison de la facilité
des modes de production, de récolte, de stockage et de transport, de la diversité des aires
géographiques de production, de leur richesse en constituants d’intérét nutritionnel et de
la diversité des modes de préparation et de consommation. La culture céréaliére est un
levier important sur le plan socio-économique, elle est non seulement la source majeure
de I’alimentation animaliére (37% de la production des céréales sont destinés a nourrir

les animaux d’élevage, mais également 1’alimentation humaine)
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En 2016/2017, 706 millions d’hectares de céréales sont cultivés dans le monde, soit 50%
des terres arables, 14,4% de la surface agricole mondiale et 5,4% des terres émergées du

monde, et 2,6 milliards de tonnes de céréales ont été produites.

La récolte mondiale de céréales s’éleve a 2,07 milliards de tonnes (année 2003). Cela
représente une moyenne brute de 345 kg par habitant et par an (pour 6 milliards
d’habitants au total), moyenne qui s’établit a 155 kg pour les céréales destinées a

I’alimentation humaine.

Les chiffres du marché mondial des céréales en 2016-2017 sont produits par la F.A.O,
La production s’est élevée en 2016 a 2 607,5 millions de tonnes. Les stocks disponibles
en début de péeriode s’élevaient a 664,8 millions de tonnes, la disponibilité totale est donc
de 32 723 millions de tonnes. Les exportations, au cours de la campagne commerciale,
allant de juillet 2016 a juin 2017, dans le cas du blé et des céréales secondaires, et de la
campagne commerciale allant de janvier a décembre pour le riz, se sont élevées a
402,8 millions de tonnes. Le stock de cléture est de 720,5 millions de tonnes (soit 27 %

de I’utilisation annuelle).

1.4.1 En Algérie

Les céréales et leurs dérivés constituent 1’épine dorsale du systeme alimentaire algérien.
Effectivement, les céréales constituent la base du modéle de consommation alimentaire
dans ce pays, comme dans la plupart des pays méditerranéens. 54% des apports
énergétiques et 62% des apports protéiques journaliers provenaient de ces produits en
2003 et le blé représentait 88% des céréales consommeées (Padilla et Oberti, 2000) in
(Kellou, 2008).

L’ Algérie se situe ainsi au premier rang mondial pour la consommation de blé avec plus

de 200 kg en 2003, I’Egypte se situant a 131 kg et la France a 98 (Tableau 3).
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Tableau 3: Consommation par téte de blé dans quelques pays, 1961-2003.

1961 1970 1980 1990 2000 2003 VAR.

1961- 2003
Algérie 110 120 182 193 190 201 82%
Tunisie 146 153 195 205 202 194 33%
Maroc 130 129 153 180 172 179 38%

Italie 162 176 173 149 150 152 -6%

Egypte 79 87 125 148 136 131 65%
France 126 97 96 92 97 98 -22%
Monde 55 57 95 70 68 67 22%

Source : FAOSTAT 2005 in (Kellou,2008).

On comprend, a travers ces chiffres, que le blé et ses dérivés basiques destinés a
I’alimentation humaine (pain et semoule) constituent des produits qualifiés de
stratégiques et font en conséquence 1’objet d’une politique gouvernementale attentive. A
travers les données disponibles actuellement, les consommateurs algériens apparaissent
particulierement diversifiés. Répartis sur une large échelle de revenus, ils sont soumis a
des influences culturelles contradictoires, ils peuvent étre attachés aux traditions
(consommation préparée d’une maniere traditionnelle) ou plus au moins tentés par les
signes de modernité (restauration de masse et consommation de produits issus de
I’industrie alimentaire). La résultante des comportements de ces consommateurs, ¢’est-a-
dire le modele de consommation algérien, change donc en fonction de 1’évolution de la
composition de la population et ce, par rapport au : - degré d’urbanisation ; - a 1’évolution
démographique (taux de croissance annuel : 2,28%) ;- au tassement des revenus et a la
libéralisation des prix des produits de premiere nécessité. Concernant les blés et dérivés,
leurs poids dans les régimes alimentaires de 1’Algérien ne semblent pas diminuer
rapidement, cela d’autant moins que les valeurs nutritionnelles refuges, dont les dérivés

de blé sont porteuses, ont démontré qu’elles constituaient un antidote efficace face a la
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diminution importante des revenus (baisse du pouvoir d’achat) (Kellou, 2008). Depuis la
libéralisation des prix et I’augmentation relative de ces derniers pour les blés et leurs
dérivés, on observe une diminution trés importante du gaspillage et une certaine
rationalité de la part des consommateurs qui exigent en contrepartie des produits
céréaliers de qualité meilleure car ces derniers (semoule, farine, pate) ont tendance a se
substituer a d’autres aliments composants les protéines nobles (viande, poisson ...)

(Talamali, 2004).
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Chapitre 2 : Contraintes et solutions

1. Contraintes abiotique

1-1- L’éclairement La lumicre est la source d’énergie qui permet a la plante de
décomposer le CO2 atmosphérique pour en assimiler le carbone et réaliser la
photosynthése des glucides. La lumiere est donc un facteur climatique essentiel et
nécessaire pour la photosynthése (Diehl, 1975). Néanmoins, elle peut devenir une source
de stress par son intensité, éclairement trop faible ou trop élevé, conduisant a des
phénomeénes de photosensibilisation dangereux pour la plante (Leclerc, 1988). Sous les
conditions de cultures des hautes plaines, c’est plutdt I’exces de I’éclairement qui est un
stress, conduisant a la photo inhibition des centres réducteurs des photosystemes (Ykhlef,
2001).

1-2- La température Comme toute plante, le blé dur a un optimum écologique du point de
vue température. Au-dela de cet optimum, la plante souffre et elle est pénalisée d’autant
plus que les valeurs prises par ce facteur écologique s’en écartent trop (Papadakis, 1932).
La température rythme la croissance et le développement de la plante. Son action est
permanente tout le long du cycle. Elle conditionne 1’absorption des éléments nutritifs,
’activité photosynthétique, I’accumulation de la matiére séche et le passage d’un stade

végétatif a un autre (Van Oosterom et al. 1993, Mekhlouf et al. 2006).

1-2-1- Les basses températures Le degré de sensibilité de la céréale au froid est trés
variable dans le temps et fonction des stades végétatifs. Les basses températures
hivernales entravent la croissance, en début du cycle, des génotypes sensibles et sont
nécessaires pour la satisfaction des besoins des variétés vernales (Bouzerzour et al.
1995). Lorsqu’elles se présentent tardivement au printemps, leur avénement coincide
avec le stade méiose, elles detruisent alors les grains de pollen et les ovaires
(Abbassenne, et al. 1997). Les blés cultivés traditionnellement dans le bassin
méditerranéen sont de type semi alternatif. Leur floraison est assez tardive leur permettant
d’échapper aux basses températures printaniéres. L’adoption de cultivars de type
printemps, insensible a la photopériode et aux besoins négligeables en temperatures
vernales sur les hautes plaines orientales ont montre le risque des épiaisons précoces

induites, chez de tels génotypes, par des températures hivernales plus douces
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(Bouzerzour et al. 2002, Mekhlouf et al. 2006). Paulsen et Heysen (1983) observent
des dégats tres importants sur blé tendre, au stade épiaison, dues a des températures de
I'ordre de 0,3°C sous abri. La température de I'ordre de + 6°C est rapportée comme étant
destructive au stade formation du grain de pollen (Gate, 1995). Pendant la phase de
montaison, les effets des basses températures, dans la plage des — 5°C a +3°C se
manifestent par des limitations de la croissance et la destruction des jeunes feuilles et des
talles, dans les cas séveres. Sutka (1994) montre, a partir de I'analyse d'un croisement
diallele de blé tendre, que le contrble génétique de la tolérance au froid est de nature
additive. Les résultats de I'analyse de substitution chromosomique montrent qu'aux moins
10 chromosomes interviennent dans le contrble de la tolérance au froid et que les
chromosomes 5D et 5A sont les plus actifs (Sutka 1994). Mekhlouf et al., (2001) notent

une grande variabilité de réponses des génotypes de blé dur vis a vis de cette contrainte.

1-2-2- Les températures élevées Les hautes températures interviennent aussi comme
contrainte limitant le potentiel de production des zones semi-arides. Elles affectent les
organes floraux, la formation du fruit, ainsi que le fonctionnement de l'appareil
photosynthétique. Au cours de la montaison, elles entrainent la réduction du tallage-épi.
La méiose et la phase de remplissage du grain sont particulierement sensibles a cette
contrainte. Les seuils de 25 a 27 °C sont rapportés comme étant trés pénalisants. Le
nombre de grains/épi et le poids du grain sont fortement affectés (Cackett et Wall, 1971;
Gate et al. 1996, Fellah et al. 2002). L’avénement de cette contrainte, si elle est
accompagnée par un déplacement des masses d’air chaud venant du sud, exagerent les
effets sur la plante en augmentant la transpiration, la respiration, engendrant la sénescence
foliaire, qui est suivie par la sénescence de la plante entiére si ce phénomene, connu
localement sous le vocable de sirocco, perdure au-dela de trois jours (Baldy, 1974).
Globalement les températures élevées réduisent la taille et le poids des organes. Leur
incidence demeure plus faible sur le nombre d’organes émis. Les variétés tardives sont
géneralement celles qui sont les plus exposees a ce type de contrainte. Sous ces conditions
limitantes, elles accusent des baisses de rendements liés a la coincidence de la phase de
remplissage avec la période d'élévation de la température (Bouzerzour et al. 1995). Les
génotypes précoces esquivent et minimisent le plus souvent les effets de cette contrainte
(Abbassenne et al., 1997). Monneveux et al., (2002) notent que les tempeératures
supérieures a 30°C, apres floraison, ont des effets négatifs sur le stockage des assimilats

et la qualité de la graine.
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1-3- Le stress hydrique L’eau constitue le milieu interne des plantes. C’est une véritable
matrice vitale du fonctionnement cellulaire. A 1’exception des grains murs, les différents
organes de la plante renferment entre 80 et 90 % d’eau d’imbibition. Cette eau est
nécessaire au fonctionnement de la plante. L’eau d’imbibition qui s’évapore suite a la
transpiration est renouvelée en permanence par 1’eau absorbée par les racines. Lorsque
I’absorption ne peut satisfaire la demande de la transpiration, alors le stress hydrique
s’installe (Levitt, 1980). Sous stress hydrique la plante perd une partic de I’cau
d’imbibition et ses processus physiologiques sont alors affectés. La transpiration dépend
du rayonnement, de la température de 1’air ambiant, de la canopée et des mouvements
a¢rodynamiques de I’air (Levitt, 1980). La quantité d’eau transpirée est fonction aussi de
I’indice foliaire et du degré d’ouverture, du diamétre et de la fréquence des stomates (De
Raissac, 1992) Le rythme d’absorption est fonction de I’humidité relative du sol et du
développement du systéme racinaire (Baldy et al., 1993). Les besoins en eau du blé
atteignent des valeurs trés importantes, au regard des quantités de pluies que regoit I’étage
bioclimatique semi-aride. Ces besoins sont fonction du type de variétés, et varient de 450
a 600 mm. Sous conduite pluviale et sur les hautes plaines orientales, ces besoins sont
rarement satisfaits suite a la faiblesse et a I’irrégularité des pluies (Baldy et al., 1993). La
phase critique pour I’eau débute avec le stade gonflement et se termine 20 jours apres
I’épiaison, date de réalisation du palier hydrique (Oweiss et al., 1998). Le régime des
pluies méditerranéennes est tres irrégulier dans I’espace et le temps. L’efficacité de ces
pluies pour la céréale dépend fortement des techniques culturales appliquées, des
caractéristiques hydrodynamiques des sols et du rythme de développement de la variété
cultivée (Kribaa, 2002). La fréquence des événements pluvieux tend a décroitre a partir
du mois d’avril, alors que la température devient de plus en plus forte. La demande

climatique s’accentue a un moment ou se détermine le rendement en grain (Mekhlouf et

al., 2006).

Selon le stade végétatif ou il survient, le stress hydrique affecte differemment la plante.
Au stade montaison, il provoque un arrét de croissance des tiges. Il s’ensuit une
diminution du nombre de talles fertiles dont la conséquence est une réduction du nombre
de grains /m2. Au stade floraison, c’est la destruction des organes floraux qui prédomine
et au cours de remplissage du grain, il y a une diminution du niveau et de la durée du
pallier hydrique, dont la conséquence est une chute de poids moyen du grain (Triboi et
al., 1985).
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2. Contraintes Biotiques

En écologie, les facteurs biotiques représentent I'ensemble des interactions du vivant sur
le vivant dans un écosysteme. Opposables aux facteurs abiotiques, ils constituent une
partie des facteurs écologiques de cet écosystéme, parmi ces facteurs et dans le cas du

regne végétal on parle de pathologie.

2.1 Rouille jaune

La rouille jaune, puccinia strigiformes, maladie trés préjudiciable au rendement, a la
faveur du climat, fréquence, son extension géographique et son intensité ne cessent

d’augmenter. (Figure 5).

Figure 5 : Image représentative de la rouille jaune chez le blé (triticum). (Bousricir,
2019).
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2.1.1 Epidemiologie de la rouille jaune

e Cibles: blés (tendre et dur), triticale, orge

e Période de développement : sortie hiver, voire automne

e Type d’épidémie : explosif et précoce

e Température optimale (germination spores) : 10 a 15 °C, mais les souches
actuelles tolerent des températures plus éleveées.

e Vitesse du cycle : 9 jours

e Taux d’humidité optimal : 100%

e Capacité de sporulation : trés élevée

e Dissemination : par le vent

e Plantes hétes en hiver : repousses de céréales ou cultures a semis précoce

2.1.2 Symptomes

Les symptomes de la rouille jaune peuvent étre observés sur les feuilles, les gaines
maisaussi les épis. Ils se caractérisent par la présence de pustules allongées (urédosores),
de couleur jaune-orangée, organisées de facon linéaire entre les nervures de la face

supérieure des feuilles.

L’épidémie débute souvent sur des plantes individuelles, généralement en
automne(contamination primaire). Les symptomes apparaissent lentement pendant I'hiver
et ne sont souvent détectés qu’au début du printemps, lorsque de petites zones ou foyers

de plantes infectées se détachent visuellement dans les champs.

Aux premiéres phases de la maladie, les pustules jaune-orangé de la rouille jaune sont
difficiles a distinguer de celles de la rouille brune. Rapidement, I’évolution de leur
organisation en lignes jaunessur les jeunes feuilles permet un diagnostic sans équivoque
(figure 6). A un stade plus avancé de la maladie, les stries finissent par se rejoindre pour
finalement occuper la largeur compléte du limbe. Les feuilles finissent par se fendiller et

s'enrouler aux environs des mois de mai/juin, lorsque le climat est chaud et sec.
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Figure 6: représentation en lignes de pustule jaune chez le blé(Triticum).(Pluquet,
2019) .

2.1.3 Evolution de la rouille jaune

« Sensibilité en progression
« Contournement de résistances variétales
« Nouvelles races plus agressives et plus tolérantes aux UV et aux températures

supérieures a 15°C (Warrior)

2.1.4 Nuisibilité
La nuisibilité de la rouille jaune est considerable. Dans les parcelles touchées, elle peut
atteindre 70%. Sa fréquence est plus faible que d’autres maladies foliaires, mais ses

conséquences sont extrémement dommageables dans les parcelles touchées.

2.2 Larouille brune
Puccinia triticina est spécifique au blé. D’autres Puccinia spp. etpathotypes peuvent

affecter 1’orge, le seigle et le triticale, mais ils ne provoquent pas d’infections croisées.
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C’est une maladie foliaire causée par un parasite obligatoire. Les feuilles sont les
principaux organes attaqués, les gaines sont parfois atteintes et en cas de tres fortes

infestations les épis peuvent étre touchés. (figure7)

Figure 7 : Image représentative de la rouille chez le blé (triticum). (BASF SE.2019).

2.2.1 Symptomes

La maladie apparait généralement tardivement sur les feuilles supérieures entre le stade
dernier feuille pointant et I'épiaison. Les attaques les plus précoces ont pu étre observées
des le stade 2 nceuds... Des rares pustules peuvent étre observées dés le stade 3 feuilles
en particulier si I’hiver est trés doux et les semis précoces. Cette infestation constituera
I’inoculum initial.

e Parcelle : La répartition est homogene dans la parcelle (dissémination par le vent).

e Feuille : Pustules allant du brun au brun orangé, dispersées sur la feuille,
essentiellement sur la face supérieure. Les quelques pustules du début d’attaque
peuvent générer des centaines de pustules, si le climat est chaud et humide.

e Epis : Les attaques graves peuvent atteindre 1’épi (barbes, glumes) en fin de

cycle(figure 8).
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Figure 8 : Représentation des pustules dispersées de fagcon homogéne chez le blé
(triticum). (BASF SE2019).

Astuce : Les pustules contiennent une poudre brun orangé (spores) qui reste sur les doigts

apres contact.
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2.3 La Septoriose du ble

Mycosphaerella graminicola (Septoria tritici), est une maladie qui touche
essentiellement le blé,et occasionnellement le seigle, le triticale et certaines especes de

graminées (figure9).

< . ' 2 '
Image représentant la septoriose chez le blé (triticum).(Arvalis,2020)

Figure 9 :

2.3.1 Symptomes

La plupart des années, les symptémes de la Septoriose peuvent étre observes dés les

premiéres phases de croissance.

Dans les jeunes parcelles de blé a semis automnal, des plaques aqueuses, qui prennent
rapidement une apparence brune et nécrotique, sont déja observables début décembre,

ainsi que tout au long de I’hiver sur les étages foliaires inférieurs.

Celles-ci contiennent des pycnides noires apparentés, la principale caractéristique de M.
graminicola.

La présence de pycnides est particulierement fréquente sur les feuilles mortes hivernantes
du blé d’hiver. Sur le plant mature, les 1ésions sont de couleur brune, et parfois limitées
par des veines qui leur donnent une apparence rectangulaire. Les pycnides noires
deviennent davantage visibles dans les Iésions lorsque les symptémes se manifestent. Les
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Iésions peuvent confluer, et créer ainsi de larges zones de tissu nécrotique de couleur

brune (figurel0).

Figure 10: Representation de pycnide noir sur le fuille du ble (triticum).(Arvalis-institut
du végétal ,2018) .

2.3.2 Evolution

A I’automne, le champignon, présent sur les résidus de paille, va contaminer les jeunes
pousses de blé et débuter son développement.

En hiver, sa progression est ralentie par les conditions climatiques défavorables.

Au printemps, les températures plus clémentes vont réactiver 1I’épidémie. Les symptomes
apparaissent et les pycnides vont assurer la propagation de la maladie par effet « splashing
» (projection des spores par les gouttes de pluie) des étages foliaires inférieurs vers les

étages supérieurs, mais aussi aux plantes voisines.

2.4 Helminthosporiose (tan spot)

La tache auréolée affecte le blé. C’est une maladie répandue en Algérie. Elle est plus
fréquente dans les régions dont la pluviométrie est importante. Elle est causée par le

champignon Drechslera tritici repentis. (Figure 11).
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Figurell:Image représentant I’helminthosporiose (tan spot) chez le blé
(triticum).(Acta,2016).

2.4.1 Symptomes

Cette maladie peut s'observer sur les feuilles (figure 12). Elle apparait le plus souvent en
fin de cycle de la culture, Apparaissent sur les 2 faces du limbe des feuilles. Les taches
les plus typiques sont petites, brunes, avec au centre un point noir ou un anneau brun
fonce, correspondant a la zone de contamination du champignon. Les grains de blé sont
plus petits avec un aspect ridé. lls peuvent étre colorés en rouge, avec un noircissement
de la partie germinative La maladie débute sur les semis d'orge agés d'un mois. Il ne se
forme tout d'abord que des rayures pales sur les feuilles puis il apparait des bandes
réguliéres partant du bas de la gaine jusqu'au sommet du limbe. Ces bandes sont d'abord
vert jaunatre puis fortement décolorées et enfin brunes. Les feuilles atteintes se flétrissent,
retombent le long du chaume et, en se desséchant, se fragmentent en laniere de largeur
limitée (internervaire). L'épi est fréquemment completement arrété dans sa croissance. Il
avorte alors dans les dernieres gaines et seule I'extrémité des barbes apparait au sommet
du chaume. Les épis des tiges attaquées restent érigés ce qui permet d'estimer les
dommages surtout en ce qui concerne les variétés dont I'épi se recourbe.
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Figure 12: Progression de I’helminthosporiose du bas vers le haut chez le blé
(triticume). (Acta,2016).

2.4.2 Evolution

La tache auréolée hiverne sur le chaume de blé, la paille a la surface du sol ou
partiellement enfouie, et les balles de paille de blé. Les spores, qui sont produites au
printemps, sont transportées par le vent jusqu’aux plants en croissance. L’infection
demande au moins six heures de temps pluvieux, et les températures oscillant de 15 a
28°C avec des périodes de rosée favorisent 1’infection. Les spores produites sur les
feuilles atteintes ont tendance a se propager au cours de la saison de croissance pendant
les périodes pluvieuses. La tache auréolée a accentué sa présence dans les Prairies avec

la hausse du travail réduit du sol, et le semis direct, en particulier dans les monocultures.
2.4.3 Les conditions favorables

A son développement sont une température entre 18 et 28°C; humidité entre 60 et 100%;

un temps pluvieux et couvert qui persiste plus de 48 heures permet I’infection des plantes.
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3 Amélioration vegétal chez le blé

L’amélioration des plantes, en interaction avec I’agronomie, a déja beaucoup apporté a la
satisfaction des besoins alimentaires de ’homme, d’un point de vue génétique, le but de
I’amélioration des plantes est de réunir dans un méme ensemble de plantes, une variété,

le maximum de genes favorable pour les différents caracteres a ameliorer.
L’amélioration du bl¢ a principalement les objectifs suivants :

o Développer des variétés de bonne qualité technologique.

« Identification de sources de résistance et /ou de tolérance.

o Développer des variétés productives et adaptées aux conditions
climatiques.

o Valoriser au mieux les produits des céréales (grain, paille).

o Développer des variétés résistantes aux maladies et insectes.

o Préserver le germoplasme local.

3.1.1 Creation varietale

La biodiversité se conserve mais se crée aussi. La création variéetale peut étre induite par
I’hybridation ou le simple mélange entre deux ou plusieurs variétés choisies. La création
variétale peut aussi étre fortuite, ¢’est le cas des hybridations naturelles, des mutations
naturelles... Les plantes ainsi repérées par I’homme peuvent Etre multipliées et
sélectionnées pour donner naissance a de nouvelles variétés.

C’est I’ensemble des processus visant a rassembler des caractéres d’intérét au sein d’une
nouvelle variété de plante cultivée. Ces caractéres sont généralement recherchés chez des
variétés déja existantes ou chez des plantes sauvages de la méme espece ou d’especes

proches.

«Les especes présentent plusieurs variétés cultivées ou cultivars».
Cultivar ou « variété cultivée » : population artificielle au sein d’une
espéce, caractérisée par:

- Une base génétique étroite (voire réduite a un génotype);

- Des caracteres agronomiques homogeénes bien définis;

- Sa reproductibilité selon un schéma de sélection fixé et déposé.
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3.1.2 Obijectifs de la sélection

Les objectifs de la sélection sont nombreux. Généralement, le premier critére évoqué est
la productivité. Celle-ci dépend de nombreux facteurs. Elle peut étre le résultat de
la réduction des facteurs limitant du rendement, mais le potentiel de productivité peut
également étre accru par une amelioration de la physiologie des plantes : augmentation
de I’activité photosynthétique, meilleure croissance, amélioration de la migration, de la
répartition des assimilats et/ou de la mobilisation des réserves de la plante (grains,
racines...).

Certaines plantes comme le blé nécessitent une adaptation variétale importante aux
conditions de sol et de climat. Pour les agriculteurs, 1’un des facteurs les plus importants
est la résistance aux maladies et aux parasites.

Ceci intervient non seulement dans le rendement, mais aussi dans le revenu de
I’agriculteur. En effet, il peut exister d’autres solutions comme 1’utilisation de produits
de traitement qui, le cas échéant, peuvent augmenter les charges opérationnelles sur la
culture.

La sélection prend depuis longtemps en compte le besoin qualitatif et les contraintes
industrielles des transformateurs. La qualité intrinséque de la récolte, son état sanitaire,
I’homogénéité des lots, I’aptitude des lots a la conservation, les qualités technologiques
pour la transformation et les utilisations (boulangerie, biscuiterie, trituration...) sont des
facteurs de sélection importants, diversifiés et codifiés dans des cahiers des charges.

Les attentes vis-a-vis de 1’agriculture augmentent et se diversifient : meilleur respect de
I’environnement, lutte contre le changement climatique, qualité nutritionnelle
améliorée, production de molécules... La recherche prend déja en compte ces nouveaux
criteres afin de permettre par exemple la production d’énergie via la biomasse, de
substances a usage non alimentaire comme des huiles particulieéres pour I’industrie, voire

de vaccins ou de médicaments.

3.1.3 Les différents types de sélection
a) Sélection massale ou visuelle (jusqu’a la fin du 19éme
siecle)
C’est la sélection dans la masse d’une population végétale selon des criteres

phénotypiques propres a chaque agriculteur qui cultive cette population. Cette technique
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ancestrale de sélection permet d’améliorer la valeur moyenne de I’ensemble des individus
de la population.

Elle consiste a retenir, dans une population, certaines plantes avec des caractéres
intéressants dont les graines seront utilisées comme semences I’année suivante.

Selon Bouharmont (1994), cette méthode a longtemps été appliquée avec succes chez
beaucoup d'especes allogames. Elle consiste a récolter la semence destinée a la génération
suivante sur les plantes qui correspond aux souhaits de I'agriculteur. Pour les caracteres
fortement heritables, la sélection est efficace, elle se traduit par une augmentation
progressive de la fréquence des alléles favorables dans les populations ; elle est plus lente
que chez les autogames, surtout lorsque plusieurs génes sont impliqués. L'observation du
phénotype suffit pour la couleur du fruit, la morphologie de l'inflorescence ou la
précocité.

La sélection massale pour le rendement est plus difficile : un test de descendance portant
sur quelques dizaines de plantes est nécessaire pour controler la valeur des individus

repérés au champ.

b) Sélection récurrente

Dans son principe, la sélection récurrente se rapproche de la sélection massale dans la
mesure ou l'objectif est d'améliorer la valeur moyenne d'une population en sélectionnant
de génération en génération les meilleurs individus de cette population. La différence
avec la sélection massale réside dans le fait que les croisements sont cette fois-ci
contrélés, et que la sélection récurrente conduit a la sélection de lignées ou d'hybrides.
Cette méthode permet de limiter la perte de variabilité génétique au cours du processus
de sélection : c'est la méthode de choix pour travailler sur des caractéeres dont le

déterminisme génétique est complexe.

c) Selection moderne ou généalogique (a partir du 20éme
siecle)
C’est un procédé qui consiste a croiser volontairement des plantes qui disposent de
caracteres que I’on désire perpétuer et/ou associer.
La découverte de la reproduction sexuée des végéetaux (1676, Millington-Grew) puis la
redécouverte des lois de Mendel (1865) par De Vries (1903) posent les bases

scientifiques de la sélection moderne
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Cette méthode est également appelée sélection individuelle ou sélection par la méthode de lignées
pures ou pedigree. Elle est utilisée surtout pour I'amélioration des plantes autogames (Zahour,
1992).

Cette méthode consiste a choisir des individus dans une population hétérogéne et procéder ensuite
a l'étude des descendances en autofécondation en suivant la filiation généalogique de chaque
individu (plante ou épis par ligne), d'ou le nom de sélection généalogique (Demarly et Sibi,
1996), a chaque génération, on choisit des plantes intéressantes et on attend la génération suivante

pour voir si le caractére retenu s'extériorise & nouveau et de fagon homogene (Vespa, 1984).

En partant d'une F2 trés hétérogéne, des autofécondations successives et des éliminations
importantes aboutissent a la création d'une lignée tres fortement homozygote pour ses caracteres ;
Si elle présente des caracteres intéressants, cette lignée sera déposée a l'inscription et deviendra

une variété commerciale (Maciejewski, 1991).

- La premiére étape consiste a choisir un nombre important de plantes ou d'épis au sein d'une

population hétérogene.

- La deuxiéme étape consiste a semer les descendances des plantes choisies (plante ou épi par
ligne) pour une sélection visuelle. Souvent, des épidémies de maladies sont artificiellement créées
pour éliminer les descendances sensibles. Les lignées défectueuses sont alors écartées et seules

les lignées supérieures sont gardées.

Aprés élimination des types non désirables, chaque lignée homogéne est récoltée et sa
descendance est semée séparément durant une ou plusieurs années pour des observations

supplémentaires dans différents environnements.

- La troisieme étape commence lorsque le sélectionneur ne peut plus choisir entre les lignées sur
la seule base d'une sélection visuelle. Les lignées restantes (généralement tres peu) sont alors
comparées entre elles et avec une ou plusieurs variétés déja établies. Les comparaisons se font
généralement pour le rendement et pour d'autres caractéres tels que la résistance aux maladies, la

précocité, la hauteur (Zahour, 1992).

La sélection genealogique est une méthode efficace pour les caracteres peu influencés par le
milieu (Gallais et al. ,1992). Son grand intérét est de fournir a la grande culture des lignées pures
dont les avantages sont considérables : végétation uniforme, tiges de méme hauteur, grains de

méme taille et rendement élevé (Khaldoun et al. ,2006).
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e La méthode Bulk

Le sélectionneur laisse la population de départ F2 s‘autoféconder pendant plusieurs
générations ; Au cours des autofécondations successives, les différents caractéres

intéressants a I'état récessif peuvent s'extérioriser en devenant homozygotes.

Le choix des plantes intéressantes commence au plus tot en F4 (alors qu'en sélection

généalogique, elle commence en F2) (Maciejewski ,1991).

Jusqu'a ce stade, les premiéres générations F2. F3 etc. Sont récoltées en vrac et ressemées
sans aucune identification de pedigree : aucun choix, sauf des éliminations par

compétition ou par sélection naturelle (Demarly et Sibi, 1996).

A partir de la F5, la technique de travail de la méthode Bulk s'identifie a celle de la

sélection généalogique (Maciejewski ,1991).

L'intérét de la stratégie est d'avoir allégé considérablement les premieres générations et
de reporter les choix sur les structures F4 déja fortement homozygotes (Demarly et Sibi,
1996).

e Back-Cross

Le rétrocroisement, ou back-cross, est utilisé pour introduire un caractére intéressant,
comme la résistance a une maladie par exemple, dans une lignée de bonne valeur

agronomique.

Cette lignée est croisée avec une autre lignée : une plante sauvage apparentée ou une
plante appartenant a une espece proche qui possede le caractére d'intérét. Aprés avoir
vérifié que I'nybride posséde ce caractere, on procede a une série de croisements avec la
lignée d'intérét agronomique (rétrocroisements), en sélectionnant a chaque étape les

plantes qui portent le caractére d'intérét.

Les rétrocroisements sont répétés pendant 6 a 8 générations, ce qui permet d'obtenir une
lignée extrémement proche de la lignée initiale mais qui posséde en plus le caractére que

I'on voulait introduire.
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Les descendants issus du premier croisement possedent 50% du patrimoine génétique de
la lignée élite, et 50% du patrimoine du donneur. Lors des backcross suivants, la
proportion du génotype élite augmente, les individus obtenus au deuxiéme backcross sont
75% élite et 25% donneur.

Au bout du septiéme backcross, la part de la lignée élite est de 96,88%, on estime alors
que la lignée obtenue est suffisamment proche de la lignée élite. On tend vers 1’obtention

d’une lignée isogénique, en ne différant de la lignée élite que par un seul géne.

e La sélection par filiation unipare (SSD)

Cette méthode, utilisée pour la sélection des plantes a cycle court, s'applique peu chez les
ceréales. Elle convient pour les especes qui donnent facilement plusieurs genérations par

an et peu de graines par gousse, les potageres par exemple (Maciejewski ,1991).

Au lieu de décider quelle plante F2 sera retenue, on récolte systématiquement une seule
graine ou un seul épi par plante F2. Lorsque les plantes ont bien progressé vers un taux
d'homozygotie satisfaisant, on poursuit par la méthode pedigree (généalogique) qui
autorise alors un choix bien plus pertinent (Anonyme, 2006) I. Les autofécondations sans

sélection sont répétées sur 4 a 5 générations au total ;

Le sélectionneur garde ainsi un exemplaire, au moins, de chaque plante de la population
de départ (Maciejewski ,1991).

Le but est d'obtenir des lignées a partir d'un maximum de plantes F2. Ceci permet de
réduire les risques de perte des génotypes supérieurs par sélection (artificielle ou
naturelle) surtout pour les caracteres a faibles héritabilites tels que le rendement (Zahour,
1992).

Le désavantage principal de la sélection SSD, est la part importante du hasard qui risque
de conserver beaucoup de matériel inintéressant. Théoriquement cette méthode est celle
qui garde cependant toute la variabilité génétique et peut servir de témoin de I'étendue de
celle-ci (Boubekeur, 2005).
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e La mutagenése

D’apres (Beaudoin et al. (2002).I’organisme a une tendance naturelle a passer
d’un état héréditaire a une autre, le processus est appelé mutation. Elle est définie
également d’apres (Donini et Sinino, 1998) comme étant un changement de la structure
soudain du caractere hérité et qui serait par la suite transmis a la décadence. Ces

changements peuvent se produire a trois niveaux :

-La mutation chromosomique se traduit par un changement de la structure du
chromosome, des segments de chromosome, ou méme des groupes de chromosomes.
Elle se manifeste par addition ou délétion d’un seul chromosome ou dédoublement du
chromosome.

- La mutation spontanée peut se produire sans cause apparente, des analyses ont révélé
que les facteurs internes et externes de la plante pourraient étre responsables de ces
mutations.

-La mutation génique elle affecte généralement un seul gene en agissant sur la structure

des molécules d’ADN constitutif de ce géne.

Les mutations induites ou mutation artificielles sont provoqués par :

Des agents mutagenes physiques tels que les rayons, des isotopes radioactifs surtout ceux
du Cobalt et du Césium, les rayons Gamma et les Neutrons.

Des agents chimiques le plus souvent le methyle-sulfonate d’éthyl(MSE) et sulfate
diéthyle (SDE, Ethyléneimine (IE), Nitrosouréthane d’éthyle (NUE), Ethylnitroso urée
(ENH) méthyle nitroso urée (HNM) (Mohan et al., 1998 ; Beaudoin et al.,2002).

4 Biotechnologies et solutionsproposées (amélioration vegétal du blé)

Au sens large, les biotechnologies peuvent étre definies comme un ensemble de
techniques et de connaissances permettant d’exploiter les propriétés du vivant a des fins

d’application (Gros-claude, 1998).

Si la réalisation d’essais en plein champ et I’expertise humaine restent la base du métier
de sélectionneur, les méthodes classiques de sélection sont désormaiscomplétées par les

biotechnologies qui permettent de gagner un temps précieux.
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Parexemple, avec les biotechnologies, il est désormais possible de cartographier le
génome du blé ce qui lui permet de trier le matériel génétique et d’identifier le géne qui
va conférer la résistance. Ce gene de résistance sera alors introduit dans une variété par
croisements successifs et suivi grace a un marqueur moléculaire pour vérifier qu’il est
toujours bien présent a la sortie. Ainsi, les délais pour obtenir de nouvelles variétés sont

beaucoup plus courts.
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Chapitre 3 : mateériel et méthode

Dans le cadre d’un rapport de stage al’unité de recherche biotechnologie al’institut
desrecherches agronomiques —Rabat, Maroc,des recherches sur les genes de résistance
aux maladies fongique notamment (rouille brune) grace a des techniques de marquage
moléculaire qui furent réalisés par le Docteur Sripada UDUPA ainsi que Mme Laila

DAHBI. Le protocole se fait comme suit :

1 Préparation d'un gel d'agarose a 1%

Pour préparer 300 mL de gel (1% de 300 mL = 3g de poudre d’agarose) :

1) Incorporer 3g de poudre d'agarose dans un Erlenmeyer.

2) On a du TBE dilue 5x, on veut du TBE dilue 0,5x: 30 mL de TBE 5x compléte a l'eau
distillée jusqu'a 300 ml. Verser la solution obtenue dans I'Erlenmeyer.

3) Placer I'Erlenmeyer dans le micro-onde apres avoir marque la limite du liquide.

4) Retirer I'Erlenmeyer une fois que le liquide est limpide.

5) Refroidir : Placer I'Erlenmeyer dans une bassine d'eau froide sur un agitateur
magnétique (mettre un barreau magnétique dans I'Erlenmeyer) et maintenir ainsi jusqu'a
ce que I'Erlenmeyer soit tiede.

6) Couler le gel doucement avec un débit régulier pour ne pas faire de bulles.

7) Laisser le gel solidifier (30 min environ).

Rem : Pour régler le peigne d'électrophorése prendre un papier Wattman plie deux fois et
le placer sur le bac. Poser le peigne pardessus et ajuster sa hauteur en fonction de la largeur
du papier en utilisant les vis du peigne.

Préparation d'une solution de TBE 5x

Tableau 4: Représentation d’une préparation de solution TBE.

Ajuster a 1’eau distillée jusqu’a

ACide BO]”iq ue 2 8 g 600ml puis ajuster le ph a 8 avec de
. I’acide borique.
Tris-Base 54 ¢

E DTA (0} 5 M) 2 0 m L fil_lSter le tout a I’eau distillée jusqu’a
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2 Extraction dADN

Prélevement d’échantillons sur des jeunes feuilles de blé placées chacune dans un tube
Ependorff.

Placer les tubes, couvercle ouvert dans une étuve a 60°C pendant 24h (ou dans un
lyophilisateur).

2.1 Broyage:

1) Placer une bille d'acier 5 mm dans chaque tube apres avoir rincé les billes a I'alcool.
2) Placer les tubes dans le broyeur (Tissue Lyser Qiagen) -quatre tubes de chaque cote-
et régler I'appareil pour 10 min a 30t/s.

2.2 Solution d'extraction :

Solution a préparer sous la hotte (le BME est irritant et sent fort) : les 14 mL et 28 pL
dans un bécher a couvrir avec de I'aluminium.

-Placer le bécher dans un bain marie a 65°C juste pour préchauffer.

-Sortir les échantillons broyés du broyeur et retirer la bille de chaque.

-Prélever 700 pL du bécher et les mettre dans chaque échantillon. Fermer, agiter.
-Ajouter 700 pL a nouveau.

-Fermer les tubes et les placer sur une plaque dans le bain marie.

-Pendant une heure sortir la plaguetoutes les 15 min pour agiter.

-Ajouter 500 ML de phénol chloroforme Isoamyl alcool (24 : 1) dans chaque tube et agiter
doucement pendant 15 min.

-Centrifuger pendant 15 min a 30000 tours/min a la température ambiante.

- Mettre 666 pL d'isopropanol dans 8 nouveaux tubes Ependorf 2 mL. Mettre les tubes
au congélateur.

-Sortir les tubes de la centrifugeuse et les placer sur un support.

-Placer en face de chacun un tube sorti du congélateur et les marquer des mémes noms.
-Prélever1000 UL de surnageant sans chaque tube sans toucher le culot et les ajouter aux tubes

d’isopropanol froid
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-Placer les tubes mélange
isopropanol/surnageant dansle
congélateur pendant 1h.

i

[ e -
federe e e
Prestérhnes
Palvinieres

-Jeter les tubes avec culots seuls.

Figure 13: Différentiation des phases lors de I'extraction d’ADN

-Mettre les tubes a centrifuger 10 min
13000 tours a 4°C (refroidir la
centrifugeuse a l'avance)

-Enlever le surnageant sans secouer. La

pelote d’ADN est une petite plaquette
blanche au fond du tube.

Figure 14: Image correspondant a une centrifugeuse.

-Rincer avec 1mL d'éthanol 70% pendant 5 min.

-Centrifuger pendant 5 min(13000 tours).(Ne garder que la pelote dans le tube )

-verser doucement le liquide dans un bécher poubelle et s'aider de papier absorbant pour
les dernieres gouttes.

-Tapoter le tube contre la table pour faire retomber la pelote au fond du tube quand elle
glisse.

-Placer les tubes ouverts sous ventilation stérile pour sécher pendant 5 min. Une fois
séchées les pelotes sont invisibles.

-Re-suspendre I'ADN dans 100 pL d'eau ultra pure.

- Mettre les tubes au réfrigérateur pour la nuit.
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3 Roles des différents produits utilisent dans ce protocole

Le CTAB (cetyltrimethyl ammonium bromide) est un détergent qui rompt les membranes
des cellules de la plante.

Tete polaire Queue hydrophobe

Figure 15: Image représentative de la structure CATB.

Il s'agit d'une molécule amphiphile. On retrouve cette méme propriété chez les lipides qui
composent la bicouche lipidique des membranes biologiques. D'aprés le modele de la
mosaique fluide des membranes biologiques les protéines membranaires de la bicouche
lipidique y sont enfermées par interactions hydrophobes avec les queues lipidiques.

Les détergents biologiques tels que le CTAB solubilisent les protéines membranaires et
détruisent la bicouche lipidique en
formant des micelles lipide-CTAB (les
tétes hydrophiles des lipides et du CTAB
interagissent avec les liaisons hydrogene
d'H20 et les queues hydrophobes forment
des agrégats) ainsi que des complexes
CTAB-protéines (les parties hydrophobes

des protéines et du CTAB forment des

liaisons hydrophobes ce qui protege et
solubilise les protéines).

Figure 16 : Représentation de la solubilisation

des Protéines membranaires par CTAB.

Le B-Mercaptoethanol (BME) est un agent réducteur qui dénature les protéines
notamment en réduisant leurs ponts disulfures ce qui détruit leurs structures secondaires
et tertiaires.

Dans une protéine deux groupements thiols de 1’acide amine soufre cystéine peuvent
s’oxyder pour former une liaison covalente cys-SScys : c’est ce que I’on appelle un pont

disulfure.
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Le BME a aussi pour role d'éliminer les tanins ainsi que les polyphénols présents dans les
feuilles.

Dans le mélange phénol chloroforme isoamyl alcool le phénol et le chloroforme forment
une bonne combinaison pour dénaturer les protéines. L'isoamyl alcool empéche la
formation de mousse lors du processus. Le phénol ayant une densité supérieure a celle de
I'eau (1.07 g/cm® contre 1.00 g/cm®) il forme une phase inferieure (phase organique). Le
chloroforme facilite la formation de cette phase car il est miscible avec le phénol et qu'il

a une densité plus grande : 1.47 g/cm3.

L'eau étant plus polaire que le phénol, I'ADN, qui est chargé négativement par ses

groupements phosphates, est soluble dans la phase supérieure (phase aqueuse).

Les acides aminés hydrophobes des protéines ainsi que les polymeéres hydrophobes
interagissent avec le phénol : ils précipitent dans l'interphase. Cette interaction

hydrophobe avec le phénol cause aux lipides de précipiter dans la phase organique.

L'isopropanol permet de faire précipiter 'ADN pour former une pelote d'ADN aprés
centrifugation. En effet le groupement hydroxyle de cet alcool forme des liaisons
hydrogene avec l'eau et est soluble dans I'eau, or 'ADN n'est pas soluble dans
I'isopropanol. Les molécules d'eau et d'isopropanol forment un réseau forgant ainsi I'ADN

a précipité.

4 Quantification des échantillons

Sortir les tubes du réfrigérateur et les passer a la centrifugeuse pendant 5 min 13000 tours
a 4°C. Transférer 100 pL de chaque tube vers la ligne 7 de I'ADN stock Algeria de
Chafika.

Tableau 5: tableau des marqueurs par rapport aux variétés.

Ligne7 BM [BM |[FA |FA |[GGR |GGR |HD |HD
(Marqueur) | A B C D E F G H

De I'ADN stock ligne 7 prélevé 3 pl y ajouter 3 ul de Bom et 4 uL d'eau ultra pure.
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4.1 Préparer la migration :
-Verser du TBE dans la cuve d'électrophorése des deux cotés du gel jusqu'au max fill

apres avoir enleve les peignes. Du mélange prélever 8 ul de chaque échantillon et placer

dans les puits.
-Mettre 5 pL de marqueur lambda dans le premier puits.

-Passer de 60 V a 80-100 V pendant ~1h.

4.2 Révélation du gel :

-Retirer le gel délicatement et le placer dans un bac plein de BET Mettre le bac sur un

agitateur basculant 2D pendant 20 min.
-Remplir le bac d'eau et le placer sur lI'agitateur pour un ringage pendant 10 min.

-Placer le gel apres I’avoir seché au papier absorbant dans la machine Bio Rad Gel Doc
XR+.

5 Résultats de la quantification

Puits
bp ngl0Spg %

21226" 2188 418

5148 531 10
£ 973 5139

208 M
- 35%* 38

ADN

~o D
W

0w

=fi 0 48

— 1584 163 33
- 1375 W2 28

Smires
ARN

md A R

~ 564 58 12

1% Topiisior™ LE GO Agaross SRMS1)

0.5 iy, 8 cm keagth oH,
1X TAE, 7 Viem. 45 min

Figure 17: Résultat de la quantification.

5.1 Concentration en ADN
Pour estimer la concentration d'une bande d’ADN en interprétant le gel on compare

I'épaisseur de la bande a celle de la bande du marqueur au niveau de laquelle elle est et
dont on connait la concentration.
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Pour effectuer une PCR on utilise un volume Vf=100 UL et Cf=10-5-80 ng/ UL Il y a
trop d'approximations si on tente d'estimer par le calcul notamment car 'ADN n'est pas

entierement concentré au niveau de la bande visible.

Il est possible de quantifier I'ADN en utilisant la spectrophotométrie, le nano drop ... mais
I’ADN n'étant pas pur (ca prendrait trop de temps et ¢a serait trop couteux de le purifier)

lors de la spectro I'ADN n'est pas le seul a absorber les ondes lumineuses.

5.2 Qualité de 'ADN
Un bon échantillon d’ADN est long (+20KB) car lorsque I'ADN est dégradé il est découpé

en petits morceaux. Les 8 bandes d'’ADN ici sont a environ 21 KB I'ADN est donc de

bonne qualité.
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6 PCR

Pour la PCR on a choisi de faire les dilutions suivantes (approximation 1'ceil sans calcul)

que I'on a placé dans la 6éme ligne de I'ADN stock Algerie.

Tableau 6 : représentation les taux de dilution.

Ligne 7 A B C D E F G H
Noms BM |BM |FA |FA |GGR |GGR |HD |HD
ADN(uL) (20 |10 |10 |5 10 |10 |10 |5
Eauultra |80 [90 |90 |95 |90 [90 |90 |95
pure (uL)

Dans cette PCR on a mit un échantillon de chaque BM FA GGR et HD; 2 échantillons

témoins Annuelo et Stylet pour vérifier que les extractions de Chafika sont bonnes; 10

aléatoires de la F1 (pour comprendre pourquoi la PCR précédente n'avait pas marche); 2

échantillons test qualité de BIlé tendre => Total de 16+2 (marge) échantillon.

Tableau 7: composant des échantillons.

1 échantillons 16+2 échantillons
Water 4,375 uL 78,75 uL
Buffer 5x 2 uL 36 uL
MgCI2 0,6 uL 10,8 uL
dNTP 1 uL 18 uL
Primers 1L 18 pL
Tag 0,025 pL 0,45 uL
DNA 1 uL 1uL

L'amorce utilisée est celle du gene de résistance LR 34 notamment résistant a la rouille

brune.

Les 10 échantillons aléatoires:
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Tableau 8: emplacement des échantillons sur les barrettes.

Barrette | 1:1 | 1:2 | 1:3 1:4 1:511:6|1:7|1:8
1

Barrette | 2:1 | 2:2 |Stylet | Annuello| BM | FA | GGR |HD
2

Préparer le mix PCR pour 18 aprés avoir fait un spin down de 10 secs aux différents

composants. Ne sortir la Tag pour I'ajouter au mix qu'a la derniére minute et essayer de

la maintenir la plus froide possible.

Pour chaque échantillon d'1 pL d'’ADN déposé dans un tube de barrette PCR, prélever 9

pl du mix et I'y ajouter. Effectuer un Spin down a la centrifugeuse (10 sec) Placer les

barrettes dans la machine PCR pour un cycle de 3h :

S 5:00 0:45 '\ 55°C

Figure 18: Représentation des différentes phases du cycle de PCR.

g4

94°C

72°C

1 0
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Chapitre 4 : résultat et discussion

1. Résultats

GGR FA BM Ann. StylL

Figure 19: Révélation électrophorese des résultats de la PCR.

D'aprés le gel il y a bien eu amplification d'ADN c'était le but des 10 échantillons
aléatoires.

Pour les quatre échantillons BM GGR FA HD, On les compare & Stylet et Annuello
(parents) pour l'interprétation.

La bande d'ADN de Stylet est entre 200 et 300 pb, or l'allele sensible du gene LR34 est
amplifié & 229 pb. Stylet est donc sensible a la rouille brune.

La bande d’ADN de Annuello est située entre 100 et 200 pb, or l'allele résistant du gene
LR34 est amplifié a 150 pb. Annuello est donc résistant a la rouille brune.

De la méme maniere on voit que FA sont sensibles et GGR et HD résistants.
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2. Discussion

La sélection des variétés resistantes a la rouille brune est possible de différente maniére.
La sélection classique qui consiste a croiser des variétes résistantes a la rouilles brune
pour ensuite sélectionner les descendants qui ne présentent pas ou peu de symptémes de
la pathologie , ce cycle de sélection est répété plusieurs fois, cette technique peut prendre
beaucoup de temps voir une dizaines d'année pour l'obtention de la variété souhaiter
d’autant plus qu’elle n’est pas spécifique contrairement aux techniques
modernes(marquage moléculaire), I'nybridation des amorces des géne résistant la rouille
brune avec les fragment d’ADN des variétés étudier permettent aux biotechnologies de

sélectionner la variété désirer de maniere spécifique et a moindre délais .

Conclusion

Aujourd’hui, avec le marquage moléculaire, de nouvelles perspectives s’ouvrent pour le
sélectionneur. La mise en évidence de marqueurs moléculaires liés a des génes de
résistance aux maladies dans des lignées de blé en cours de sélection, ou servant de
parents potentiels dans les croisements,
permet d’intervenir précocement au niveau d’un schéma de sélection. Cette sélection
permettra des constructions de génotypes qui sont difficilement réalisables par la
sélection phénotypique. De plus, dans la sélection classique, les effets des genes
peuvent étre masques lors de 1’accumulation de facteurs de résistance & une méme
maladie et le phénotype ne permet donc pas le choix, avec certitude, de la combinaison

de génes souhaités.

Par ailleurs, la création de variétés résistantes par des rétrocroisements assistés par
marqueurs est uneméthode qui reste économique et écologique et ne présente,
contrairement aux organismes génétiqguement modifiés (OGM), aucun risque ni probleme
éthique concernant leur acceptabilité puisque les ressources
génétiques sont utilisées depuis le début de la
sélection.Les marqueurs moléculaires ont déja fait leur preuve de robustesse et de
précision pour I’étiquetage la cartographie de caractéres d’intérét chez les plantes,
particulierement chez le blé. Toutefois, bien que leur utilisation devienne une realité, la

maitrise du colt de marquage constitue encore un défi pour beaucoup d’utilisateurs.
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Ce codt peut étre réduit d’une part, par la simplification et la robotisation des
techniques de marquage moléculaire et d’autre part,par ’intégration d’outils de
génomique développés chez le riz, plante modéle pour lesmonocotylédones/céréales
et de bio-informatique qui permettent d’analyser les séquences des génes chez cette plante
simple, et de rechercher les génes ayant la méme fonction dans des especes différentes.
Le développement de nouvelles technologies comme les SNP (Single
NucleotidePolymorphismes) qui permettent la recherche et 1’exploitation du
polymorphisme au nucléotide prés ouvre de nouvelles voies d’applications pour la
génétique végétale. Ces techniques s’avérent tres prometteuses pour les utilisations a
grande échelle et peuvent étre considérées comme les marqueurs moléculaires de
demain (Gupta et al, 2001 ; Rafalski, 2002a,b).

Ces nouvelles approches (génomique, bio-informatique, SNP) ainsi que 1’accés aux
banques de

Séquences EST (Expresse Séquence Tags) peuvent accélérer la cartographie génomique

et ’étiquetage des génes chez les cultures a génome complexe comme le blé.
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