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Titre: Identification de marqueurs physiologiques & la tolérance a la sécheresse chez le
tournesol (Helianthus annuusL.).
Résumé

La variabilité génétique de traits agro-physiolagig de tolérance a la sécheresse chez le
tournesol a été étudiée a partir d’expérimentaji@mnduites en conditions contrdlées et au
champ, réalisées sur des populations exprimantsdigesources de variabilité génétique : des
lignées recombinantes (RILS) et des mutants.

Dans un premier temps, les LIRs et leurs parentgt@nphenotypés en serre et au champ
avec deux traitements hydriques (irrigué et sédsede Le phénotypage a porté sur des caracteres
agronomiques (précocité de la floraison, surfadaife a la floraison, hauteur des plantes,
sénescence, rendement et...).En conditions contr@ée®), I'effet du traitement hydrique a été
significatif pour la totalité des caractéres étadiéxception faite pour la précocité de floraisbn
le nombre de feuilles a la floraison. En conditioasurelles (champ), I'effet du stress hydrique a
été significatif seulement pour le poids du capitet le rendement en grains par plantes. Une
interaction entre les LIRs et le traitement hydeicu été aussi observée pour la majorité des
caracteres étudiés pour les deux conditions (s¢rrkamp). Des différences significatives ont été
observées, en comparant la moyenne des parentscallecdes 10% des meilleures lignées
recombinantes sélectionnées, pour la quasi totdb caracteres étudiés dans les différentes
conditions, excepté pour la surface foliaire adaaison (LAF) en conditions contrdlées pour les
plantes bien irriguées. Ce gain génétique significaduit une ségrégation transgressive de ces
caractéres agronomiques. En utilisant la cartetggreédéveloppée dans le laboratoire, les QTLs
liés a ces caracteres ont été identifieés. Plusi€liss pour le rendement en grains par plante
(GYP) dans les deux conditions de cultures (sdrobh@mp) et pour les deux types de traitements
hydriques ont été identifiés sur différents grougediaisons, avec deux QTLs spécifiques a une
condition donnéeGYPN.4.1GYPI.7.] et les autres étaient liés avec plusieurs aatiescteres
morphologiques et agronomiques. Des co-localisataQTLs pour le rendement en grains par
plante et des QTLs de traits adaptatifs lies @lérance a la sécheresse ont été identifiés. En
effet, sur le groupe de liaison 5, un QTL pourdadementGYPW.5.1)st lié avec des QTLs
associés a l'ajustement osmotiqQu@A(5.9, au potentiel osmotique a pleine turgescence
(OPF.WS.5.2 au potentiel hydrique foliaird (WP.WS.5.JLet & la teneur relative en eau pour les
deux traitements hydriqueRWC.WW.5.2t RWC.WS.5)1 Un QTL majeur identifié pour 'AO
(OA.5.9 colocalisé également avec des QTLs détectés lposurface foliaire et le poids du
capitule. Ces différentes colocalisations de QTidiquent une base génétique commune pour la
tolérance a la sécheresse et les caracteres asaagiéndement.

Dans un deuxiéme temps, la variabilité génétiquéajiestement osmotique et des traits
hydriques foliaires associés a été analysée chezpopulation de mutants (M6). Dans cette
population, certains mutants présentent des pedafioces supérieures par rapport a la lignée
originelle quant a leurs capacités d’ajustementatigue. Septs marqueurs moléculaires associés
a I'ajustement osmotique ont été identifiés, dantE38M62_3 qui éxplique 17% de la variation
phénotypique. Certains marqueurs AFLP sont assaciésraits hydriques analysés dans les deux
types de traitements hydriques (marqueurs stab#s)s que d’autres sont spécifiques d’un
traitement hydrique donné. Ces marqueurs identifg@sraient étre utilisés dans des programmes
de sélection assistée par marqueurs pour 'améborale la tolérance a la sécheresse chez le
tournesol.

Mots clés Déficit hydrique, TournesolHelianthus annuusyariabilité génétique, Caracteres
agronomiques, Ajustement osmotique, IdentificaderQTLs.



Title:  Identification of  physiological markers for drought tolerance
in sunflower (Helianthus annuusL.)

Abstract:

In order to progress in the comprehension of tteeaxtters implied in drought tolerance in
sunflower, we carried out several experiments. Qaterials were two populations of sunflower
expressing various sources of genetic variabiRtycombinant Inbred lines (RILs) and mutants.

First, a mapping population of sunflower was usedstudy agronomical traits under
greenhouse and field conditions each with two wiaieatments and three replications. Days from
sowing to flowering, leaf number per plants, plaetght, plant leaf area at flowering, leaf area
duration, total dry matter per plant, head weighd grain yield per plant were measured for
recombinant inbred lines (RILs) and their parefitads. In the greenhouse conditions, significant
water treatment effect was observed for all of shedied traits except for days from sowing to
flowering and the number of leaf per plant. In fleédd conditions, water stress had significant
effect on only head weight and grain yield per plawater treatment x RILS’ interaction was
also observed for most of the traits in both fi@tdl greenhouse conditions. Genetic gain (positive
transgressive segregation) presented as the diffesebetween the mean of the top 10% selected
RILs and the mean of the parents, was significansdme of the traits. Transgressive segregation
would be the result of accumulation of positiveels coming from different parental lines.The
percentage of phenotypic variance explained by QMR% ranged from 4% to 40%. Several
QTLs for grain yield per plant (GYP) under four eatreatments were identified on different
linkage groups, among which two were specif@YPN.4.1 GYPIL.7.) and the rest were
overlapped with several other traits.Three QTLs ®&¥P were also overlapped with several
QTLs for drought-adaptive traits. On linkage grédym QTL for yield GYPW.5.1)s overlapped
with the QTLs for osmotic adjustmer®A.5.2, osmotic potential at full turgolOPF.WS.5.2,
leaf water potential LWP.WS.51 and relative water content under both water mneats
(RWC.WW.5. BndRWC.WS.5)1 This result showed a partly common genetic bfsisirought
tolerance traits (plant water status and osmotjgsathent) and grain yield in recombinant inbred
lines.

Second, we have evaluate the genetic variability for osmadjustment-related traits
among a population of gamma-induced M6 mutantsuoflswer and some molecular markers
associated with osmotic adjustment-related traisidentified. some mutant lines with higher
values than the original line were identified f@nmtic adjustment-related traits. Marker-trait
analysis showed that some AFLP markers were asedaidth each trait in both water treatments
(stable markers) and some others are specific fgiven water treatment. Furthermore, some
AFLP markers were associated with more than ore Trhe identified markers could be used in
marker-based selection programmes for improvingighotolerance in sunflower.

Key words: Drought stress, SunflowerHelianthus annuus, Genotypic variability,
Agronomical traits, Osmotic adjustment, QTLs idBcdtion.



Abréviations

Ws : Potentiel osmotique (osmotic potential).

Wt OU Thgo : Potentiel osmotique a pleine turgescence (osnmutiential at full
turgor).

Wt : Potentiel de turgescence (turgor potential ).

Ww : Potentiel hydrique foliaire (leaf water potetjtia

BIO : Masse seche par plante (BIOmass per plant).

DFM : Nombre de jours entre la floraison et la maguphysiologique (Days from
Flowering to physiological Maturity).

DSF: Nombre de jours entre le semis et la floraiddays from Sowing to Flowering).
GG : Gain génétique (Genetic Gain).

GYP : Rendement exprimé par la masse des grainesgaefGrain Yield per Plant).
HW: Masse du capitule (Head Weight).

LAD : Durée de surface foliaire verte en post flomaificeaf Area Duration).

LAF : Surface foliaire a la floraison (Leaf Area abWwering).

LN : Le nombre de feuilles par plante a la floraisio@af Number).

OA : Ajustement osmotique ‘AO’(osmotic adjustment).

PH : Hauteur de la plante a la floraison (Plant H8igh

QTL : Quantitative Trait Loci .

RIL ou LIR : Lignées Recombinantes (Recombinant inbred lines)

RWC ou TRE : Teneur en eau relative (relative water content).
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1. Introduction
1.1. Le tournesol : les enjeux de cette culture en  Algérie

Avec une production mondiale oscillant autour den8ions de tonnes, et
un rendement moyen de l'ordre de 12 g/ha, le t@aminest I'une des grandes
especes oléagineuses de la planete (Bover, 20@3).atouts internationaux de
I'espece sont sa richesse en huile, sa résistalaceécheresse et plus généralement
son faible besoin en intrants. En 2007, les prianaippays producteurs ont été
I'Union Européenne (15.2 millions de tonnes), las8la (5.6 millions de tonnes) et
I'Argentine (3.5 millions de tonnes) (http://wwwrdlowernsa.com). La demande
mondiale sur le marché des graines oléagineusissdiuiles est forte. Le tournesol
y tient une part essentielle puisqu’il représerti# Ide la production des graines et
12% de la production d’huile; la premiere cultutéosprotéagineuse étant le soja
avec plus de 50% de la production mondiale (Bo2609). Au sein de I'Union
Européenne, la France produit 1.4 million de tondesgraines de tournesol
(http://www.faostat.fao.org/). Le rendement moyenFeance est le plus élevé de
tous les pays grands producteurs de tournesol @bhavs 12.6 en 2007). Le
tournesol est d'abord cultivé pour ses graines, rgprésentent l'une des plus
importantes sources d'huiles alimentaires au mdoaléeneur en huile des graines

de tournesol est voisine de 45%.

Plus de 147 millions de tonnes de la production drala d’huiles végétales
est échangée sur le marché international (httpWwiao.org ; Banassi, 2009). Le
palme, et le soja sont les deux produits leadesss s ne représentent ensemble
que 60% du total. Il reste donc une place impogtactupée par les autres produits
tels que les huiles de : Coton, Tournesol, ColzacoCet de Palmiste (Hachemi,
2006). La production mondiale d’huile de palme, @uiconnu une véritable
explosion au cours des 20 dernieres années, depassi#lions de tonnes et est tres

fortement concentrée sur deux pays: la Malaisi€o5de I'offre mondiale) et
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I'Indonésie (31%). L'ensemble des autres pays duod@oy compris I'Afrique, qui
était le berceau de cette culture, représente alifmui moins de 4 millions de

tonnes (Benassi et Labonne, 2004).

Les principaux exportateurs mondiaux de I'huilepdéme sont la Malaisie,
I'Argentine et I'lndonésie, qui arrivent loin devdes Etats Unis. Méme si 'UE, les
Etats-Unis et les autres pays développés assueeiairs achats, ce commerce est
largement destiné aux pays tres peuplés d'Asiee(I&hine, Pakistan, etc.) et
d'Afrique (surtout d'Afrique du Nord. avec I'Egyptélgérie et le Maroc) (Benassi
et Labonne, 2004).

En effet, les pays du Maghreb : le Maroc, I'Algétda Tunisie connaissent
un important déficit en huiles alimentaires et teaux. La situation de dépendance
par rapport au marché international et la perspedae voir s’accroitre la facture
des huiles et des tourteaux, mobilisent I'attentden trois états du Maghreb dont les
politiques semblent sur certains points converges politiques s’appuient sur une
stratégie de sécurité alimentaire qui va au-delaladeecherche de la simple
substitution d'importations ; en fait, elles reattent des gains de productivité et la
spécialisation. Ainsi, les trois états encouragem meilleure maitrise technique
dans les meilleures localisations, pour le dévedopgnt aussi bien de l'olivier que
des cultures de graines oléagineuses (tournesantadtement) (Benassi et
Labonne, 2004).

La principale huile produite dans les pays du malglest I'huile d'olive, dont
la Tunisie est un exportateur significatif (6,4 @, la production mondiale), tandis
qgue la production couvre a peine les besoins emridget au Maroc (Benassi et
Labonne, 2004 ; Hachemi, 2006). Ces deux dernastemt fortement dépendants
des importations pour alimenter leur marché. EateHpres les céréales (25%) et le
lait (21%), les huiles alimentaires constituenttieisieme produit de premiere
nécessité importé par I'Algérie dans une proportd@mviron 12% de I'ensemble de

ses importations en denrées alimentaires (Hach&d06). Suite a cette situation,
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'Algérie est I'un des premiers marchés d’huiles dgmines oléagineuses du
Maghreb avec plus de 500 000 tonnes importées &4 20us types d’huiles
confondu (Colza : 42252 tonnes ; Palme : 13538BdsnSoja : 151925 tonnes et le
Tournesol : 233896 tonnes) ou on note la nettergurfié de I'huile de tournesol sur
le marché Algérien (Bedrani, 2008). La culture giemtes oléagineuses en Algérie
n'est pas trés développée, en particulier en raisom choix variétal peu adapté au
regard des conditions climatiques difficiles, seldeproduction de I'huile d’olive

est devenue traditionnelle.

En Algérie, la consommation totale d’huiles et daigses s'éléve a 486
millions de tonnes d’huiles, 12.000 tonnes de heeatr42.000 tonnes de margarine
(Hales, 2002). La participation des matieres gsads@s le bilan énergétique global
a évolué fortement depuis l'indépendance, passar, 5?0 en 1963 a 13,3% en
1990 et elle se situe aux environs de 19% en 2B8@4hemi, 2006). Les huiles de
tournesol et d’olive dominent largement le marclyg&@en, contrairement a I'huile
de Soja, également importée, mais qui s’avere mappséciée par le consommateur

algérien (Hales, 2002 ; Benassi et Labonne, 2004).

Les exportations Francaises d'huiles de colza @¢buaimesol vers I'Algérie
dépassent aujourd’hui 50 000 tonnes par an (Bu2@@B). A cette fin, Agropol,
'organisme de coopération internationale de laérel Francaise des Huiles et
Protéines Végétales, a signé, en septembre 2002cecord cadre avec l'Institut
Technique Algérien chargé des oléagineux afin ddrenen place un partenariat
scientifique et technique pour accompagner le d@peEment des cultures
oléagineuses en développant des productions lodaldsurnesol et de colza. Cet
accord visé a la fois a répondre aux important®ibesen huiles de la population
algérienne et a diversifier les cultures pour unllewe équilibre des assolements.
Le développement d'une telle filiere permettrait lilmiter I'exode rurale en
maintenant les populations jeunes sur des exptmiatagricoles compétitives et

diversifiées (Bureau, 2003). Par conséquent, leeldppement de la culture du
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tournesol en Algérie permettrait de répondre a degeux agronomiques,

économiques et méme sociétaux .

1.2. La sécheresse : une contrainte majeure en Algé rie

La contrainte majeure qui pourrait affecter la pretcbn du tournesol en
Algérie est la sécheresse; sachant qu'en Frandeulmesol est cultive le plus
souvent dans des milieux ou la ressource en eauréstvariable et souvent
déficitaire des la floraison (Flénet, 1994 ; Fléeeal, 1996). La sécheresse est un
probleme universel qui concerne aussi les paysrdjiy en effet les diverses
prospectives faites dernierement sur les changesnadintatiques indiqueraient une
forte probabilité d’'une augmentation de la tempémet une aggravation du déficit
pluviométrique au sud de I'Europe, ou est produituellement I'essentiel du
tournesol. Cependant, le tournesol présente I'aggntde mieux valoriser I'eau que
les autres cultures d’été plus gourmandes en ressohydrigues au moment des
grosses chaleurs. En effet, le tournesol présemtgysteme racinaire profond, une
forte plasticité du développement foliaire et ur@acité photosynthétique élevée
(intermédiaire entre les plantes C 3 et les plar@d$. En dépit de son bon
comportement face a la sécheresse, il subsisteimpertante fluctuation inter-
annuelle du rendement et de la teneur en huile.eRample, le déficit hydrique
fortement marqué en 2003 en France a conduit &dumi@ution du rendement de
3.7 g/ha par rapport a 2002 (20,3g/ha en moyeni2®@8) (Rochet al.,2006).

Cette situation conduit a réfléchir aux voies d’aarétion de la productivité
du tournesol dans le cadre de contraintes hydriquies ou moins marquées
(Hamon, 2007). Deux approches complémentaires peuddre envisagées:
I'optimisation de la conduite culturale et la séil@ec de génotypes tolérants a la
sécheresse. Les biotechnologies, notamment le @mgeqmoléculaire, sont des
outils désormais incontournables dans les prograiresélection. Les marqueurs
moléculaires permettent d’affiner la connaissaneelal génétique classique par

I'établissement de cartes génétiques dans lesquealtmt localisés les QTL
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(Quantitative Trait Loci) impliqués dans le congélle caracteres quantitatifs,
comme la qualité des graines et le rendementsQTéssont ensuite repris dans les
programmes de Sélection Assistée par Marqueurs (Spddir sélectionner des
génotypes d'intérét. La sélection du tournesol @rfbdes variétés résistantes aux
principaux pathogénes (mildiou, phomopsis) toupesgressant sur la productivité
(Vearet al.,2003).

1.3. Objectif de la these

Le travail de these visait a évaluer la variabifjénétique pour des caracteres
agronomiques et physiologiques de tolérance &claesésse, et a identifier les zones
génomiques (QTLs) impliquées dans le contrdle de caacteres. L’'ajustement
osmotique, caractere physiologique de tolérance aa sécheresse a été
particulierement étudié. Ce travail vise égalemanidentifier des marqueurs

moléculaires éventuels pour la sélection de gémstynovants.

Cette these a été conduite sur la base dexpérate@ms communes
(collaboration) avec la these de PoormohammadiKéalisée dans le laboratoire
BAP de I'ENSAT, et a contribué a la réalisation gwojet de collaboration
« Tassili » 2006-2009, intitulé « Quelles stratégagronomiques et génétiques pour
ameliorer la productivité du tournesol » dont lesponsables parties Algérienne et
Francaise sont respectivement : professeur YKHLEEtNe professeur GRIEU P.,
entre le laboratoirede Biotechnologie Végétale et amélioration des tpkwrde
I'Université des Freres Mentouri de Constantineigédir par le professeur
DJEKOUNE A. et les laboratoires : d’Agronomie etEdobphysiologie végétale
(Ecole Nationale Supérieure Agronomique de Toulpwtede Biotechnologie et
Amélioration des plantes de 'ENSAT dirigés respetshent par le professeur
GRIEU P. et le professeur SARRAFI A..

Le mémoire de thése est présenté sous la formeckatres :

- Le premier chapitre est consacré a une étudegibphique relative au tournesol,
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aux effets et réponses des plantes a la séchemisse qu'a I'amélioration

génétique du tournesol et les méthodes d’analysétigge utilisées a cette fin.
- Le deuxieme chapitre présente le matériel emiéthodes utilisés .

- Le troisiéme chapitre traite de la variabiliténgtque et de l'identification de
QTLs liés a des caractéres morphologiques et agrojpes chez des lignées
recombinantes soumises a un déficit hydrique dafiérehts environnements :

conditions contrélées (serre) et naturelles (champ)

- Le quatrieme chapitre concerne la variabilité &iue et I'identification de
marqueurs moléculaires de caractéres physiologiqgesnme  I'ajustement
osmotique et certains parameétres qui lui sont asochez une population de
mutants de tournesol obtenue par irradiation ayoms gamma soumise a une

contrainte hydrique.

- Enfin le mémoire se terminera avec une conclusiosi qu’une présentation de

guelques perspectives pour ce travail.
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2. Etude bibliographique
2.1. Le tournesol (Helianthus annuus L.)

2.1.1. Des graines valorisées dans des filieres alimentag et non
alimentaires

Le tournesol présente de nombreuses débouchées,cgusoit dans
I'alimentation humaine, animale ou dans la valtinsades sous-produits des
industries huiliéres. Le tournesol est considémdroe la premiere plante annuelle
cultivée spécifiguement pour son huile. La granterdité de la composition en
acides gras de 'huile de tournesol conduit a diéisations variées, aussi bien en
nutrition humaine que dans le domaine non alimemt&lour le secteur alimentaire,
le développement de variétés de tournesol différeminenrichies en acides gras
présente un réel intérét pour l'alimentation huraaiavec de nombreux effets
bénéfiques sur la santé. L'huile de tournesokeddins la fabrication de margarine,
de sauces pour salades et de préparations pourssoas. Dans le secteur non
alimentaire, I'huile de tournesol peut étre utéisans le domaine des lubrifiants, le
domaine des peintures et biosolvants, des prodo#sétiqgues ou pharmaceutiques.
L'huile de tournesol, comme l'huile de colza, p&wé utilisée directement comme
agrocarburant dans les moteurs diesel, ou aprésfesition en ester méthylique.
Ces dernieres années, I'UE a considérablement ani@msa production de
biocarburants, en particulier de biodiesel, le &rbarant le plus important produit
dans 'UE (Benassi, 2009).

A partir de la trituration de la graine entieretdarnesol, on obtient ce que
I'on appelle du tourteau “pailleux”. L'amande dedaine de tournesol est en effet
protégée par deux demi enveloppes cellulosiquessuppression partielle de ces
enveloppes par décorticage permet d’obtenir urtdaurmoins cellulosique et plus
riche en protéines. La composition en celluloseretprotéines des tourteaux de
tournesol est trés variable, conséquence de labili® des origines des graines, de

la variété et de la technologie de décorticage.sidipour le tourteau de type
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“pailleux”, la teneur en protéines varie de 21 £4@t la teneur en cellulose de 16
a 34 % (Cetiom Octobre 2003 Fiche Technique). 8apart aux autres tourteaux, le
tourteau de tournesol présente l'avantage de neemionaucun facteur anti-
nutritionnel pouvant limiter son incorporation ddes aliments ou son acceptabilité
par les animaux (Cetiom, 2003).

Les teneurs en huile et en protéines ainsi quetaposition en acides gras
(palmitique, stéarique, oléique et linoléigue) sdes criteres déterminants pour la

valorisation de la production.

2.1.2. Cassification botanique

Le tournesol lelianthus annuud..) est une espece diploid2nE2x= 34),
originaire d’Amérique du Nord. Il est ramené en @&pg au XVle siécle par les
Espagnols (Soltner, 1995).
D'apres Chadefaud et Emberger (1960), le tournadtl’é Helianthus annuug..
appartient :
a 'embranchement des Spermaphytes,
au sous-embranchement des Angiospermes,
a la classe des Dicotylédones,
au phylum des Pariétales-Rhoeadales-Synanthérales,
a l'ordre des Synanthérales,
a la famille des Astéracées ou Composeées,
a la sous-famille des Tubuliflores,
a la tribue des Hélianthés,

au genreHelianthusL.,

YV V.V V V VYV V VYV V V

a l'espécannuus

D'apres Schilling et Heiser (1981), le tournesoltieé Helianthus annuud..
appartient au gentdelianthusqui renferme 49 especes, réparties en 4 sectiangees :
Divaricati (31 espéces)Helianthus (11 especes)Ciliares (6 espéces) elgrestes

(1 espece).

10
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2.1.3. Domestication et sélection

Le développement de la culture du tournesol enderast récente. Elle date
des années 70 et coincide avec I'apparition detémihybrides F1 par l'utilisation
de la stérilité male cytoplasmique (Leclerq, 19@970). Cependant, le tournesol,
originaire d’Amérique du Nord, y est cultivé depplasieurs millénaires.

Nous pouvons distinguer trois étapes dans la dacaéisn du tournesol

depuis le néolithique jusgqu’a nos jours (Bonjed@94).

2.1.3.1. La domestication de I'espece en Amérique du Nord
Elle a été réalisée par des populations amérindenomades de l'ouest des
Etats Unis des le néolithique (Heiser, 1985). Liescpales modifications induites
lors de cette domestication concernent larchitect(@ plusieurs capitules a

'origine, on passe a une architecture a capitubque) et la précocité qui

commence a s’uniformiser au sein des populatiolivées.

2.1.3.2. L'introduction du tournesol en Europe au X\ siécle

Vers 1510 les Espagnols rameénent des akénes deesmlirdu nouveau
monde. A cette époque et jusqu’au XTXsiécle, le tournesol est surtout considéré
comme une plante ornementale et est présent unppgout en Europe (de
'Espagne aux Pays-Bas et de la France a la Ruskes premieres traces
importantes d’usages alimentaires apparaissentussi®k A cette époque, I'église
orthodoxe interdit la consommation pendant le carade nombreuses denrées
alimentaires riches en matiéres grasses dont h@daipartie I'huile de tournesol.
La population adopte donc la consommation d’hugealirnesol (Bonjean, 1994).

La production s’étend sur 150,000 ha en 1883 einat400,000 ha en 1905.
En 1915 il y a environ 900,000 ha, avec un rendémm&yen de 'odre de 4 g/ha et
des teneurs en huile qui oscillent entre 15 et 28%début du XX™ siécle, la
sélection du tournesol débute en Russie. C’estsétertion massale, initialement
empirique puis raisonnée par la suite, basée #érahtes populations de tournesol

présentes a cette époque dans le pays. Parmidas ate cette sélection citons le

11
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gain de précocité par rapport au materiel de déparnécessitait parfois plus de
170 jours pour arriver a maturité. Mais le plus aequable des acquis reste la teneur
en huile qui fut progressivement ameéliorée : 3594 @85; 45% en 1955 et jusqu’a

55% pour certaines lignées, en 1965 (Bonjean, 1994)

2.1.3.3. La sélection variétale

Malgré les apports de la sélection russe, les téariges populations présentes
jusqu’aux années 60 restaient assez hétérogeneisesu du champ. Le tournesol
est allogame et supporte mal la consanguinité.élecgon du tournesol nécessitait
I'utilisation des structures hybrides pour progegs<ela fut possible a partir du
début des années 60 avec la découverte de laitét@dnique, et surtout de la
stérilité male nucléo-cytoplasmique (Leclerq, 196%s progres issus des hybrides
F1 ont permis de doubler la production mondialéodenesol en I'espace de 20 ans
(10,9 millions de tonnes en 1969 pour passer a iflibms de tonnes en 1990). Au
cours de ces dernieres anneées, la sélection duesnlra porté principalement sur la
qualité des graines (taux de protéines et d’hajitude au décorticage, qualité de
I'huile), la tolérance aux principaux parasitesa@tdtions environnementales et
'augmentation du rendement. La production mondieournesol s’est élevée a

31.8 MT en 2009 avec un rendement moyen de 12(Binzer, 2009 ).

2.1.4. Description morphologique de la plante
2.1.4.1. Le systeme racinaire

La radicule se développe en une racine principalpivot, qui peut atteindre
jusgu’a 3m. Ce systéme permet au tournesol d’etgulbeau en profondeur, mais la
croissance du pivot est dépendante des conditionsol Le systéme racinaire
pivotant occupe un volume trés important du soljaepermet au tournesol une

grande résistance a la sécheresse (Vear, 1992).

12
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2.1.4.2. La partie aérienne

Le tournesol cultivé est normalement non ramifiéaignil existe des
génotypes avec des ramifications. La tige est dsijue et plus ou moins
pubescente selon les génotypes. Elle mesure dedmade diametre et de 50 a 300
cm de hauteur. Les feuilles sont cordiformes et mlu moins dentées. En regle
générale, les cinq premiéres paires de feuillesolpés sont opposées et les
suivantes alternées suivant une phyllotaxie enakpirLa taille et la forme des
feuilles sont variables. Les variétés cultiveespeasedent entre 20 a 30. Toute la
partie aérienne se tourne vers le soleil du matisar; ce mouvement s’arréte a la

floraison (le capitule demeurant face au soleiatey (Vear, 1992).

2.1.4.3. L’appareil reproducteur

Le capitule mesure a maturité entre 5 a 50 cm denélire. Il constitue
I'inflorescence du tournesol avec a la périphéms fleurs ligulées (dépourvues
d’antheres et de style) et au centre des fleurslées ou « fleurons ». Les fleurs
sont hermaphrodites et la pollinisation est crolsgglupart du temps, sauf chez les
especes cultivees ou lauto-pollinisation est peemipar lincorporation de
mécanismes d’auto-fertilité dans les génotypes. Tloeirnesol est une espéce
entomophile, dont la pollinisation est assurée lear abeilles et les bourdons
(Vear, 1992).

Les fleurons ont une corolle courte, 2 sépalesnmadtiaires, 5 étamines a
filets libres et a anthéres soudés, un ovaire etyla. lls sont disposés en hélice qui
converge vers le centre du capitule. Le capituleepb0 a 3000 fleurs. La partie
parenchymateuse du capitule, appelée éponge, misuréy 4 cm d’épaisseur. Les
antheres liberent leur pollen, apres avoir travdesecorolles. Les pollens sont
recouvert d'épines, ce qui facilite leur transppdr les insectes pollinisateurs.
Ensuite, le style pousse a travers le tube stamibifidle, qui s’ouvre par-dessus
celui-ci. Généralement, la fécondation a lieu lendeme jour et les stigmates

flétrissent ensuite. Un stigmate peut rester féabla environ une semaine

13
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(Vear, 1992). La morphologie particuliere des omsameproducteurs rend la

castration manuelle difficile.

2.1.4.4. Lagraine

La graine est un akéne assez gros avec un poialldegraines de 30 a 100
g. Elle est composée d'un péricarpe sec, la cécumposée de plusieurs couches
cellulaires) et d'une amande. L'amande est compaldée tégument renfermant
'embryon formé de deux cotylédons, la tigelle atrhdicule. Les principales
réserves de la graine sont sous forme d’huile ¢ep@ a 60% de I'akene) et de
protéines (environ 25%). La durée de dormance dgdme est d’environ 3 mois.
Elle reste viable 5 ans en conditions ambiante&Oetans a 7°C et une faible
humidité (Vear, 1992).

2.1.5. Cycle de développement

Le cycle de développement du tournesol est défami ges stades repéres
(Fig. 1) qui correspondent généralement a l'apjparisuccessive de caracteres
morphologiques déterminés (Merrien, 1992). En piles ces stades reperes de
développement, on distingue cing stades de veégetatlans le cycle de
développement du tournesol (Rollier, 1972). SeémmMariétés, le cycle du tournesol
dure entre 120 et 150 jours ce qui correspond renetel’exigences de sommes de
températures de 1570 a 1700°C environ. En fonctlen ces exigences de
température, chaque variété de tournesol appatgientgroupe de précocité. De ce
fait, les variétés sont aujourd’hui classées, emé€e, en quatre groupes de précocité
en fonctions de leurs exigences climatiques etzade®s de culture ou elles sont

préconisées.

2.1.5.1. Phase Semis — Levée

Elle dure de 7 a 20 jours et nécessite des tempésatd’au moins 6°C
(optimum proche de 8°C. Cette phase dépend fortentas conditions

environnementales (température, humidité ...). Bleparticuliérement sensible au

14
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stress hydrique, ce qui peut modifier tout le rektecycle de développement de la

plante en perturbant la différenciation des ébasitbi@ires (Vear, 1992).

2.1.5.2. Phase Levée — Stade 4-5 paires de feuilles
Cette phase dure en moyenne 30 jours, durant lisstzupartie racinaire se
met en place. Le rythme d’accumulation de la mats&che relativement lent est de
10 Kg/ha/j (Merrien, 1992). L’essentiel de I'azotécessaire a la plante est absorbé
durant cette phase qui s’accompagne d'une synthésee des protéines dans
I'appareil végétatif (Blanchet, 1994). Au cours ckdte étape se différencient les
ébauches foliaires. L’initiation de la floraison thurnesol est un processus non
photopériodique (Almeida, 1992). Cette derniéest prédéterminée tres tot
apres la germination (Mc Daniet al, 1992). L'initiation florale du tournesol est
sous la dépendance de facteurs hormonaux (gibibésll pendant une phase
extrémement bréeve de 10 a 15 jours apres le séimeida et Pereira, 1996). Cette
initiation détermine le nombre de fleurons et ddfakénes présents sur le capitule.
On dénombre en général entre 1800 et 2000 fleuypanscapitule. Cette période
d’initiation florale est trés sensible aux condigo environnementales et en
particulier a la température. Des accidents cliquess froids peuvent perturber

I'initiation florale et conduire a des malformat®oapitulaires.

2.1.5.3. Stade bouton floral — Début de Floraison

C’est une période de forte croissance avec un etbiaccumulation de la
matiere séche qui passe a 200 Kg/ha/j (Gachon,)18&2outon floral émerge de
'axe de la plante et le systeme racinaire aché&re d@veloppement. Une bonne
disponibilité en eau et en azote pendant cetteepbast indispensables a une bonne
mise en place du systeme foliaire et par voie desé@éguence a une bonne
élaboration du rendement. C'est également une geripendant laquelle
l'alimentation en bore est nécessaire. Une carataes cet oligo-élément peut

provoquer des pertes de rendemergortantes (Vear, 1992).

15



- Etude bibliographique -

STADES REPERES

DU TOURNESOL

Un stade est atteint lorsque 50% des plantes sont a ce stade.
Les codes "'lettres’” ou "'chiffres’’ sont équivalents.

-

Phase végétative

Stade Al (1.0)
Apparition des
hypocotyles en
crosse.

/

Stade A2 (1.1)
Emergence
des cotylédons
et premieres
feuilles visibles.

i

dessus.

Stade B3-B4 (2.3-2.4)

La seconde paire de feuilles
opposées apparait et a
environ 4 cm de long
pétioles sont visibles du

; les

Il Phasebouton fl

Stade E2 (3.2)

Le bouton se détache de
la couronne foliaire, les
bractées sont nettement
distinguables des feuilles.
Son diameétre varie de 0,5 a
2 cm.

Stade E4 (3.4)

Le bouton est nettement

dégagé des feuilles, son dia-
métre varie de 5 a 8 cm, il
demeure horizontal. Une
partie des bractées se déploie.

Stade F1 (4.1)

Le bouton floral s'incline;
les fleurs ligulées sont per-
pendiculaires au plateau.

Stade E1 (3.1)

Apparition du bouton floral
étroitement inséré au milieu
des jeunes feuilles : STADE
BOUTON ETOILE.

Stade F3.2 (4.3)

Les trois cercles de fleurons
les plus externes ont leurs
anthéres visibles et dégagées
et leurs stigmates déplayés.
Les trois cercles suivants
ont leurs antheres visibles
et dégagées.

Stade MO (5.0)

Chute des fleurs ligulées.
Le dos du capitule est
encore vert.

Stade M2 (5.2)

Le dos du capitule estjaune.
Les bractées sont aux 3/4
brunes.

L'humidité de la graine avoi-
sine 20-25%.

Stade M3 (5.3)

Le dos du capitule est marbré
de brun. Les bractées sont
brunes. La tige se desséche.
L'humidité de la graine avoi-
sine 15%.

Stade M4 (5.4)

Tous les organes de la plante
sont bruns foneés.
L'humidité de la graine avoi-
sine 10%. '

Figure 1: Cycle de développement du tournesol cultivéitdear le CETIOM
(CETIOM, 2003).
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2.1.5.4. Floraison

Au niveau du capitule la floraison dure enviroro@rg, et 20 jours au niveau
d’'un champ. La floraison est centripéte le long pdasastiques débutant avec les
fleurs ligulées extérieures qui restent présentsgy'a la fin de la floraison de
toutes les fleurs tubulées. La floraison des fleaubsilées débute avec I'apparition
des étamines qui libérent leurs grains de pollens plu stigmate qui émerge a
travers le tube formé par les anthéres. La floraiest une période clé pour la
productivité car la plante est alors extrémemensigée au stress hydrique. Avant
I'apparition du bouton floral, les assimilats sonajoritairement dirigés vers les
racines. A l'apparition du bouton floral, le capétuet les fleurons deviennent
I'organe « puits » principal pour les assimilatasaique pour les remobilisations
foliaires (Blanchet, 1987).

La formation d’'un akéne résulte de la transfornmatibun ovule, apres sa
fécondation par le grain de pollen. Cet organe weis et de dissémination des
spermaphytes (Végétaux supérieurs) possede asld'&@nbryon de la future plante
ainsi que les réserves qui assureront le développede cet embryon dans les tous
premiers stades de son développement (réservedisémsa dans des feuilles
primordiales : les cotylédons).

La croissance de I'embryon est initiée par uneéd#hciation sur l'axe
embryonnaire de deux meéristemes (caulinaire etcudéalre) ainsi que des deux
cotylédons. Cette étape correspond a une périosgenise division cellulaire
(Crestiet al, 1992). Cette période de division cellulaire aegte le nombre de
cellules par akénes et donc le nombre de résergotentiels pour le stockage de
I'huile. Au niveau des structures de réserve, af@geriode d’intense division, on
observe une élongation cellulaire des tissus, apagmee d’'un fort développement
des éléments sub-cellulaires (mitochondries, @asippareil de Golgi, réticulum
endoplasmique et vacuole) anticipant la périodemilee en place des réserves
(huile et protéines pour le tournesol) (Blanche?89; Blanchetet al, 1990 ;
Blanchet, 1994).
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2.1.5.5. Maturation

Pendant cette phase, le rythme d’accumulation déolaasse totale ralentit,
mais la matiere seche des akenes augmente (Mef9f). On assiste a la
sénescence foliaire et a une redistribution desndats vers les akenes pour la
protéogénese. D’autre part, il existe des mouvesndattranslocation (saccharose)
des feuilles encore actives vers I'organe puitsaprestitue le capitule. Ces produits
de la photosynthese sont exclusivement destinaslipilogenese (Blanchet al,
1982 ; Blanchet, 1987 ; 1994).

La mise en place des réserves dans I'embryon siguagne d’'une baisse
progressive de la teneur en eau (9% d’humidité @nddurité compléte). Cette
accumulation de matiere seche s’accompagne daradription et de la traduction
des genes codant pour les enzymes de synthéseides gras et de I'huile, ainsi

que par ceux associés a la synthese des proté@mésetves.

2.2. Effets de la sécheresse et réponses adaptative s des plantes
2.2.1. Effet de la sécheresse sur la plante

2.2.1.1. Rendement en condition de sécheresse

Des relations positives, de type linéaire, soneolies entre le rendement du
tournesol et 'eau consommeée (Merrien al., 1981a). Le rendement peut étre
décomposé en deux termes: nombre d’akérfesimoids moyen d’un akéne. Pour
ces deux composantes du rendement, la période mgbiiee maximale a la
sécheresse correspond aux 40 jours qui encadréotdeéson (Robelin, 1967). Une
contrainte hydrique peut avoir des conséquencesatige et d’intensité variables
selon sa position dans le cycle de développement dépend de la composante du
rendement mise en place dans cette période. Le neodibkénes est fortement
affecté si le déficit hydrique est subi en périodgétative, en revanche, c’est plutbt
leur poids qui sera diminué si le déficit a lieuegpla floraison. A la floraison, un

deéficit hydrique de 50% réduit de plus de 30% lenhe de graines et de 20% leur
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poids moyen (Merrien et Grandin, 1990). Dans ledtan déficit hydrique tardif,
la lipidogénese est inhibée et les remobilisationsfamment azotées, sont
favorisées.

Cet effet dépressif de la sécheresse est attées capacités de transfert des
métabolites des organes végétatifs vers les graioas améliorées. En effet, le
déficit hydrique peut stimuler le transfert desradlats vers le capitule, qu’ils soient
néoformeés (Piqguemait al, 1990) ou stockés dans les organes végétatif$ ¢Hal,
1990). Cette nutrition privilégiée du capitule petnalors de maintenir, voir
d’augmenter, le rendement en grains exprimé papaid a la masse totale des
parties aériennes de la plante (indice de récetteonditions séches.

La plupart des études attribuent a la disponibié eau une action
déterminante et explicative dans I'élaboration dodement chez le tournesol par
son impact (i) sur la surface assimilatrice de lant caractérisée par l'indice
foliaire ou LAI ‘Leaf Area Index qui est le ratae la surface foliaire sur la surface
au sol), (i) sur la durée de fonctionnement deudace foliaire caractérisée par le
LAD ’‘Leaf Area Duration’ et enfin, (iii) sur le taud’assimilation de carbone des
feuilles étroitement associé au fonctionnement gewithétique des feuilles
(Merrienet al, 1981Db).

2.2.1.2. Effets de la secheresse sur la surface assimila&tric

Le développement végétatif de tournesols cultivesandition de privation
d’eau est fortement perturbé. On note principaldrmee diminution importante de
la taille et de la surface foliaire. La réductiom ld surface foliaire provient d'une
diminution de I'expansion foliaire et/ou d’'une ssoence accélérée de la feuille.
Chez le tournesol, la croissance foliaire est steppes rapidement par un déficit
hydrique, puisqu’elle intervient a des potentielgliques foliaires de -0.4 MPa
(Boyer, 1968). Au niveau cellulaire, deux factewssnt déterminants sur la

croissance: I'extensibilité de la paroi et la tgence.

» L’extensibilité de la paroi ne dépend pas uniquenuenses propriétés
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élastiques, mais également de phénoménes biochlemiqpliqués dans
les processus de relaxation de la paroi; ces derrsent souvent
pénalisés lors d’'un déficit hydrique (MattheatsBoyer,1984; Cosgrove,
1993 ; Connor et Hall, 1997).

* Il existe une valeur seuil de turgescence cellejagonditionnée par
I'extensibilité, pour laquelle lI'expansion est gp@e, et lorsque la
contrainte est plus séveére, la perte de turgescpaaé conduire a la

sénescence foliaire.

Cette réduction de la surface foliaire en cond#iseches réduit la surface
évaporatrice de la plante mais peut aussi limitersidérablement la production
primaire. Les plantes soumises au déficit hydriousent généralement leur
sénescence foliaire s’accélérer. En effet, la pértportante d’eau au niveau
cellulaire peut conduire a la mort cellulaire etlaa sénescence du tissu. La
sénescence foliaire en réponse a la sécheressaitcégdlement & une allocation
préférentielle des ressources aux organes repeigctLa sénescence foliaire

précoce est habituellement corrélée a un faibldeent (Merrieret al, 1981b).

2.2.1.3. Effets de la secheresse sur le fonctionnement
photosynthetique
Presque tous les aspects de la croissance soctiésffgar le déficit hydrique,
en particulier la photosynthése. Elle conduit priaduction de la quasi-totalité de la
matiere organique végeétale. Différents auteurspoté une diminution significative
de la photosynthese en cas de sécheresse (LeetPburner 1995; Maury, 1997;
Hopkins, 1999). Santakumari et Berkowitz (1990}, mmoposé que le maintien de la
turgescence du chloroplaste soit considéré comnmmeéaganisme important dans la
résistance des végétaux a la sécheresse, ce gluicarune meilleure assimilation

photosynthétique aux faibles potentiels hydriqudisifes.

En effet, le potentiel hydrique est fortement liaghotosynthése a cause de
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ces effets sur I'ouverture des stomates et legiodacdans le chloroplaste (Maury,
1997). En effet, chez le tournesol, la conductastomatique devient négligeable a
des potentiels proches de -2 MPa (Mojayad, 1993)an@ la réduction de la
photosynthese résulte de la diminution de la canagon interne en COde la
feuille, alors que la capacité photosynthétique tissis n'est pas affectée, I'effet
est qualifié de« stomatique xWiseet al, 1992), il en résulte une perturbation de la
balance carboxylation/oxygénation, de la ribulosphmsphate carboxylase (qui n’a
pas beaucoup d’affinité pour le gQet le flux du carbone vers la voie du glycolate
augmente, d’ou une photorespiration plus importgiddonzo et al, 2000).
Cependant, une inhibitior non stomatique »de la photosynthese a été rapportée
chez plusieurs types de végétaux, tels que : imésol, le blé, et les céleris ... etc.
(Lawlor, 1993; 1995; Pardossi al, 1998; Pankoviet al, 1999; Mauryet al,
2000). L'altération non stomatique de la photosgathpeut se situer a différents

niveaux :

* Inhibition rapide de l'activité des membranes tkgldiennes (Quartacat al,
1995; Rekikaet al, 1997), plus précisément un changement danseddotion
protéines lipides du PSII qui entrainerait une ma@jrande résistance (Allkhverdiev
et Sakamoto, 2000).

* L’altération des réactions photosynthétiques, eissagt sur le transport des
électrons (Maury, 1997), la photophosphorylation déterses autres activités

enzymatiques impliquées dans ces processus.

* Diminution du nombre des protoplastes, le voluras tissus foliaires (Sinhet
al., 1995) et le volume du stroma chloroplastiquesiaigue le nombre des

chloroplastes (Mahjoub-Boujnah et Lemeur, 1995).

2.2.2. Réponses adaptatives des plantes

D’un point de vue écologique le terme adaptatiait,ihtervenir la notion de

survie et propagation de I'espéece dans les comditiionitantes en eau; du point de
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vue plus fonctionnel, le degré d’adaptabilité deliante influence directement la

productivité et de maniere générale, elle désigaasémble des mécanismes
phénologiques, morphologiques et physiologiques lguplante met en jeu pour
poursuivre et finir son cycle de production (BammolQ97; Djebrani, 2000; Hayek
et al, 2000 ; Grietet al, 2008).

Dans les zones arides, les plantes ont développéidealations assurant leur
survie, en général aux dépens de la productivitéréponse a cette situation, une
panoplie de stratégies ont été développées pareliffs génotypes et dépendent en
particulier de la nature des pressions de sélectiies au cours de I'évolution
(Lewicki, 1993). Diverses classifications des mésmes de résistances a la
sécheresse ont été élaborées et Tumienl. (1987) a défini et proposé une
classification des ‘stratégies’ d’adaptation demds a la sécheresse : (1) Esquiver

la sécheresse (2) Eviter la sécheresse (3) Tdésécheresse.

2.2.2.1. Esquiver la sécheresse

La premiére facon d’éviter la sécheresse est ligsgqui est un changement
dans la longévité du cycle phénologique. Elle pérenda plante de réduire ou
d’annuler les effets du stress hydrique en évitard le stress ne se produise au
cours du cycle, en particulier, au cours d’'une phaensible ou critique (Belhassen
et al, 1995). Cette stratégie appliquée aux especewérdta amené a décaler la
date de semis et/ou a sélectionner des variétésppéicoces permettant d’éviter les

déficits hydriques de fin de cycle.

2.2.2.2. Eviter la sécheresse

L'évitement de la sécheresse est lié a la capdeitéa plante, a garder un
potentiel hydrique élevé avec maintien d’'un étadirlgue satisfaisant. Ceci est
rendu possible par la réduction des pertes en eda plante par transpiration et/ou
'amélioration de son absorption au niveau racamaiParmi les mécanismes

permettant de réduire la transpiration, la réductie la surface foliaire et la
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diminution de la conductance stomatique (gs) jousntble déterminant. Lors de
sécheresses précoces, la réduction de la surfd@refoest associée a une
diminution de I'expansion foliaire plus qu’'a uneneécence accélérée des feuilles.
Cependant, chez le tournesol, cette diminution alesurface assimilatrice peut
s'accompagner d’'une baisse de rendement si I'inthtaire ou LAI ‘Leaf Area
Index’ chute en-dessous de 2.5 a la floraison (Meret Grandin, 1990). Le
rendement, corrélé a la durée de vie de la surfaligire aprés floraison, est
fortement affecté lorsque la sénescence est aéeélgar des déficits hydriques

tardifs.

La régulation de la conductance stomatique restenéeanisme majeur
intervenant a court terme pour limiter les pertesuat le potentiel hydrique foliaire
sera maintenu d’autant plus longtemps que la fenmeaies stomates est précoce.
Celle-ci peut intervenir a des potentiels hydrigiesires différents en fonction du
génotype (Mojayad, 1993) et du stade de développerfidorizet et Merrien,
1990). En revanche, une telle sensibilité des dtesna la diminution du potentiel
hydrique foliaire ¥s) peut augmenter la fréquence des épisodes deiphitition
conduisant a une altération du fonctionnement oplastique, plus ou moins
rapidement réversible, mais qui peut contribueréduire le bilan journalier
d’assimilation nette, suite a la dépression de gotahce stomatique a la mi-journée

ou en période de post-sécheresse (Maury, 1997).
2.2.2.3. Tolérer la sécheresse et réle de I'ajustement osque

2.2.2.3.1. Tolérer la sécheresse

Les mécanismes de tolérance favorisent le maintéeta turgescence de la
plante alors que son potentiel hydrique est trgmtife Cette réponse sur différents
processus, comme [l'ajustement du potentiel osmetigouvant étre réalisé par
'accumulation d’ions minéraux (vacuole) et des poseés organiques

(Chimenti et al, 1995 ; Sorrellset al, 2000). Il est généralement accepté que
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laugmentation d’osmoticum non toxique (compatiblgaccompagne d'une

pénétration de I'eau et d’'une réduction de sa esaté la cellule qui réalise la
turgescence nécessaire pour l'expansion cellulairececi est a la base du
phénoméne d’ajustement osmotique (Terle¢aal, 1995; Hareet al, 1998 ;

Chimenti et al, 2006). Les solutés dont 'accumulation permetilainution du

potentiel osmotique et qui contribueraient ainsi plkenomene d’ajustement
osmotique sont surtout les sucres solubles (samsbarfructose, glucose)
(Kameli et Losel, 1995; 1995) et des composés azotés commmliae (Shwacke

et al,1999).

D’autres mécanismes encore peuvent intervenir dansaintien de la
turgescence cellulaire, comme I'élasticité memhbran@herwinet al, 1995; Maury
et al, 1995 ; Bajjiet al, 2000), la réduction de la taille des celluletaetésistance
protoplasmique qui dépendent de la capacité déslesla résister a un dommage
mécanique et a la dénaturation des protéines aeamivmembranaire ou
cytoplasmique (Cornairet al, 1995 ; Lefebvreet al, 2009). Le maintien de la
turgescence cellulaire est a la base de la présmrvade plusieurs fonctions
physiologiques car elle permet de limiter la feumetdes stomates donc de
maintenir la photosynthése, la transpiration, ladation du carbone et

I'élongation cellulaire (Bammoune, 1997).

Par ailleurs, I'ajustement osmotique (AO) est ugrm@@mene commun aux
différents organismes cellulaires ; il a été repatiez différentes espéces végétales
(Zhanget al, 1999). De plus, il peut intervenir a tous lemdsts de développement
et ainsi favoriser la stabilité du rendement enditons de déficits hydriques
(Monneveux et This1997). La capacité d’ajustement osmotique estlbaiselon
les génotypes (Chimerdt al.,2002), les modalités d’installation du déficit higpre
(Jones et Rawson 1979), et de I'age de la feyllenes et Turner 1980; Sadets
al., 1993; Chimentet al.,2002).
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2.2.2.3.2. Ajustement osmotique : un critere de sélection

pour la tolérance a la sécheresse

Suite aux variations annuelles des commsti climatiques dans les zones
méditerranéennes qui rendent difficiles une sdéactiniguement basée sur le
rendement (Djekoune, 1995; Meradt al, 1995). Ceci a conduit plusieurs

by

chercheurs a s'intéresser a des caractéristiquaratas qui ont une valeur
potentielle dans la résistance a la sécheresse, spit de nature
morphophysiologiques tel que I'ajustement osmotidjua des criteres de sélection

les plus utilisé (El Jaafari, 2000 ; Chimesitial, 2006).

La capacité d’ajustement osmotique des plantes souditions limitantes en
eau est un caractere présentant une forte vagapdnotypique (Chimenat al,
1995 ; Zhanget al, 1999). Zhanget al (1999) et El Jaafari (1993 ; 2000), ont
cependant vu que ['évaluation de ce caractéere geulguelques contraintes

méthodologiques :

- L’ajustement osmotique (AO) est proportionn€lidténsité du stress hydrique, ces
mesures chez plusieurs génotypes doivent étresééaliquand toutes les plantes sont
sujettes au méme type de déficit hydrique, ceciat@tant un temps plus ou moins
long (Lewicki, 1993). Les techniques de mesured’Afe sont encore trop lourdes
et fastidieuses et peuvent difficilement étre emyées dans le cas d'effectifs
importants (populations ségrétantes, ressourcesigans ...) donc elles ne peuvent

étre utilisées en routine par un sélectionneur fiNat al, 2000).

- La recherche d’approches et d'outils permettaévaluer plus facilement la
variabilité génétique pour 'AO a été entreprise,les techniqgues de marquages
moléculaires sont des lors devenues des outils aabreux programmes de
recherche (Belhassext al,1995; Zhanget al, 1999; Poormohammad Kiaat al,
2007 a et b).
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2.3. Amélioration génétigue du tournesol et méthode s d’analyse

géneétique

Les premiers travaux d'amélioration génétique famgaappel a la sélection
massale ou phénotypique, qui consiste a sélectioeseplantes en fonction de
caracteres donnés. Comme le tournesol est forteallegiame, il n'y avait pas de
contrble de la pollinisation. Diverses varietéegestbnnées en fonction de caractéeres
tels que la résistance aux maladies, la teneurude ét certaines caractéristiques
des graines ont été créées de cette fagcon. En URGSpvoit (1964) a mis au point
une technique beaucoup plus efficace. Elle conaigtetlever des graines de divers
capitules et de les évaluer a I'égard de diversctares dans une pépiniere pendant
deux ans, les capitules sélectionnés étant pauitia gollinisés de facon contrdlée.
C'est ainsi qu'on est parvenu a accroitre de fapentaculaire la teneur en huile du

tournesol, tout en améliorant son rendement.

Les autofécondations successives permettant dobteles lignées
homozygotes ont été largement utilisées pour aneglie tournesol des 1922 . Ce
n'‘est qu'au cours des décennies 1940 et 1950 guywdmiers hybrides F1 ont fait
I'objet d'une culture commerciale au Canada. Laouerte de la stérilité male
cytoplasmique par Leclercq (1969), en France, sudg l'identification de genes
restaurateurs de la fertilité, a permis de tireirq@ment partie de I'effet d'hétérosis.
Les progres issus de la sélection d’hybrides ontnjgede doubler la production
mondiale du tournesol en seulement 20 ans. L'ac&é mis sur la sélection pour
la résistance aux maladies responsables dimpesamertes de rendement
(phomopsis, sclérotinia, mildiou, orobanche et Phjpet a conduit a la création
d’hybrides de plus en plus résistants (Leclercqr/019Skoric, 1985; Vear et
Tourveille de Labrouhe, 1988).

La connaissance simultanée de la variabilité¢ médéeud’'un allele et de la
variabilité de son effet sur un caractére phénqtypi permet de concevoir la

sélection assistée par marqueurs (SAM). En eféetcdnstruction de génotypes
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cumulant des formes alléliques favorables poursiplurs locus et plusieurs

caractéres devient possible avec le recours auuagegmoléculaire. Le cas le plus
simple d'utilisation de la SAM concerne I'améliagaat d’'un génotype par le

transfert d'un caractere présent dans un autretg@mat gouverné par un seul
gene. Ce transfert peut étre accéléré si 'on disgbun marqueur moléculaire du
gene et de marqueurs répartis sur le génome dutypeén@ améliorer. Ces
marqueurs moléculaires permettent de choisir, aqueha génération de
rétrocroisement, les descendants se rapprochghidedu génotype originelle, tout

en s’assurant de la présence du caractére intrigiVienne et Causse, 1998).

Plus complexe est le cas des caracteres quastitalsf que le rendement qui
sont généralement gouvernés par plusieurs locuani@ative Trait Loci ou QTL).
Le sélectionneur devra, en conséquence, accunagealleles favorables des ces
différent locus. C’est la que la SAM offre le pldintérét par la simplification
gu’elle peut apporter face a la complexité de sellgituations. Donc le
développement des marqueurs moléculaires durantidesieres années offre la
possibilité d’établir de nouvelles approches pauékorer les stratégies de sélection
(De Vienne et Causse, 1998).

2.3.1. Marquage moléculaire

Un marqueur moléculaire est un locus polymorphe rgmiseigne sur le
génotype de lindividu qui le porte. Un bon marqueéoit étre a hérédité simple,
multi-allélique et co-dominant. Les marqueurs molaites correspondent donc au
polymorphisme révélé au niveau de I'ADN. L'analylgce polymorphisme par les
techniques de biologie moléculaire s’adresse a&&mble du génome, gu'il soit ou
non traduit en protéines, et est indépendante aeditions de I'environnement. De
nombreuses techniques de marquage moléculaireasird’hui disponibles, et de
nouvelles sont régulierement publiées (Prateal, 2000 ; Guptaet al., 2001;
Langridge et al, 2001; Rafalski, 2002 a et b; Al-Chaarasti al, 2004 a ;
Poormohammed Kiarat al, 2007 a et b ; Moullett al, 2008).
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Les caractéristigues de chacune de ces technigneterme de domaine
d’application, de principe et colt sont largemegtiadlés dans plusieurs articles de
synthese (Guptat al.,1999 ; Santoret al, 2000 ; Langridget al, 2001 ; Sarrafi et
Gentzbittel, 2004). Ces méthodes peuvent étre ueges en deux grandes
catégories : les marqueurs de type RFLP (Restnicttragment Length
Polymorphism) et les marqueurs basés sur la métdedeCR (Polymerase Chain
Reaction). Le choix du systeme de marquage déperbblojectif précis fixé, des

moyens et des compétences disponibles au lab@atoir

2.3.1.1. Marqueurs RFLP

La technigue RFLP développée par Botstdimal. (1980) repose sur la mise
en evidence de la variabilité de la séquence ntidigoe de 'ADN génomique
apres digestion par des enzymes de restrictiom Bigee cette technique soit co-
dominante et permette une analyse génétique cam@ke est lente et laborieuse.

Les étapes de transfert et d’hybridation empécheatautomatisation du travail.

2.3.1.2. Marqueurs de type PCR

Le développement de la technique PCR offre I'avgata’analyser les
marqueurs moléculaires en un temps court tout disamt des concentrations
faibles d’ADN. Les marqueurs basés sur la technBG® tendent a remplacer les
systemes classiques (les marqueurs morphologiggeesnzymatiques et RFLP) et
deviennent tres nombreux. Les plus largement @slishez le tournesol sont les
microsatellites ou SSR (Simple Sequence Repe&FLP, (Amplified Fragment
Length Polymorphism) et la RAPD (Randomly Amplifideblymorphic DNA)
(Langaret al, 2003). La population de mutants utilisée darcabire de cette thése a
été génotypée a l'aide de marqueurs AFLP (Al-Chaataal, 2004 a ), et celle des
lignées recombinantes a été cartographiée a l'dalenarqueurs AFLP et SSR

(Poormohammad Kiani , 2007).

28



- Etude bibliographique -

2.3.2. La carte génétique

La construction de cartes génétiques permet unéenrei localisation des
zones chromosomiques d’intérét grace a l'identificades marqueurs flanquants
(Knappet al., 1990). Chez le tournesol, la premiére carte ggunéta été établie en
se basant sur des marqueurs RFLP (Gentzlsttedl, 1995). Cette carte a été
utilisée dans la cartographie du locus PI1 comtéla résistance a la race 1 de
Plasmopara halstediet la résistance afclerotinia sclerotiorunthez le tournesol
(Mestrieset al, 1998). Deux autres cartes de RFLP ont aussiédiéées chez le
tournesol (Berryet al, 1995; Jaret al, 1998 ; Yuet al, 2003). Les marqueurs
AFLP ont été utilisés dans la cartographie de plusi espéces végétales comme le
riz (Mackill et al, 1996), le mais (Castigliorat al, 1999 ; Frovaet al, 1999;
Marsanet al, 2001), la tomate (Haanseaal, 1999), le melon (Wanet al, 1997),
la laitue (Jeukeret al, 2001) et le tournesol (Flores Berries al, 2000 a ; Al-
Chaaraniet al, 2002). Chez le tournesol, une carte génétigueebasr les
marqueurs AFLP et SSR, en utilisant des lignéeombmantes, a permis
d’identifier des QTLs liés a I'organogenese (FloBegrioset al, 2000 b et ¢), la
résistance au maladies (Al Chaarami al, 2002), le contenu en huiles et en
protéines des graines (Mokragt al, 2002 ; Ebrahimet al, 2008 ; 2009) et les
traits agronomiques (Al Chaaraet al, 2004 a ; Poormohammed Kiaat al,
2009). Une carte génétique a été construite ad’dil 273 marqueurs SNP chez le
tournesol (Lai et al, 2005), en utilisant la méme population de lignées
recombinantes et qui a été déja utilisée par Tera). (2002) pour la construction

d’'une carte a base de marqueurs SSR.

En 2007 une carte génétique basée sur 191 SSR64eABLPs a été
développée au sein du laboratoire de biotechnolegamélioration des plantes de
Toulouse (Poormohammad Kiagti al, 2007 a et b). Cette nouvelle carte génétique
est un outil génétique de base important poualim®e des caractéres quantitatifs

et qualitatifs chez le tournesol. Ce travail desth&’appuie sur l'utilisation de cette
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carte génétique pour lidentification de QTLs a$éecaux caracteres de

productivité du tournesol sous contrainte hydrique.

2.3.3. Analyse de la variabilité génétique et identificattn de QTLs

Le processus de sélection pour un caractere ddinfggisse avant tout par
I'évaluation de la variabilité génétique de ce ctree et de son interaction avec
I'environnement. La décomposition de la varianc&naiypique est la base des
méthodes dites « classique » de sélection maismdgal de la sélection assistée par
marqueur. Il est donc nécessaire d’évaluer pour guha caractere
morphophysiologique d’intérét sa variabilité gégéé et le maintien de celle ci a

travers différents environnements (Allinne, 2009).
2.3.3.1. Analyse de la variabilité génétique
2.3.3.1.1. Décomposition de la variance phénotypique

La valeur phénotypique d'un caractére observé pourgénotype donné
dépend des conditions environnementales. Pourldpag des caracteres, le
phénotype résulte des effets conjoints de 3 conmpesa le génotype (G),
'environnement (E) qui contribue toujours pour upart au phénotype et
l'intéraction entre le génotype et I'environnemg@xE). La valeur pour un

phénotype peut se résumer a la formulation additive
P=G+E + GxE.

Cette intéraction entre le génotype et I'environaetrest tres importante car
elle signifie que lI'expression d’'un gene n’'est pagépendante du milieu dans
lequel ce gene s’exprime. Si le phénotype est hans® des effets des génes et de
I'environnement et de leurs interactions, alorsdeaance du phénotypep) est la
somme de la variance génétiqe@d), de la variance environnementaé ¢) et du
double de la covariance entre les effets génotgsiget environnementaux

(2 cov(ge)) selon I'équation :
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o”(p) =o° (g) +o° () + 2 cov (ge) (Eq. 1)

2.3.3.1.2. L’héritabilité

La décomposition de la variance et la mise en éddede la variabilté
génétiqgue permet de définir I'héritabilité ®(hcomme la part de la variance
phénotypique attribuable & la génétique selon Bégn 1 olc*(g) est la variance

génotypique et (e) la variance environnementale.
h*=6%(g) /6° (9) +o° (e) (Eq. 2)

Elle s’exprime en valeur relative comprise entretQl. Une valeur élevée
d’héritabilité signifie que le caractere étudié eégh en grande partie du facteur
génétique et qu’il dépend peu de l'effet environaeatal. Si un caractére est
fortement héritable, cela veut dire gu'il est statbans différents environnements, et
qu’il constitue donc un caractére intéressant pawgelection. L’héritabilité est un
indicateur pour prédire la réponse a la sélectiplus un caractere est héritable et
plus la sélection est efficace et rapide pour faxmluer la moyenne de la

population.

2.3.3.1.3. Le gain génétique

Le gain génétique peut étre représenté soit contamet Eecart entre le
meilleur parent et le meilleur descendant (GGB}, c@mme étant I'écart entre la
moyenne des parents et la moyenne des 10% desungidescendants (GG10% B
RIL) (Fig. 2).

Forry Figure 2: Sélection différentielle

entre une population parentale et sa
population de descendants. La
réponse a la sélection est la différence

i
i

" Y ,
-,.-.--.-j-n

=Rocad

A . . entre la moyenne des descendants (R)
dascandacts <> — et le gain génétique est I'ecart entre la
melleurs descondants |
£t moyenne des parents et la moyene des
P 1y .
/ \ 10% meilleurs descendants (@) -

Y (Allinne, 2009)

WValesr phénotypigue
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2.3.3.2. Identification de QTLs

La détection de QTLs impliqués dans le contBien caractere donné repose

Sur .

« Le choix de parents présentant du polymorphisma afobtenir une

descendance en ségregation.
« La détermination du génotype de chaque desceng@noiypage).

« La mesure de la valeur du caractere quantitatiheexhé pour chaque

individu, famille ou lignée étudié (phénotypage).

« Lutilisation d’'une méthode biométrique afin de i@der les locus marqueurs

au caractere étudié.

Il existe 3 catégories de méthodes biométsquidisées pour détecter des
QTLs, selon que I'on analyse les marqueurs indeliément, deux par deux ou par

groupe.

2.3.3.2.1. Détection de QTL par les marqueurs individuels

Cette méthode de détection est basée sur la coispames moyennes aux
différents locus, pour chaque génotype. Nous posiwgiiser 'une des méthodes

d’analyse suivantes:

Test «t» de student

Il peut étre utilisé chez les populations pougledles il n’existe que deux
classes de marqueurs comme le backcross (F1x pageassif), les lignées

haploides doublées (DH) et les lignées recombisgiiRtLs) (Markelet al,, 1996).

Analyse de variance

On considére qu'il existe un QTL lié au marqueutestest F ¢ intra / ¢
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inter) est significatif. Cette méthode peut éttdisée dans les populations F2
présentant trois génotypes pour le marqueur: MNi Bt mm (marqueurs co-

dominants).

Méthode du maximum de vraisemblance

La méthode du maximum de vraisemblance permetifiaibn des effets
directs du QTL et du taux de recombinaison. Cgifg@che est moins puissante que
'analyse de variance surtout lorsque le QTL eet tproche du marqueur. La
vraisemblance est fonction de la probabilité depalsr d'un génotype QTL et
d’avoir une valeur phénotypique associée a ce gpadDTL (Lander et Botstein,
1989).

Ce type d’analyse est simplifié grace a I'utilisatide logiciels statistiques.
L’'ordre des génes ainsi qu’'une carte génétique Emme sont pas nécessaires.
Cependant, la carte permet de mieux présenteésestats (Liu et Zhu, 1998). Par
contre, si la densité des marqueurs est faiblée ceéthode est peu efficace pour

I'estimation de la position et des effets des Qs Vienne et Causse, 1998).

2.3.3.2.2. Méthodes de cartographie d’intervalle

Les méthodes de cartographie d’intervalle partent’ypothese qu’il existe
un QTL ou plus dans lintervalle entre deux marqgseliés par un taux de
recombinaison « r » (De Vienne et Causse, 1998jsTnéthodes ont été décrites :
des méthodes linéaires basées sur les moyennesaeueur, la cartographie
d’intervalle par maximum de vraisemblance (SIM Senpnterval Mapping)
(Lander et Botstein, 1989) et la cartographie diindlle par régression multiple
(Haley et Knott, 1992).

Dans ces méthodes, le nombre de QTLs et leursigusine sont pas
toujours bien résolus et les positions exactesQiHs sont difficiles a déterminer.

De méme, l'outil statistique est relativement peusgant. Par ailleurs un seul pic
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peut étre identifié lorsque deux QTLs sont trespes I'un de l'autre. Le pic, dans
ce cas, va étre faible et tres large. De mémeglmr les QTLs liés présentent des

effets répulsifs, le pic sera soit bas, soit comtepieent éliminé (Liu et Zhu, 1998).

2.3.3.2.3. Méthodes multi-marqueurs

Les méthodes par marqueurs multiples tentent deudés les difficultés
provenant de la présence éventuelle de plusieuts @ds sur un chromosome ou
de réduire le bruit de fond généré par les QTLségrégant pas aux marqueurs.
Kearsey et Hyne (1994 ; 1998) ont proposé une apprdasée sur la régression
linéaire. Dans cette méthode, la position la pltasbable du QTL est celle ou la
résiduelle du modeéle de régression est la pludefaibette méthode est simple,
cependant, elle ne peut étre utilisée avec desuearg dominants en F2. La
cartographie par composition d'intervalle (CIM : ri@posite Interval Mapping)
combine la méthode du maximum de vraisemblance Y8INk régression multiple
(Zeng, 1993 ; 1994). Cette méthode a des avanfmyampport au SIM, a I'analyse
de marqueurs simples et aux modeéles multi-QTLs wfilisent la régression
multiple. Un des avantages de la méthode CIM quieeplus important est que
d’autres marqueurs peuvent étre utilisés pour rédai nombre et les positions du
QTL. De plus, la précision de la localisation de¥L® peut étre augmentée
(Liu et Zhu, 1998).
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CHAPITRE Il : Matériels et Méthodes
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3. Matériel et méthodes

3.1. Matériel végeétal
3.1.1. La population de lignées recombinantes (RILS)

Les lignées recombinantes (RILsHdlianthusannuusL. utilisées dans nos
expérimentations, ont éte créées par la méthode(SBiDle Seed Descent) a partir
du croisement entre les génotypes ‘PAC2’ et ‘RHA2@hang et al, 2005). Le
parent RHA266 est obtenu a partir du croisementeelals especes sauvages
annuuset Peredovicpar 'USDA et le parent PAC2 est une lignée d&RA-
France obtenu a partir du croisement ehtrgetiolaris et ‘HA61' (Genztbittelet
al., 1995). RHA266 est tres résistante au mildew alescvaleurs élevées pour le
rendement, le poids de 1000 grains et le pourcensaghuile en comparaison a
PAC2 (Gentzbittelet al, 1995 ; Al-Chaaranet al, 2004 a). La lignée parentale
PAC2 présente une grande résistan&e sclerotiorun{Genztbittelet al, 1998). Le
laboratoire de Biotechnologie et Amélioration ddankes (BAP) de I'ENSA de
Toulouse dispose d’'un ensemble de 150 lignées l@oamies dont une partie a été

utilisée pour la réalisation de nos expérimentation

3.1.2. La population de mutants (M6)

Le laboratoire de Biotechnologie et Améliorationsdelantes (BAP) de
'ENSA de Toulouse a géenéré une lignée de tournagpelée ‘AS613’ issue d’un
croisement entre ENSAT-125 et ENSAT-704, elle a s#tectionnée pour son
pouvoir organogene élevé (Sarrafial, 2000). Cette lignée a été choisie comme
cible d’'un traitement mutagene et des akenes on$ &té soumis a une irradiation
gamma (75 grays) au Centre de Recherche du Comatsda I'Energie Atomique
de Cadarache, en France . Le laboratoire possadeaaituellement une collection
de plus de 2000 mutants (M6) produite par autoféabon. Ce travail concerne

I'étude de 31 mutants qui ont été choisis au viledes difféerences phénotypiques
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avec la lignée d’origine AS613.

3.2. Conditions de culture et dispositif expériment al
3.2.1. Cas des LIRs
3.2.1.1. Culture en conditions contrdlées (serre)

78 lignées recombinantes et leurs deux parents PAC'RHA266’ ont été
mis en culture en serre, dans des pots en plagdigidditres sur un mélange de 40%
terre, 40% terreau et 20% sable a raison d’unetglpar pot, dans un dispositif
‘split-plot’ en blocs randomisés avec deux traitateehydriques (bien-irriguée et
stressé) et trois répétitions pour chaque traitémkea croissance des plantes
s’effectuait sous éclairement naturel a une intérisimineuse moyenne estimée a
500 umol. mi% s* (lintensité maximale de I'éclairement enregist@ed4 heures
était de 160Qumol. mi*s?) avec une photopériode d'environ 16 h, & une testyre
de 25 £ 2°C jour, 18 = 2°C nuit. L'humidité relaide I'air était comprise entre 65%
et 85%. Les plantes sont arrosées normalement’awsgtiade bouton floral (R1,
Schneiter et Miller 1981). A ce stade le déficilhgiue est appliqué sur la moitié
des plantes (plantes « stressées »). L'autre mibigplantes est maintenue a une
irrigation non limitante (plantes «bien irriguéesxJette contrainte hydrique
consistait a diminuer progressivement, I'arrosagel@0% a 30% de la fraction
d’eau transpirable pendant 15 jours (soit une ditnom d’approximativement 10%
par trois jours). Les mesures physiologiques stirttiées chez les plantes ‘bien-
irriguées’ et les plantes «stressées» aprés ladeerde déficit hydrique. Des
irrigations modérées étaient ensuite effectuéesdeficonserver un flétrissement de
50% des feuilles sur les plantes «stressées» pudqurécolte ou les différents

parametres agronomiques sont mesurés.

3.2.1.2. Culture en conditions naturelles (champ)

100 lignées recombinantes et leurs deux parent€2PAt ‘RHA266’ ont été
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mises en culture au champ a I'INRA Auzeville, dalesix dispositifs (irrigué et

non irrigué) en blocs randomisés avec trois répast Chaque répétition, pour un
parent ou une lignée recombinante, est constitiuéee ¢parcelle de deux lignes de
4,6 m de longueur. L'intervalle entre les lignes @ds 50 cm. La distance entre les
plantes sur la ligne est de 25 cm conduisant aambre total de 32 plantes par
parcelle (soit une densité proche de 6,5 planf@seux conditions expérimentales
sont appliquées a la culture au champ: « irriguée « non irriguée ». Les plantes
dans la condition irriguée sont arrosées, deux fmix stades avant floraison (33
mm) et remplissage des graines (44 mm) selon Igraname habituel de I'INRA-

Auzeville. Tandis que la condition non-irriguée pas été arrosée.

3.2.2. Cas des mutants
3.2.2.1. Culture en conditions naturelles (toit roulant)

31 mutants M6 et leur lignée originelle ont été éi mis en culture au
champ sous un toit roulant, dans deux dispositifgy(€ et non irrigué€) en blocs
randomisés avec trois répétitions. Chaque répeétiist constituée d’'une parcelle
d'une ligne de 1.6 m de longueur. L'intervalle entes lignes est de 50 cm. La
distance entre les plantes sur la ligne est dev2Banduisant a un nombre total de 8

plantes par parcelle.

Le dispositif non irrigué a subi une contrainte tigede moderée, réalisée au
stade bouton floral (stade R1, Schneiter et Mill981) (Fig. 3). A ce stade le
deéficit hydrique est provoqué par arrét de largesgusqu’a la récolte. Une
irrigation non limitante a été réalisée pour leanpes bien-irriguées tout au long de

I'expérimentation.
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3.3. Parametres étudiés

3.3.1. Caracteres morphologiques et agronomiques

Les caracteres morphologiques et agronomiques ssieds ont éte
déterminés sur la population de LIRs dans les wiffés environnements (serre et
champ) et pour les différentes conditions hydriqbgen irriguée ou stress
hydrique). La précocité de floraison qui est évalpar le nombre de jours entre le
semis et la floraison de 50 pour cent des plantasedparcelle (Days from Sowing
to Flowring : DSF), la longueur et le diametre ddifje (Plant Height : PH en cm),
le poids du capitule (Head Weight: HW en @), lanbasse totale par plante
(Biomass per plant : BIO en g), le nombre de gsajper capitule (g), le rendement
en poids de graines par plante (Grain Yield pentPI&YP en g), la surface foliaire
a la floraison par plante (Leaf Area at flowringAF en cnf) et la durée de surface

foliaire post floraison (Leaf Area Duration : LADenf X jours).

3.3.1.1. Caracteres du développement (phénologie)

L’identification précise des différents stades dealoppements des plantes
reposait sur I'échelle proposée par le CETIOM dtecde Schneiter et Miller
(1981), quant 50 % des plantes par parcelle av&@inale stade donnée (Fig. 3).
Des notations hebdomadaires des différents standegté réalisées : la date de
levée (stade A2), date de floraison (st&jle date début maturation (staitd),
date de la maturation physiologique (stdd&). La précocité de floraison des
différentes lignées, en faisant la différence emdralate de semis et la date de

floraison :
Durée du Semis a la Floraisd@SF) = Date du semis Date de floraison
3.3.1.2. Caracteres de la croissance

3.3.1.2.1. Surface foliaire a la floraison (LAF)

En serre, la surface foliaire totale des plantes a été méesen s’appuyant
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sur le modele du « Profil foliaire complet ». Ceatiéthode consiste a la mesure de
I'ensemble des feuilles impaires (longueur et tgdar maximale du limbe) de la

plante au stade de la floraison.

LN
Surface foliaire totale a la florais¢hAF) = > Surfacefeille
i=1
Surface de la feuille (cth= longueur de la feuille (cm largueur de la feuille (cm)
x 0.76

Nous avons également déterminé le nombre de feudlela floraison (Leaf
Number : LN).

Au champ, I'estimation de la surface foliaire a été réais® s’appuyant sur
le modele du ¢rofil foliaire simplifié », qui consiste a évaluer le nombre de
feuilles par plante, et & mesurer les surfaceaifeb de la plus grande feuille et de
la plus petite feuille. Le calcul de la surfacgidire a la floraison est obtenu

comme suit :

Surface foliaire a la floraisof,AF) = (surface foliaire de la plus grande feuille +

surface foliaire de la plus petite feuille ¥2hombre de feuilles a la floraison

3.3.1.2.2. Durée de la surface foliaire (LAD)

Des mesures de la sénescence des feuilles ontdiéées a partir de la
floraison pour toutes les plantes. Le suivi de lartaiité des feuilles a été évalué
en : Nombre de jours depuis la floraison (F1) jiBs@e que 25% des feuilles soient
sénescentes (nl), de F1 a 50% de feuilles sénesd@2nl), F1 a 75% de feuilles
sénescentes (rB2), F1 a 100% de feuilles sénescentes-iB% Une feuille est
considérée sénescente lorsqu’elle est au 2/3.jasemesures de sénescences sont
faites pour évaluer la durée de la surface foliggge (active) qui est représentée
par le LAD.
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végétatifs: gemination-levée

Une feuille doit
atteindre 4cm

Stades reproducteurs : mat

Figure 3: Représentation des stades phénologiques powiksance végétative, la
floraison et la maturité physiologique d’'apres Sater et Miller (1981).
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L’estimation du LAD suit la formule suivante :
Durée de la surface foliaireAD , en Cm2x Jours)

= [(nlx ((100+75) / 2))( SFfloraisor‘) + ((nz—nl) X ((75+50) / 2)))( SFfloraisor‘)
+ ((n3—n2)>< ((50+25) / Z)X SFfloraisor‘) + ((n4—n3)>< ((25+O) / Z)X SFroraison)]

3.3.1.2.3. Le rendement et ses composantes

A la maturité physiologique, chaque plante (plaatéiére sauf racine) est
placée dans un sachet puis dans I'étuve a 80°Capénohe durée de 48h, pour

évaluer par la suite:
- La masse seche totale de la plante (en gramméd)l¢sa@acines) (BIO);
- La masse séche du capitule (akenes compris) (HW);
- La masse séche des akénes (en gramme), apreggnaoirer le capitule.

3.3.2. Parametres de I'état hydrique des plantes

Les mesures des différents parameétres caractérigaat hydrique des
plantes ont été réalisées pour la population damtsiau niveau de la feuille la plus
jeune et complétement développée, au stade diépaisbn (stade R5, Schneiter et
Miller, 1981).

3.3.2.1. Teneur en eau relative foliaire

L'importance de l'eau au niveau de la plante poernhaintien de la
turgescence requise pour la croissance et sa sastigargement reconnue. La
teneur relative en eau figure parmi les différemieres d’évaluation de la tolérance
a la sécheresse proposée par Clarck et Mac-Ga8f) %t Shonfelet al (1988).
Ce parametre représente le terme le plus satisfajgaur quantifier le déficit
hydrique des tissus d’'une plante car il n’est pésencé par les variations du poids

sec des tissus (Turner, 1981). La teneur relativeas (RWC%), a été obtenue a
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partir de la formule de Barrs (1968):

Eq.3 RWC (% ) = [(FW —DW) / (TW —DW )] x 100
Ou:
RWC : Teneur relative en eau (Relative Water Content);

FW : Poidsfrais desfeuilles au prélévement (Fresh Weight);

DW : Poids sec des feuilles (aprés passage des échantillons prélevés dans |’ étuve a
85°C) (Dry Weight);

TW : masse apleine turgescence des feuilles prélevées (Turgid Weigth).

La feuille est prélevée a la base du pétiole peisép pour déterminer la
masse de la matiere fraiche (FW), le limbe estsgitacé horizontalement sur une
plaque de polystyréne dans un bac humidifié etdesaul le pétiole baigne dans de
I'eau distillée par une ouverture ménagée dantalgue. L’ensemble est alors placé
a l'obscurité a 4°C pendant 24 heures pour détenmmia masse turgescente (TW).
Le poids sec des feuilles (DW) est déterminé apregpassage de I'échantillon

rehydraté dans une étuve ventilée pendant 48 halgésc.

3.3.2.2. Potentiel hydrique foliaire

Le potentiel de I'eau dans un organe d’'une plantéegpotentiel osmotique

d’une solution traduit le degré de liaison de |'@amn rapport au systeme considére.

Le potentiel de I'eau libre a la pression atmosijojuér étant nul, celui de
'eau lié a la méme pression est donc négatif (Bog867 ; 1968 ; 1969). Le

potentiel hydrique foliaire dépend de trois compbss: :
Eg.4 W=W.+¥,+¥, ou:
W,.. Potentiel osmotique d( aux ions et molécules dssou

W,,: Potentiel matriciel des forces d’'imbibition etpdirité développées dans le
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végétal.

W,: Potentiel de pression de turgescence des celidigstales et succion dans les

vaisseaux conducteurs.

Dans l'apoplastéd dépend dé¥,, ¥, et pour une faible part d€, alors
que dans le symplasme, il dépend principalemett,gdet W, (Boyer, 1971 ; 1974 ;
1985), le potentiel matriciel (interaction entrs |ghases solides et liquide) n’ayant
d’effet que sur une trés faible fraction d’eau aueau symplasmique est alors

négligeable.
Au niveau du symplasme, I'EqQ. 4 s’écrit donc :
Eq.5 W=y,+4¥,

Cette équation a été largement utilisée pour caldalturgescence au niveau

des cellules foliaires a partir de la mesuréldet de celle du potentiel osmotique.
Eq.6 Y,=W¥-Y,

Le potentiel hydrique de la feuille est mesuré ade de la chambre a
pression. L'avantage de cette méthode est que samaest rapide et ne nécessite
pas un contrble trés strict de la température (Boder et al, 1965). Cette
technique consiste a soumettre la feuille prélemdrele végétal a une pression
d’air. La feuille est placée dans une chambre @&wnda partie sectionnée
apparaissant a I'extérieur a la pression atmosphériLa pression est augmentée
lentement dans la chambre jusqu’a la valeur pogudhe la seve apparait a la

surface de la section (observation avec la bina&)la

3.3.2.3. Potentiel osmotique ¢

Le potentiel osmotique du gremsihose = poussgdend a faire pénétrer

'eau du milieu hypotonique vers le milieu hypeitpre. Le potentiel osmotique
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Y, : dépend de la concentration des solutés danselédes. Les valeurs de&;

sont calculées par :

Eq. 7 W, =- RTO =-RT N/V, avec Ns nombre de moles de solutés, V, volume

d’eau.

Les échantillons sont dosés a l'aidendasmomeétre(WESCOR-INC).
Le principe de la mesure est celui du point degokés mesures sont effectuées sur
la %2 feuille restante au cours des prélevemenestefes lors des mesures de la TRE
et introduite dans un eppendorf, I'ensemble estsgitaceé dans I'azote liquide et
conservé a -20°C. La décongélation des échantili@mmet d’extraire le contenu
cellulaire et ceci en pressant I'échantillon déadégl0Oul de I'extrait sont utilisés
pour imprégner des petits disques de papiers filles mm de diametre qui sont
insérés dans la chambre a échantillon de l'appamilt la fermeture déclenche
automatiguement la séquence de mesure qui durec8ddes. Les valeurs affichées
par I'osmometre concernent la concentration desepjtgits de nos échantillons
exprimée en @, en milliosmol/kg). La valeur du potentiel osmaoigy au
préléevement1f) est alors calculée W,; = - RT®. Avec ©O: en osmol/kg jt en
Mpa, R = 8.3143 0 MPa.l.K;.mol*; T : température en °K.

Avant toute mesure on procede a I'étalonnage gmpdieeil. Cette opération
est effectuée a 25°C a l'aide de solution standartlaCl a concentrations connues.

L’étalonnage de I'appareil est répété apres chagtie de mesures.

Cette méthode, permettant de mesugr présente l'inconvénient de sous
estimer la valeur réelle de En effet, lors de I'extraction, le contenu celitd est
dilué par I'eau apoplastique (Maury, 1997). La walée W,; peut étre corrigée en
tenant compte de la dilution par la fraction d'apaplastique (Ap):

Eq. 8 : Wn=W./ (1-Ap/TER)

Sachant que la fraction de I'eau apoplastiqgue @pjournesol est estimée a
15% (Maury 1997).
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3.3.2.4. Pression de turgescence

Le potentiel de pressiol, d'un systeme déepend des forces de pression
externes ou locales qui agissent sur les moléciéesi, et ses valeurs sont positives
ou négatives lorsque la pression est respectivesigmdrieure ou inférieure a la
pression atmosphérigue. Dans le cas des cellulegétalés, la paroi
pectocellulosique, en s’opposant aux augmentatilensolumes cellulaires, induit
un exces de pression hydrostatique, ou pressidardescence (P), a l'intérieur de
la cellule. Cette pression toujours positive ollenus’équilibre avec la pression
exercée par la paroi sur le contenu cellulaire,ebg®p pression de paroi. Les
variations de pression de turgescence sont lieevaations de volume cellulaire
par le module d’élasticité de parois cellulairestd.de la déshydratation, la pression
de turgescence s’annule lorsque le contenu celutainduit pas de déformation de
la paroi ; la cellule est dite plasmolysée. La pi@s de turgescence, dont dépendent
plusieurs processus physiologiques (ouverturergtdiire des stomates, croissance
cellulaire....) est calculée a partir de la mesurgaientiel hydrique et de celle du

potentiel osmotique :
Eq. 9 LI',p = l'lJ = l'lJT[
3.3.2.5. Ajustement osmotique

L’ajustement osmotique est calculé patiffierence data pleine turgescence
entre les plantes bien arrosées et les plantes sybnun stress hydrique. Suite a la
réhydratation de la feuille lors des mesures deuereltive en eau, une partie de la
feuille est prélevée et introduite dans un eppenetdfensemble et alors placé dans
I'azote liquide et conservé a -20°C, apres décatigél en pressant I'échantillon on
collecte I'extrait du contenu cellulaire, et 'oméeve 10ul de cette solution. Cet
échantillon est alors dosé a 'aide de 'osmomptrer déterminer 'osmolarité et le
potentiel osmotique a saturation en edug est alors calculéLa capacité

d’ajustement osmotique (AO) est alors obtenue cosunte
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Eq 10 AO =Tyod - ThoS

Avec : AO : ajustement osmotiqueThod : potentiel osmotique de I'échantillon
témoin aprés réhydratationos : potentiel osmotique de I'échantillon stressé

apres réhydratation.

3.4. Méthodes d’analyse génétique
3.4.1. Variabilité génétique et gain génétique

Les analyses de variance des données de la paopulats lignées
recombinantes (RILs) ont été effectuées a l'aidéodiciel SPSS version 14.0. Le
gain géneétique (GG) est obtenu pour les différecdgacteres a partir de la
difféerence des moyennes entre les 10% des meiledRtes sélectionnées et celle

des deux parents.

3.4.2. Détection des QTLs pour les LIR

La recherche de QTLs a été effectuée grace auid¢bgiINQTL CART
version 2.5 en utilisant le modele 6 (CIM : Compdsterval Mapping) (Wanget
al., 2005). Ce modele prend en considération deuxnpras : le nombre de
marqueurs qui controlent le fond génétique et ilketde la fenétre qui limite des
deux cotés des marqueurs flanquant le site testée @rocédure rend I'analyse plus
sensible a la présence de QTLs dans l'intervabi®&ciA chaque intervalle, le degré
de signification des associations entre mesuresaefueurs est estimé par le LRS
(Likelihood Ratio Statistic) traduit comme le rappsetatistique de vraisemblance
(Haley et Knott, 1992). Ce rapport correspond stigtiement au tegb (Manly et
Olson, 1999). Dans cette étude, le nombre de margueour contrbler le fond
géneétique était fixé a 15 (nm = 15) et la taillel@éenétre & 15 cM (w = 15). Cette
analyse de QTLs a été conduite a partir de la ocgéteetique développée au
laboratoire biotechnologies et amélioration desijgls basée sur 191 SSRs et 304

AFLPs (Poormohammad Kiagt al, 2007).
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3.4.3. Identification de marqueurs individuels

L'association entre les marqueurs d'AFLP et leaatares étudiés dans la
population de mutants a été estimée par analysarice ou analyse de régression
multiple par étapes, ou les caractéres ont éttsraomme variables dépendantes
tandis que les marqueurs d'AFLP étaient traitégenque variables indépendantes
(Vijayanet al, 2006).
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4. Variabilité génétique et identification de QTLs liés a
des caracteres morphologiques et agronomiques
chez le tournesol sous différents traitements

hydriques.

49



- Variahilité génétique et identification de QTL<E & des caractéres morphologiques et agronomidgiez le tournesol sous
di gren S Era emen s%ydrlques. - Q P g 9

4.1. Introduction

Le tournesol elianthus annuus L.est 'une des plus importantes sources
d’huile végétale dans le monde. L’identificationfdeteurs génétiques affectant des
traits agronomiques majeurs chez le tournesol p&ldr dans I'amélioration des

méthodes de sélection.

L’amélioration variétale est basée sur la sélectiencaracteres d’intérét,
rendue possible grace a la variabilité phénotypigyerimée pour ces caracteres
dans des conditions environnementales particulidresficacité de la sélection
dépend de la variabilité phénotypique des caraxtgue I'ont veut améliorer mais
également de leur héritabilité (Falconer et Mack®@6 ; Burkeet al, 2005). Or la
majorité des composantes du rendement comme dsatriaés quantitatifs sont
contrélés par plusieurs loci avec des genes ayametfets additifs et non additifs,
et une large interaction ‘génotype et environnem@itk, 1978 ; 1997 ; Alza et

Fernandez-Martinez, 1997).

En effet, I'héritabilité du rendement en grainsggnéralement faible (0.23),
comparée a celle d’autres caracteres agronomiaquasie le poids de 1000 graines
(0.55), la précocité (0.32) et le pourcentage ehdes graines (0.57) (Mokragat
al., 2002). Les progres pour 'amélioration du rendeinst de sa stabilité au travers
de la sélection directe se trouve donc ralentisadse de sa faible héritabilité,
particulierement en période de sécheresse (BluBg;189; Ceccarelli et Grando,
1996 ; Tuberozeet al, 2002). En effet, la sécheresse est considéréeneola
facteur le plus limitant de la croissance et dertaluctivité des plantes cultivées, en
ralentissant le taux de division et d'expansionaddsiles principalement en raison
d’'une perte de turgescence liée a I'altérationé@atl hydrique cellulaire. De méme,
le tournesol est particulierement sensible a lahe@sse lors des périodes
d’apparition du bouton floral (R1) et de la florams Dans plusieurs travaux sur le
tournesol, la contrainte hydrique a été appliquigss le stade bouton floral (R1)
(Pankovicet al, 1999 ; Mauret al, 2000).
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Le rendement en grains, chez le tournesol, est smudépendance de
plusieurs parametres, et plus précisément de canpes du rendement qui sont
souvent modifieées par I'environnement et les cooiast de culture (Tuttoberet al,
2000 ; Lancera®t al, 2004). Les études génétiques montrent que keutedes
graines en huile, ainsi que les composantes duemedt sont contrblées
principalement par les genes a effet additif (Gupt Khanna, 1982; Bedov,
1985 ;Ludlow et Muchow, 1990 ; Miciet al, 2005; Ebrahimiet al, 2008). La
précocité de floraison est également un critere€mdment important dans les
programmes d’amélioration, du fait de la grandessité du rendement aux
conditions environnementales notamment de la Boraa la maturité. La précocité
de floraison est un caractére fortement héritalebe ales valeurs pouvant aller de
0.62 a 0.95 (Jan et Rutger, 1988). Ce caracténeriesipalement contrélé par des
genes a effet additif (Alvarezt al, 1992; El-Hity, 1992). La nature polygénique de
la précocité a été également démontrée par Staeri@8¢4) et Machacek (1979).
Ces résultats ont été confirmés par lidentificatide QTLs a partir d’analyses
moléculaires (Mestriest al, 1998; Leonet al, 2000; 2001 ; Al-Chaararat al,
2004 a).

Les progres des études réalisées sur l'analysey@esmes des plantes a
rendu possible I'examen des variations alléligueemettant de comprendre des
caracteres aussi complexes que le rendement. Bisisi¢udes ont été entreprises
pour trouver des variations géneétiques liées aaistragronomiques chez le
tournesol, et des QTLs contrélant les composahteendements et les caracteres
morphologiques ont été identifiés chez des ligneeombinantes de tournesol
(Al Chaaraniet al, 2004 a) ainsi que chez des populations F2/F3 (Molet al,
2002 ; Bertet al, 2002 a). Cependant, les études citées plus madt® conduites
sous conditions irriguées a notre connaissance’ail pas été reporté dans la
littérature d’études sur l'identification de QTL® aaracteres morphologique et

agronomiques en conditions de contraintes hydrigheg le tournesol.
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C'est dans ce contexte que s'inscrit I'objectif dette étude qui vise a
identifier des QTLs dans une population de lignéesombinantes pour des
caracteres morphologiques et agronomiques danscaleditions de contraintes
hydriques. La carte génétique du laboratoire déebimologie et amélioration des
plantes de INP-ENSA de Toulouse a été utilisée pette étude (Poormohammad
Kiani et al, 2007).

Les résultats ont fait I'objet de l'article suivant

Premier article :

Poormohammad Kiani S., Maury P., Nouri L., Ykhlef N., Grieu P. et Sarrafi
A. (2009) : QTL analysis of yield-related traits in sunflowander different water
treatmentsPlant Breeding128 363-373.
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Abstract

A set of sunflower recombinant inbred lines (RILs) was used to study
agronomical traits under greenhouse and field conditions each with
two water treatments and three replications. The difference among
RILs was significant for all the traits studied in all conditions; and
water treatment X RILs interaction was also observed for most of the
traits in both field and greenhouse conditions. Because of the low rate
of drought stress, this part of field data are not informative. Several
quantitative trait loci (QTLs) were identified for yield-related traits
with the percentage of phenotypic variance explained by QTLs (R?)
ranging from 4% to 40%. Several QTLs for grain yield per plant
(GYP) under four water treatments were identified on different linkage
groups, among which two were specific to a single treatment
(GYPN4.1, GYPL7.1). Three QTLs for GYP were overlapped with
several QTLs for drought-adaptative traits detected in our previous
study (Poormohammad Kiani et al. 2007b). The whole results do
highlight interesting genomic regions for marker-based breeding
programmes for drought tolerance in sunflower.

Key words: sunflower — water stress — grain yield — QTL —
yield-related traits

Sunflower (Helianthus annuus L.) is one of the most important
sources of vegetable oil in the world. Identification of genetic
factors affecting agronomic and economically important traits
in sunflower could help to improve breeding methods. Yield
components as well as other quantitative traits are controlled
by several genetic loci with additive and non-additive gene
actions, and genotype X environment interactions are impor-
tant components of variance decreasing their heritability (Fick
1978, Fick and Miller 1997).

Progress in increasing yield and its stability through a direct
selection has been hampered by the low heritability of yield,
particularly under drought and by its large genotype X envi-
ronment interaction (Blum 1988, Ceccarelli and Grando 1996,
Tuberosa et al. 2002). As an alternative to the direct selection
for yield under drought conditions, morpho-physiological traits
genetically correlated with yield, have been targeted in selection
programmes pursued in collaboration between physiologists
and breeders (Blum 1988, Chimenti et al. 2002, Tuberosa et al.
2002). Correlation coefficients have been used by many
researchers in determining interrelationships between seed yield
and other characters in sunflower under both well-watered and
drought conditions (Fereres et al. 1986, Alza and Fernandez-
Martinez 1997, Chimenti et al. 2002, Flagella et al. 2002).

Fereres et al. (1986) showed that physiological traits respon-
sible for drought tolerance were not correlated with yield

potential in sunflower, indicating that both can be combined in
improved cultivars. Chimenti et al. (2002) demonstrated that
osmotic adjustment (OA), a parameter directly related to
drought tolerance, contributes to yield maintenance of sun-
flower under pre-anthesis drought conditions. However, the
capacity of sunflower for OA was different depending on
genotype (Maury et al. 1996). Gimenez and Fereres (1986) and
Prieto losada (1992) showed that duration of leaf area is
related to rainfed sunflower yield. The yield differences were
also associated with variation in total biomass (BIO) (Alza and
Fernandez-Martinez 1997). However, these phenotypic rela-
tionships have not been shown at molecular level, i.e. by
mapping quantitative trait loci (QTLs) for yield and morpho-
physiological traits in the same mapping population.

Progress in plant genome analysis has made it possible to
examine naturally occurring allelic variation underlying com-
plex traits such as yield. There are several reports, especially
over the last years that deal with drought tolerance on the
physiological and molecular levels in sunflower (Poormoham-
mad Kiani et al. 2007a,b, 2008). Many studies have been
undertaken to find genetic variation in agronomical traits in
sunflower, and QTLs controlling yield components and
morphological traits have been identified in sunflower RILs
(Rachid Al-Chaarani et al. 2004) or F,/F53 populations (Mok-
rani et al. 2002, Bert et al. 2003). However, the studies
mentioned above have been conducted under well-watered
conditions and to our knowledge QTL mapping of agronom-
ical traits and yield in sunflower under drought conditions has
not been reported in literature.

The objectives of the present study were to identify QTLs in
a population of RILs for yield-related traits by using our
recently saturated simple sequence repeat (SSR) and amplified
fragment length polymorphism (AFLP) linkage map (Poor-
mohammad Kiani et al. 2007b), and to compare QTLs
controlling these traits in controlled (greenhouse) and natural
(field) well-watered and water-stressed conditions.

Materials and Methods

Plant materials and genetic linkage map: The characteristic of mapping
population (RILs) and their parents (PAC2 and RHA266) used in the
present study has been explained in detail in our previous study
(Poormohammad Kiani et al. 2007b). Briefly, the mapping population
was developed through single seed descent from F, plants derived from
a cross between PAC2 and RHA266 and a map was constructed with
304 AFLP and 191 SSRs. Both parental lines (PAC2 and RHA266) are
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public inbred lines of sunflower (Zhang et al. 2005). RHA266 is a
branched restorer inbred line, obtained from a cross between wild
H. annuus and Peredovik by USDA and PAC2 is a non-branched
restorer inbred line obtained from a cross between H. petiolaris and
‘HAG61’ by INRA-France (Gentzbittel et al. 1994, 1995). RHA266 is a
branched line with higher values for yield, 1000-grain weight and oil
percentage compared with PAC2 (Gentzbittel et al. 1995, Rachid Al-
Chaarani et al. 2004). The recent map from the cross PAC2 x R-
HA266 (Poormohammad Kiani et al. 2007b), was used in the present
work for identification of QTLs for yield-related traits under different
water treatments.

Greenhouse experiment: A population of 78 RILs were randomly
selected and grown together with their parents (PAC2 and RHA266) in
the greenhouse under controlled conditions. Plants were individually
grown in plastic pots (4.0 1) containing a mixture of 40% soil, 40%
compost and 20% sand. Temperature was maintained at 25/18 + 2°C
(day/night) and relative humidity was about 65-85 £+ 5%. Supple-
mentary light giving an approximately 16-h light and 8-h dark period
was maintained during experiment.

A split-plot experimental design with three blocks was used with
water treatments (well-watered and water-stressed) as the main plot
factor and genotypes (RILs and parental lines) as sub-plot factor. The
RILs and their two parents were randomized within each treatment—
block combination. To simulate water deficit conditions similar to
field, a progressive water stress was imposed at stage near flower bud
formation (R1, Schneiter and Miller 1981) by decreasing progressively
the irrigation to 30% field capacity during 12 days. Both well-watered
and water-stressed plants were weighed and water lost replaced
carefully. Well-watered (control) plants received sufficient water to
maintain soil water content close to field capacity. Water-stressed
plants were subjected to a progressive water stress and irrigated with a
water volume of 60%, 50%, 40% and 30% of field capacity (each for
3 days) during 12 days. Water-stressed plants were then irrigated at
30% of field capacity until harvest.

Field experiment: Two experiments were undertaken in the field
conditions during April-September in 2005 with irrigated and non-
irrigated (rain fed) water treatments and three replications per each
water treatment. Both irrigated and non-irrigated experiments were
located in the same field to have the same condition with a distance
sufficient enough to not allow water to reach non-irrigated field. The
experiment consisted of a split-plot design with three replications. The
main plot contains water treatments (irrigated and non-irrigated) and
genotypes (RILs and parental lines) were considered as sub-plot.
A population of 100 RILs comprising 78 RILs used in the greenhouse
experiment, together with their parents was sown in each water
treatment with three replications. Each replication consisted of two
rows 4.6-m long, with 50 cm between rows and 25 cm between plants
in rows, giving a total number of about 32 plants per plot. The
so-called ‘irrigated’ field was irrigated two times at two critical stages,
just before flowering (33 mm) and at about grain filling (44 mm),
according to sunflower irrigation programme determined by INRA-
France for the region (Fig. 1). A sprinkler irrigation system was used
because of the uniformity of water application. The ‘rainfed’ exper-
iment was not irrigated. Three plants per genotype per water
treatments were randomly chosen for evaluation of the studied traits.

Trait measurements: Days from sowing to flowering (DSF) were
recorded when individual plants in greenhouse and 50% of the plants
per plot in the field were at anthesis. Leaf number per plants (LN),
plant height (PH) and leaf area were measured at flowering stage. Leaf
length (L) and width (W) of all green leaves were measured in both
well-watered and water-stressed conditions at flowering stage, and
total leaf area at flowering (LAF) was calculated with the formula:
LAF = X 0.7L x W (Alza and Fernandez-Martinez 1997). Green leaf
area of the plants was determined weekly from flowering to harvest to
evaluate green leaf area with respect to time. An integral of weekly leaf
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Fig. 1: Total monthly rainfall and the minimum, maximum and
average of temperature for the year 2005 at INRA experimental field —
Toulouse, France. The arrows show the date of first (33 mm) and
second (44 mm) supplementary irrigation for ‘irrigated’ experiment
determined by INRA. Sprinkler irrigation systems was used for
irrigation because of the uniformity of water application

area was considered as being an estimate of leaf area duration (LAD,
cm? days). At maturity, total dry matter ‘BIO’ per plant and head
weight per plant (HW) were determined for three plants per genotype
per water treatment. All plants of plots were also harvested at maturity
and grain yield per plant (GYP) was determined using whole plot
weight divided by the number of plants per plot for all genotypes in
each replication and water treatment.

Statistical analysis and QTL mapping: Normality of the different traits
was assessed according to the Shapiro and Wilk test (sas PRocC
UNIVARIATE). The data were analysed using the sAs PROC GLM as a
split-plot experimental design (SAS Institute Inc. 2002). A mixed
model with water treatment (main plot factor) as fixed effect and
genotypes (sub-plot factor) as random effect, was used for analysis of
the data in both greenhouse and field conditions. Correlations between
GYP and other traits in each of the four conditions and between
genotypes for the same traits across water treatments were determined
using SAS PROC CORR (SAS Institute Inc. 2002).

Quantitative trait loci mapping of the studied traits was performed
by composite interval mapping (CIM) conducted with QTL Cartog-
rapher, version 1.16 (Basten et al. 2002) using mean values of three
replications for each RIL in each water treatment and growth
condition (field or greenhouse). The genome was scanned at 2-cM
intervals with a window size of 15 ¢cM. Up to 15 background markers
were used as cofactors in the CIM analysis identified with the
programme module Srmapqtl (model 6; Basten et al. 2002). A LOD
threshold of 3.0 was used for considering a QTL significant (Rachid
Al-Chaarani et al. 2004). QTLs for different traits were compared on
the base of overlapping support intervals: a decrease in the LOD score
of 1.0, determined the end point of support interval for each QTL
(Lander and Botestein 1989). Additive effects of the detected QTLs
were estimated with the Zmapqtl programme (Basten et al. 2002). The
percentage of phenotypic variance (R*) explained by each QTL was
estimated by QTL Cartographer (Basten et al. 2002).

Results

Phenotypic variation and effect of water stress

The yield-related traits except GYP and HW under water-
stressed condition in the greenhouse did not show deviation
from normal distribution. As normalizing data through
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transformation may misrepresent differences among individu-
als by pulling skewed tails toward the centre of the distribution
(Doerge and Churchill 1994, Mutschler et al. 1996), all
phenotypic analyses were performed on untransformed data.

Considering all the traits studied in different growth
conditions, a high transgressive segregation was observed.
Phenotypic variation of RILs and their parents (PAC2 and
RHAZ266) in the greenhouse and in the field under two water
treatments are shown in Table 1. Under greenhouse condi-
tions, significant water treatment effect was observed for all of
the studied traits except for DSF and the number of leaf per
plant (LN). Under field conditions, water stress had significant
effect on only HW per plant and GYP. Because of low water
stress effect under field conditions, the results obtained from
non-irrigated field are similar to those obtained from irrigated
field. Therefore, the field data are not very informative for the
purpose of this study; but the QTLs identified under field
conditions were compared with those identified under green-
house conditions. The variability was significant for all the
traits studied in all conditions. Water treatment X RILs
interaction was observed for most of the traits in both field
and greenhouse conditions. Parental lines (PAC2 and
RHAZ266) differed significantly for LAF and LAD under both
water treatments in the greenhouse and under rainfed treat-
ment in the field. The difference between parental lines was
also significant for PH, BIO and HW under both water
treatments in the field.

Correlation analysis

Correlations between GYP and other studied traits together
with correlations between water treatments for each trait are
summarized in Table 2. High significant correlations were
observed between water treatments for the studied traits under
both greenhouse and field conditions. GYP was correlated
with LAF, LAD, HW and BIO in all four water treatments.
GYP was correlated with PH only under field conditions. DSF
and the number of leaf per plant (LN) were not correlated with
GYP.

QTLSs mapping

The map position and characteristics of QTLs associated with
the studied traits in the greenhouse and in the field, under two
water treatments are summarized in Table 3. The QTLs were
designated as the abbreviation of the trait followed by ‘W’ or
‘D’ for well-watered or water-stressed in the greenhouse, and
by ‘I° and ‘NI’ for irrigated and non-irrigated (rainfed) in the
field. The corresponding linkage group and the number of
QTLs in the linkage group were also indicated for each QTL.
For an easier overview of overlapping QTLs between traits
and growth conditions, an image of all QTL regions is
presented as Fig. 2.

Two to seven QTLs were found depending on the trait and
growth conditions. QTLs explained from 4% to 40% of the
phenotypic variance of the traits (R%), and both parental lines
contributed to the expression of the different target traits.
Overlapping QTLs were found for different traits on several
linkage groups (Table 3 and Fig. 2).

Several QTLs were detected for DSF in four different
growth conditions (Table 3 and Fig. 2) and most of them were
common across at least two growth conditions. The most
important QTL for DSF is located on linkage group 7 where

several QTLs under different growth conditions were
co-localized. The positive alleles for these overlapped QTLs
come from RHA266. Seventeen QTLs were identified for leaf
number per plant (LN) under four growth conditions among
which, nine were common across at least two growth condi-
tions and eight were detected under only one condition. Both
parental lines contributed almost equally to QTL expression.
For LAF, 21 QTLs were detected under four growth condi-
tions, their number being from three to six depending on
growth conditions. Among 21 QTLs, nine were detected in
only one of the growth conditions and 12 were detected in at
least two growth conditions. The phenotypic variance
explained by each QTL ranged from 5% to 19%, and both
parental lines contributed to positive alleles. As far as LAD is
concerned, 22 QTLs were identified under four growth
conditions, explaining from 4% to 17% of the total variation.
Eleven QTLs were specific to single water treatment and 11
were detected in at least two water treatments. The positive
alleles for 17 QTLs come from RHA266 and for five QTLs
they come from PAC2. A total of 17 QTLs were detected for
PH being six unique QTLs and 11 QTLs that were detected in
at least two growth conditions. The QTLs explained from 5%
to 23% of phenotypic variance and both parental lines
contributed to trait expression. However, RHA266 contri-
buted to positive alleles at 10 QTLs. For total dry matter ‘BIO’
per plant, 19 QTLs were identified, explaining from 5% to
23% of variation. The number of QTLs in four growth
conditions varied from two to six; 13 were detected in only one
of the growth conditions and six were common across different
growth conditions. RHA266 contributed to positive alleles at
14 of 19 QTLs.

A total of 24 QTL were identified for HW per plant under
four growth conditions with the phenotypic variance explained
from 4% to 24%. The number of QTLs differed from four to
seven depending on the growth condition. Among 24 QTLs, 16
were detected in only one of the growth conditions and eight
were common across different water treatments. PAC2 con-
tributed positive alleles at 10 QTLs and RHA266 contributed
at 14 QTLs. For GYP, 20 QTLs were identified under four
water treatments with the phenotypic variance explained
ranging from 4% to 40%. Nine of 20 QTLs were identified
in only one growth condition and the rest were common across
at least two growth conditions. PAC2 and RHA266 contrib-
uted equally to QTLs controlling GYP.

Discussion
Phenotypic variation and the effect of water stress

The effect of water stress under greenhouse conditions was
significant for all traits except for DSF and the number of leaf
per plant (LN); whereas under field conditions, the effect of
water stress was significant only for HW and GYP (Table 1),
which suggests that water stress occurred earlier in the
greenhouse when compared with field conditions. Under field
conditions, a low drought stress rate was occurred because of a
wet season in 2005, and the data from field conditions are not
useful for the comparison of different water treatments, but
they were used for the comparison of the QTL locations
identified under greenhouse conditions. Water treatment
responses were affected by significant ‘genotype X water treat-
ment’ interaction for some traits, suggesting that response to
water status by a given genotype in relation to other genotypes
varies between water treatments (Table 1). A large genetic



Table 1: Performance of parents (PAC2 and RHA266) and recombinant inbred lines (RILs) across two water treatments, grown under greenhouse (well-watered and water-stressed) and field (irrigated

and rainfed) conditions

Well-watered (greenhouse)/Irrigated (field)

Water-stressed

(greenhouse)/Rainfed (field)

RILs

Condition Trait PAC2 RHA266 Mean Range PAC2 RHA266 Mean Range Effect

Greenhouse DSF 75.6 773 76.9+ 4.7 65.5-95.1 74.8 72.1 77.7+ 4.3 63.7-96.7 WS R T
LN 20.7 233 23.8+ 1.8 17.0-34.6 20.0 24.0 232+ 1.7 17.3-33.3 WS RTINS
LAF 2855! 3615 3122+ 493 1585-4388 1978! 3121 2293 + 401 1156-3368 WL RTINS
LAD 83511" 126486 117451 + 28892 35981-277706 36634! 64464 67653 + 18948 10906-192630 W, R™ 1T
PH 121.0! 112.7 116.1+ 9.0 77.7-136.0 97.7 94.7 91.8+ 8.1 60.7-118.3 W, R™ 1
BIO 55.6 50.6 58.6+ 10.9 37.6-82.9 36.8 36.8 340+ 5.4 25.8-52.8 W R T
HW 14.9 14.4 17.5+ 5.2 7.3-33.5 9.7 8.7 89+ 2.4 4.6-20.5 W, RTINS
GYP 6.7 6.6 7.7+ 28 0.6-19.3 44 3.0 29 + 1.5 0.0-8.6 W, R, T

Field DSF 79.7 74.7 82.74 22 74.7-94.7 79.7 74.7 82.7+ 1.9 74.7-94.7 WS R™ NS
LN 23.3 23.0 2714 2.3 17.3-37.7 22.3 22.7 26.5+ 2.6 17.0-38.0 WNS RTINS
LAF 4380 4501 4317+ 952 1988-7739 4174! 2556 3932+ 821 2479-6949 WNS R™ 1
LAD 107404! 116188 95506+ 29168 40753196143 96108! 67760 92733 + 26892 43384185865 WS R™ T
PH 125.7" 102.3 125.0+ 11.6 74.3-177.7 119.7! 99.3 122.8+ 16.6 83.3-158.7 WNS R™ NS
BIO 131.7! 103.9 125.9+ 33.3 48.5-255.4 117.3! 58.9 111.0+ 32.1 37.9-227.2 WNS R™ 1
HW 67.1! 48.7 553+ 2.2 13.8-107.0 43.7! 314 48.2 + 3.7 12.0-117.0 W, R™ 1
GYP 26.3 27.6 269+ 2.1 2.3-58.2 16.3 17.4 24+ 1.7 2.7-69.1 W, R T

NS, non-significant.

wxx xx *Significant at 0.001, 0.01 and 0.05 probability level.

IThe significant differences between parental lines.
The significance is indicated for water treatment (W), RILs (R) and Water treatment X RILs interaction (I) effects. The traits are: days from sowing to flowering (DSF), leaf number per plant (LN), leaf
area at flowering (LAF; cm?), leaf area duration (LAD; cm? days), plant height (PH; cm), total dry matter per plant (BIO; g), head weight per plant (HW; g) and grain yield per plant (GYP; g).
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Table 2: Phenotypic correlations
between studied traits measured
under two different water treat-

Greenhouse Field

Grain yield per plant with Grain yield per plant

ments, and correlations between h . ith oth .

yield and related traits under Well-watered with other trait Irricated with with other trait

greenhouse  (well-watered  and . cl-watered wi rrigated wi . .

water-stressed) and field (irrigated Trait water-stressed Well-watered Water-stressed  non-irrigated  Irrigated Non-irrigated

and rainfed) conditions DSF 0.77%% NS NS 0.99%#% NS NS
LN 0.90%** NS NS 0.89%%* NS NS
LAF 0.72%** 0.24%** 0.14* 0.67*** 0.45%** 0.46%**
LAD 0.81%** 0.55%** 0.41%%* 0.85%** 0.68%** 0.59%**
PH 0.67%%* NS NS 0.81%%* 0.37%%* 0.30%**
BIO 0.51%** 0.66%** 0.36%** 0.57*** 0.74%** 0.74%**
HW 0.63%** 0.69%** 0.69%** 0.58%** 0.92%%* 0.91%**
GYP 0.65%** 0.83%%**

NS, non-significant.

wHk Fk *Significant at 0.001, 0.01 and 0.05 probability level.

The traits are: days from sowing to flowering (DSF), leaf number per plant (LN), leaf area at flowering
(LAF; cm?), leaf area duration (LAD; cm? days), plant height (PH; cm), total dry matter per plant (BIO;
g), head weight per plant (HW; g) and grain yield per plant (GYP; g).

variation and transgressive segregation was observed for all
the studied traits under different water treatments, which could
be the result of the accumulation of positive alleles coming
from different parental lines. Transgressive segregation has
already been observed for drought adaptive traits (Poormo-
hammad Kiani et al. 2007b).

Under greenhouse conditions, water deficit was induced in
45-day-old plants near the stage flower bud formation R1
(Schneiter and Miller 1981), with the 14th true leaf fully
expanded. Although the RILs differed for plant size, the
difference among RILs for the days from sowing to R1 (water
stress initiating date) was not significant. The pots were
weighed and water lost replaced carefully in both well-watered
and water-stressed conditions to control drought stress care-
fully regarding each plant size. As plant sizes were taken into
account during water stress and there was no significant
difference among RILs for growth stage, we suggest that, plant
size and/or growth stage could not have introduced experi-
mental error during water-stress period.

Highly significant correlations between performances under
two water treatments for the traits studied in both greenhouse
and field conditions showed that the phenotypic value under
well-watered condition explained a large proportion of the
variation for performance under drought (Table 2). This result
suggests that selection under well-watered and/or irrigated
conditions could partly be effective to improve grain yield and
other agronomical traits under water-stressed and/or non-
irrigated conditions. The same results have been reported in
rice RILs (Zou et al. 2005).

The correlation analysis indicated that DSF and LN were
not associated with GYP in both greenhouse and field
conditions, and PH was correlated with GYP under only field
conditions (Table 2). Rachid Al-Chaarani et al. (2004) also
reported that, DSF is not correlated with grain yield in
sunflower. HW per plant and BIO per plant were the highest
contributing factor to GYP, and LAD was more important
than LAF in both greenhouse and field conditions. This
indicates that maintaining green leaf area longer after anthesis
is important for a high yield production under both water
treatments. It has been reported that maintaining green leaf
area and consequently a longer duration of photosynthetic
activity has contributed to increased yield in most of major
crops (Evans 1993, Richards 2000). Genetic differences in
photosynthetic duration have also been associated with a

longer grain filling duration and higher yield in maize (Russel
1991).

QTLs for GYP and other traits

The QTLs identified in the present study showed that several
putative genomic regions are involved in the expression of the
studied traits under four growth conditions (Table 3). The
percentage of phenotypic variance explained by the QTLs (R?)
ranged from 4% to 40%. Based on overlapping support
intervals, the co-location of QTL for all eight traits in four
growth conditions was determined. As two important exam-
ples, intervals E38M50 1-HA1848 and E41M62 29-
E38M60_8 on linkage group 7 were significantly associated
with various traits under different growth conditions (Fig. 2).
In these two intervals, the QTLs controlling LN (under
irrigated condition), LAF (under two growth conditions),
LAD (under two growth conditions), PH (under two growth
conditions), DSF (under three growth conditions), HW and
BIO (under two growth conditions) were overlapped (Fig. 2).
Similarly, several other overlapping QTLs were also observed
for the studied traits. These overlapping QTLs indicate the
existence of a partly common genetic base for agro-morpho-
logical traits. Several QTLs for grain yield under four water
treatments were overlapped with the QTL of HW on linkage
groups 2 (GYPN.2.1), 3 (GYPL3.1 and GYPN.3.1), 4
(GYPD.4.1, GYPI4.]1 and GYPI4.2), 5 (GYPW.5.1) and 10
(GYPW.10.1, GYPN.10.1) as well as with the QTLs control-
ling several other traits on linkage groups 3, 4, 5, 9, 10, 13, 14
and 16. However, two individual QTLs specific for yield were
also identified on linkage groups 4 (GYPN.4.1) and 7
(GYPI.7.1) under non-irrigated and irrigated field conditions,
respectively.

Identification of QTLs influencing several traits could
increase the efficiency of marker-assisted selection (MAS)
and enhance genetic progress (Upadyayula et al. 2006). The
correlations among different traits as well as their co-localiza-
tion observed are relevant to strive for manipulating multiple
traits simultaneously. As we identified genetic markers linked
to yield-related traits, indirect selection can be targeted at the
presence or absence of markers of interest in breeding lines.
However, the QTLs and related markers need to be validated
in other genetic backgrounds prior to application in MAS.
Some successful MAS have already been reported in rice



Table 3: QTLs detected for yield-related traits under greenhouse and field conditions under two water treatments

Well-watered (greenhouse)

Water-stressed (greenhouse)

Irrigated (field)

Non-Irrigated ‘Rainfed’ (field)

Position Additive Position Additive Position Additive Position Additive

Trait QTL (cM) LOD effects R? QTL (cM) LOD effects R? QTL (cM) LOD effects R? QTL (cM) LOD effects R?

DSF  DSFW.5.1 25.5 8.7 -223' 013  DSFD.I.I 8.0 72 3.02  0.15 DSFLI.I 66.4 75 -195 0.14 DSFN.7.1 124 3.0 -1.75  0.11

DSFW.5.2 33.3 5.1 -229  0.13 DSFD.7.I? 12.4 3.5 -224 007 DSFL7.1 20.1 6.4 -1.59 0.10 DSFN.7.2 20.7 14.1 -322 037

DSFW.6.1 75.6 5.9 —224 013  DSFD.7.2 20.7 6.2 —248  0.09 DSFLI0.1 152.4 5.8 185 0.09 DSFN.10.1 152.4 5.4 214 0.12

DSFW.9.1 66.8 8.1 2.10  0.11 DSFD.14.1 105.0 5.4 -2.56  0.10 DSFLII.1 159 8.1 -2.56  0.12  DSFN.I1.1 19.4 9.5 -2.00 0.17

DSFW.15.1 20.1 4.0 127 005 DSFD.14.2 126.1 34 -2.17 0.1 DSFLI4.1 111.4 5.6 -127 006 DSFN.I4.1 111.4 9.9 -233 024

DSFW.17.1 38.4 6.1 -191 009 DSFD.I6.1 84.8 5.1 2032 0.07 DSFLI4.2 126.1 3.1 -1.04 004 DSFN.14.2 126.1 5.1 -1.82  0.15
DSFW.17.2 74.1 9.5 262 0.17 DSFD.I17.1 133.6 5.8 256 0.10 DSFILI7.1 130.8 5.9 1.68  0.12

LN LNW.7.1 452 3.4 205 0.4  LND.3.1 46.3 32 084 005  LNIL3.I 443 3.1 111 005  LNN.3.1 443 5.0 202 0.10

LNW.12.1 79.2 3.7 159 013  LND.5.I 273 5.1 -1.58 0.6  LNL7.1 21.6 14.6 -2.64 024  LNN.5.1 25.6 25.6 -1.58 0.5

LND.14.1 79.0 6.1 -128 0.1 LNL7.2 33.1 8.3 —238 0.8  LNN.5.2 87.2 6.0 199 0.11

LND.I5.1 24.1 5.1 121 010  LNLI4.1 66.4 3.4 -1.16 004  LNN.7.1 60.7 8.5 -2.58  0.18

LNII16.1 99.5 5.7 1.57 009  LNN.I4.1 66.4 8.6 —2.11  0.12

LNN.16.1 101.9 5.1 1.46  0.07

LAF  LAFW.3.1 17.2 42 —144 0.05  LAFD.I.1 25.9 6.0 131 0.09  LAFL7.1 20.7 4.6 -381 0.09 LAFN.3.1 19.2 3.6 252 0.06

LAFW.7.1 45.1 5.9 202 0.09  LAFD.9.1 114.0 7.9 -175 0.14  LAFLII.I 159 4.1 -579 0.07  LAFN.5.1 85.2 4.0 303 0.08

LAFW.9.1 133.7 7.6 229 0.13  LAFD.10.1 103.1 10.4 —188 0.19  LAFLI2.1 79.2 3.4 330 0.07  LAFN.7.1 20.7 7.7 -416 0.15

LAFW.12.1 79.2 8.0 212 0.11  LAFD.12.1 71.7 5.2 138 0.07 LAFN.7.2 34.7 33 -270 0.07

LAFW.12.2 94.7 3.6 227 0.12  LAFD.13.1 0.0 7.9 -153 0.10 LAFN.11.1 0.0 3.6 -252 0.07

LAFW.13.1 0.0 52 -175 0.07 LAFD.17.1 109.5 3.4 -103 0.12 LAFN.13.1 2.0 3.7 -297 0.10

LAD  LADW.2.1 33.5 6.5  —22930 0.17  LADD.I.1 26.5 73 23318 0.14  LADII.I 2.9 49 9573 0.07  LADN.I.1 50.9 3.0 -12005 0.05

LADW.3.1 31.0 50 —14681 0.10 LADD.2.1 38.3 3.1 -14258 0.08 LADI3.1 24.0 4.6 10948 0.10 LADN.7.1 16.1 3.0 —9856 0.05

LADW.10.1 163 7.6 24663 0.17 LADD.3.1 31.6 3.3 -10505 0.07 LADIA4.1 442 10.2 15529 0.16 LADN.10.1 49.6 3.4 —12300 0.07

LADW.10.2 38.8 46 —20279 0.12  LADD.9.I 103.9 3.1 -12145 0.05 LADIG.1 0.0 4.1  -14516 0.15 LADN.12.1 55.8 73 15768 0.16
LADW.10.3 493 6.3  —25265 0.14 LADD.16.1 228 57 -13892 0.11  LADI7.1 21.6 3.1 -7011 0.04
LADW.16.1 228 6.7 —17268 0.12 LADD.I7.1 112.1 54 -13218 0.11 LADII0.1 0.0 50  —14286 0.17

PH PHW.9.1 125.7 3.0 456 015  PHD.I.I 45.7 7.8 506  0.13  PHIA4.I 442 4.0 504 005  PHN.7.1 124 4.7 —-6.63  0.12

PHW.15.1 24.1 3.4 435 0.4  PHD.2.I 227 49 -8.13 020  PHI7.I 14.4 3.9 -6.11 008  PHN.7.2 20.6 123 -9.19 022

PHD.9.1 116.0 10.4 -6.74 020  PHL7.2 20.6 10.1 -872 0.17  PHN.7.3 33.1 9.5 —-8.74 020

PHD.13.1 18.4 8.4 -7.16 023  PHL7.3 34.7 42 -5.94 008 PHN.Il.I 8.0 4.6 545 0.09

PHD.14.1 79.0 3.9 -390 008 PHLILI 113 3.1 -458 005 PHN.16.1 1423 45 579 0.08

BIO BIOW.1.1 66.4 33 3.8 007  BIOD.I.I 61.6 33 187 011  BIOL3.1 0.0 4.9 -13.60 0.09  BION.I.I 50.9 4.8 -16.13  0.07

BIOW.10.1 38.8 3.1 -4.03 009 BIOD.I3.1 0.0 4.5 039  0.15  BIOL3.2 212 6.5 1453 0.4  BION.7.1 124 43 -12.04 0.8

BIOW.10.2 493 9.2 -528  0.20 BIOL7.1 20.7 4.7 -12.65 0.08  BION.7.2 20.1 6.8 -1451  0.16

BIOW.12.1 10.9 3.2 —2.89  0.06 BIOL7.2 34.7 3.1 -1049  0.05  BION.7.3 34.7 5.0 1251 0.08

BIOW.12.2 79.2 73 445 0.16 BIOLS.1 52.5 4.5 -13.74  0.08  BION.10.1 170.7 5.5 -16.81  0.08
BIOW.16.1 169.5 4.1 -6.68  0.23 BIOI10.1 1359 3.0 -1433 0.5

HW HWW.5.1 86.9 43 147 017  HWD.II 64.4 11.5 152 024  HWI3.I 0.0 6.3 -7.53 010  HWN.2.1 100.6 4.9 -536  0.07

HWW.6.1 80.0 43 -147 015 HWDA4.1 80.6 5.4 093 0.3  HWI3.2 19.2 5.1 559 006 HWN.3.1 212 5.4 6.93  0.08

HWW.10.1 38.8 3.1 -1.72 013  HWD6.1 79.7 4.5 -126 017  HWI4.1 442 9.7 8.67 0.13  HWN.7.1 16.1 6.0 -6.24  0.08

HWW.15.1 26.4 3.0 175 013  HWD.10.1 169.4 5.6 -1.17 011  HWIS.I 48.1 49 -6.26  0.06 HWN.10.1 49.4 33 551 0.05

HWD.16.1 91.3 7.8 -1.19 0.5  HWII0.I 1359 7.0 -7.69  0.10 HWN.10.2 170.6 5.5 —-8.33  0.09

HWD.16.2 143.0 6.9 115 014  HWILI2.1 19.1 6.2 -6.82  0.08 HWN.I4.1 99.9 7.4 795 0.10

HWI.14.1 118.4 44 524 005 HWN.I4.2 122.1 4.0 512 0.04

GYP  GYPW.S5.1 87.5 4.0 187 020 GYPD4.1 80.5 10.6 090 0.19 GYPL3.I 21.2 4.4 359 007 GYPN.2.I 98.6 9.2 575 0.19

GYPW.10.1 493 49 -199 016 GYPD.9.I 116.1 10.0 090  0.19 GYPI4.] 442 42 381 006 GYPN3.I 19.2 35 251 0.04

GYPW.14.1 73.8 15.6 1.68 040 GYPD.I3.1 0.0 33 049 005 GYPI4.2 83.8 4.1 3.17 006 GYPNA.I 50.2 5.6 337 0.09

GYPD.14.1 75.3 4.7 1.14 031  GYPL5.I 29.9 13.9 -728 027 GYPN.I0.1 46.1 11.7 1372 030

GYPD.16.1 22.0 6.5 089 015 GYPL7.I 51.2 73 593  0.07 GYPN.I4.1 73.3 3.0 215 0.04

GYPII2.1 238 8.9 —-6.61 0.17 GYPN.14.2 99.9 5.6 431 0.10

The traits are: days from sowing to flowering (DSF), leaf number per plant (LN), leaf area at flowering (LAF; cm?), leaf area duration (LAD; cm? days), plant height (PH; cm), total dry matter per plant (BIO; g), head weight per plant (HW;
2) and grain yield per plant (GYP; g). The QTLs were designated as the abbreviation of the trait followed by ‘W or ‘D’ for well-watered or water-stressed in the greenhouse, and by ‘I’ and *NT for irrigated and non-irrigated (rainfed) in the

field.

'The positive additive effect shows that PAC2 allele increases the trait and negative additive effect shows that RHA266 allele increases the trait.
>The common QTLs across water treatments are shown as bold-face.
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Fig. 2: Genetic linkage map and the positions of QTLs for the studied traits under different conditions. The QTLs Were‘defsignated as the
abbreviation of the trait followed by ‘W’ or ‘D’ for well-watered or water-stressed in the greenhouse, and by ‘I’ and ‘NI for 1rr1gated and non-
irrigated (rainfed) in the field. The traits are: days from sowing to flowering (DSF), leaf number per plant (LN), le:‘1f area at flowering (LAF), leaf
area duration (LAD), plant height (PH), total dry matter per plant (BIO), head weight per plant (HW) and grain yield per plant (GYP)
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Fig. 2: Continued

breeding programmes. For example, Cho et al. (1994) used
molecular markers for selection of semi-dwarf characteristic in
rice. Wang et al. (2005) successfully introgressed three QTLs
with large effects on spikelet fertility into near isogenic lines
using marker-assisted selection. Introgression of QTLs for OA,
associated with drought tolerance, has been also achieved in
rice by Robin et al. (2003). However, as far as we know, MAS
for drought tolerance has not been reported for sunflower in
the literature.

QTLs identified for a given trait under several growth conditions

Some QTLs are associated with the same trait under different
growth conditions (greenhouse and field) and/or water treat-
ments (well-watered and water-stressed). For example, the
QTLs for BIO, LAD, LAF and LN, located on linkage groups
1 (BIOW.1.1 and BIOD.I1.I; interval 61.6-66.4 cM), 2
(LADW.2.1 and LADD.2.1; interval 33.5-38.3 cM) and 3
(LAFW.3.2 and LAFN.3.1; LNI.3.1, LNN.3.1 and LND.3.1,
intervals 17.2-19.2 and 44.3-46.3 cM) were detected in more
than one environment (Fig. 2). Besides these QTLs, several

located on linkage group 14 (interval 73.3-75.3 ¢cM), which is a
relatively major QTL explaining 40%, 31% and 4% of total
phenotypic variance of yield in three growth conditions (well-
watered and water-stressed treatments under greenhouse and
non-irrigated treatment under field conditions, respectively). It
was also overlapped with the QTLs controlling LN and PH
explaining 11% and 8% of phenotypic variance, respectively,
indicating a relationship between grain yield and plant
architecture (Fig. 2). This finding was not supported by
phenotypic correlation between yield and LN. The positive
alleles for the QTLs controlling yield in this region come from
PAC2 and for QTLs conferring PH and LN, the positive
alleles come from RHA266. This DNA region could be
important in marker-based selection for grain yield, as it was
detected in three different growth conditions (Fig. 2).

In the previous study, QTLs controlling plant water status
traits and OA were mapped in the same mapping population
under well-watered and water-stressed conditions (Poormo-
hammad Kiani et al. 2007b). Comparing the QTLs found in
the present study for grain yield and agro-morphological traits
with those previously reported, overlapping QTL indicates a

additional QTLs for a given trait in at least two growth physiological link between plant water status, OA and

conditions were detected on different linkage groups, which
shows that some QTLs are detectable under multiple condi-
tions. For GYP 11 of 20 QTLs were detected in two or three
growth conditions and nine under only one of the four
growth conditions. The QTLs for GYP in two or three
growth conditions, are located on linkage groups 3 (GYPI.3.1
and GYPN.3.1), 4 (GYPI4.l, GYPI4.2, GYPD.4.] and
GYPNA4.1), 10 (GYPW.10.I and GYPN.10.I) and
(GYPW.14.1, GYPD.14.1 and GYPN.I4.1). The most consis-
tent QTL for yield, which is linked to SSR marker ORS391, is

agronomical traits (Table 4). However, increasing the map
resolution would be necessary to determine if this physiolog-
ical link is because of pleiotropy or tight linkage. Some of the
overlapped QTLs were located practically at the same
positions. As an example on linkage group 5, four overlapped
QTLs detected in the present study for GYP, LN and LAF,
(GYPW.5.1, HWW.5.1, LNN.5.2 and LAFN.5.1) has been

14  previously detected as the most important DNA region for

plant water status traits, such as relative water content (RWC)
in well-watered and water-stressed conditions as well as for
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Table 4: QTLs controlling agronomical traits under four growth conditions identified in the present study, which are overlapped with QTLs for
plant water status and osmotic adjustment identified in our previous study (Poormohammad Kiani et al. 2007b)

Water status traits and osmotic

Linkage Agronomical traits in adjustment (Poormohammad Kiani
group the present study et al. 2007b) Overlapped QTLs
LGl Leaf area at flowering Turgor potential (\¥,), ‘LAFD.1.I'’LADD.1.1" ‘TP.WS.1.1°,
Leaf area duration Osmotic potential (V) ‘OP.WS.1.I’
LG5 Days from sowing to Osmotic potential (‘W) ‘DSFW.5.2, ‘OP.WS.5.2’
flowering
LGS Grain yield per plant Osmotic adjustment (OA), ‘YPW.5.I', 'LNN.5.2’, ‘LAFNN.5.1°,
Head weight per plant Osmotic potential at full turgor (Wpr), HWW.5.1°, ‘0A4.5.2’, ‘OPF.WS.5.1°,
Leaf number per plant Relative water content (RWC), RWC.WS.5.1°, RWC.WW.S.1,
Leaf area at flowering Leaf water potential (¥y) ‘LWP.WS.5.1
LG6 Leaf area duration Relative water content (RWC), ‘RWC.WW.6.I')TP.WW.6.1°,
Turgor potential (\¥y) ‘LADI6.I’
LG7 Several traits (Fig. 2) Turgor potential (V) ‘Several QTLs (Fig. 2)’, “TP.WS.7.1’
LG7 Leaf number per plant Leaf water potential (W), ‘LWP.WS.7.I', RWC.WS.7.1,
Relative water content (RWC) ‘LNN.7.1
LG9 Days from sowing to Leaf water potential (Wy) ‘DSFW.9.I', LWP.WS.9.1’
flowering
LGI12 Grain yield per plant Turgor potential (W), ‘YPLI2.’, ' HWL12.1",
Head weight per plant Osmotic adjustment (OA) ‘TP.WW.12.1°, ‘OA.12.1°, ‘OA.12.2
LGI13 Plant height Osmotic adjustment ‘PHD.13.I’, ‘OA.13.1
LGl6 Grain yield per plant Osmotic potential at full turgor (Wspr), ‘YPD.16.I', ' LADW.16.1°,
Turgor potential (W), Leaf water ‘LADD.16.1’,OPF.WS.16.1",
Leaf area duration potential (W), Relative water ’OPF.WS.16.2”,"OPF.WW.16.1’, “TP.WS.16.1°,
content (RWC) ‘LWP.WS.16.1°, RWC.WS.16.1°
LGI16 Days from sowing to Leaf water potential (‘¥y,), ‘DSFD.16.I’, ‘'LWP.WS.16.2°, ‘'RWC.WS.16.2°,
flowering Relative water content (RWC), ’OP.WS.16.1°, ‘OPF.WS.16.2°
Osmotic potential (\¥s),
Osmotic potential at full turgor (Wsprr)
LGl16 Leaf number per plant Turgor potential (V) ‘LNI.16.2’, 'LNN.16.1°
LGl16 Total dry matter Osmotic potential (‘¥) ‘BIOW.16.1", ‘OP.WW.16.1’
per plant (biomass)
LG17 Days from sowing Relative water content (RWC) ‘DSFW.17.I' RWC.WW.17.2’,
to flowering ‘RWC.WS.17.1°
leaf water potential, osmotic potential at full turgor and OA under both  water treatments (RWC.WW.5.1 and

(Poormohammad Kiani et al. 2007b).

On linkage group 7, the QTLs controlling LN (under
irrigated condition), LAF (under two growth conditions),
LAD (under two growth conditions), PH (under two growth
conditions), DSF (under three growth conditions), HW and
BIO (under two growth conditions) detected in the present
study (Fig. 2, Table 4), were overlapped with the QTL
controlling turgor potential identified in our previous work
(Poormohammad Kiani et al. 2007b). Maintaining turgor
potential under drought conditions is necessary for cell
division and expansion, and consequently for plant growth
and productivity. It has been reported that various biochem-
ical and physiological responses, such as photosynthesis,
photochemistry and stomatal conductance under drought
conditions depend on turgor potential in sunflower (Turner
and Jones 1980, Morgan 1984, Maury et al. 1996, 2000).
Therefore, overlapping QTLs for turgor potential and agro-
nomical traits suggest the common genetic basis for turgor
maintenance and plant growth and development in this
genomic region. Although many other overlapping QTLs are
observed on several linkage groups for various drought-
adaptive and morphological and developmental traits (Ta-
ble 4), we are especially interested in relationship between
drought-adaptive and productivity QTLs. Three QTLs for
GYP identified in the present study are overlapped with several
QTLs for drought-adaptive traits. One of them located on
linkage group 5 (GYPW.5.1), is overlapped with the QTLs for
OA (0A4.5.2), leaf water potential (LWP.WS.5.1) and RWC

RWC.WS.5.1) (Table 4). Another QTL for GYP, located on
linkage group 12 (GYPI.12.1), is overlapped with one QTL for
turgor potential (TP.WW.12.1) and two QTLs for OA
(0A.12.1 and 0A.12.2). Seemingly, the third QTL for GYP,
located on linkage group 16 (GYPD.16.1) is overlapped with
the QTLs for turgor potential (TP.WS.16.1), osmotic potential
at full turgor (OPF.WS.16.2 and OPF.WW.16.1), leaf water
potential (LWP.WS.16.1) and RWC (RWC.WS.16.1)
(Table 4).

We have shown a partly common genetic basis for plant
water status, OA and productivity. Detailed characterization
of these genomic regions through the development and
evaluation of near-isogenic lines will lead to an improved
understanding of drought tolerance and might set the stage for
the positional cloning of drought tolerance genes. Prior results
of plant water status and OA have been largely based on
phenotypic association with yield under drought stress in
sunflower (Chimenti et al. 2002). Overlapping QTLs for water
status traits, OA and productivity has been observed in cotton
(Saranja et al. 2004) and barley (Teulat et al. 1998).

In the present study, a mapping population was evaluated
for agronomical traits under greenhouse and field conditions
each with two water treatments. Using the same mapping
population under different water regimes helped us on the
identification of consistent genomic regions (QTL) from those
expressed under specific conditions for several agronomical
and yield-related traits. Although QTLs induced only by
drought may be associated with mechanism(s) of sunflower
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drought response, we suppose that the QTLs that can reduce
trait difference between well-watered (irrigated) and water-
stressed (non-irrigated) conditions should have an effect on
drought tolerance because of their contribution to trait
stability. Therefore, the QTLs, which are common across
water treatment are of more interest and most useful for MAS.
Regarding to these points, the most stable genomic region
controlling yield is located on linkage groups 14 (SSR marker:
ORS391), where three QTLs for yield under three water
treatments were overlapped.

One of the major goals for plant breeders is to develop
genotypes with high yield potential and the ability to be stable
across environments. There are two main ways in which a
cultivar can achieve stability. The first one is identification of
the non-environment-specific QTLs or QTLs with minor
interaction with environments (as those located on linkage
group 14), which should be particularly useful in MAS for
yield. The second is the development of widely adapted
cultivars by pyramiding different QTLs each controlling
adaptation to a different range of environments (as nine
environment-specific QTLs for yield).

We compared the position of QTLs obtained in the present
study with the results obtained by Rachid Al-Chaarani et al.
(2004) for yield-related traits using the same mapping popu-
lation (PAC2 x RHA266) under well-watered conditions.
According to the authors, the most important DNA regions
controlling thousand grain weight and yield are located on
linkage groups 4, 6 and 9, which correspond to the linkage
groups 7, 5 and 10 in the present study with public common
linkage group nomenclature. One QTL for yield reported by
Rachid Al-Chaarani et al. (2004) on linkage group 6 was
confirmed in the present study on the corresponding linkage
group 5 (GYPL5.1). Their two other QTLs are co-located with
the QTLs controlling biomass on linkage groups 7 (BION.7.3
and BIOI.7.2) and 10 (BIOW.10.1) in the present study. The
latter, however, is close to two QTLs controlling GYP
(GYPN.10.1 and GYPW.10.1).

Another application of QTL analysis is the genetically
determination of the trait association by evaluation of over-
lapping QTLs. In the present study we identified the genomic
regions controlling productivity (BIO per plant, HW per plant
and GPY), which overlapped with the QTLs previously
reported for plant water status and OA (Poormohammad
Kiani et al. 2007b). The results showed a partly common
genetic basis for physiological traits (plant water status and
OA) and grain yield in RILs. The whole results do highlight
interesting genomic regions for marker-based breeding pro-
gramme for drought tolerance in sunflower. Knowledge of the
number and likely position of loci for drought adaptive traits
and yield can provide the information required to select
optimal combinations of alleles by the use of marker-assisted
selection. For example, combining the major QTL for yield on
linkage group 14 (nearest SSR marker ORS391) with another
QTL of yield on linkage group 5 (nearest SSR marker
ORS523 1), considering that the latter marker was also linked
to the QTLs for several plant water status traits and OA with
high phenotypic variance explained, could be beneficial for
pyramiding higher grain yield and drought tolerance QTLs in
the same genotype. However, like any other quantitative trait,
there is a requirement to confirm the position of the QTL and
carry out fine-scale mapping before MAS becomes a viable
proposition.

References

Alza, J. O., and J. M. Fernandez-Martinez, 1997: Genetic analysis of
yield and related traits in sunflower (Helianthus annuus L.) in
dryland and irrigated environments. Euphytica 95, 243—251.

Basten, C. J., B. S. Weir, and Z. B. Zeng, 2002: QTL Cartographer
Version 1.16: Program in Statistical Genetics. Department of
statistics, North Carolina State University, Cary.

Bert, P. F., I. Jouan, D. Tourvielle de Labrouhe, F. Serre, J. Philippon,
P. Nicolas, and F. Vear, 2003: Comparative genetic analysis of
quantitative traits in sunflower (Helianthus annuus L.). 3 Charac-
terisation of QTL involved in developmental and agronomic traits.
Theor. Appl. Genet. 107, 181—189.

Blum, A., 1988: Plant Breeding for Stress. CRC Press Inc, Boca Raton,
FL.

Ceccarelli, S., and S. Grando, 1996: Drought as a challenge for the
plant breeder. Plant Growth Regul. 20, 149—155.

Chimenti, C. A., J. Pearson, and A. J. Hal, 2002: Osmotic adjustment
and yield maintenance under drought in sunflower. Field Crops Res.
75, 235—246.

Cho, Y. G.,, M. Y. Eun, S. R. McCouch, and Y. A. Chae, 1994: The
semidwarf gene, sd-1, of rice (Oryza sativa L.). 1I. Molecular
mapping and marker-assisted selection. Theor. Appl. Genet. 89,
54—59.

Doerge, R. W., and G. A. Churchill, 1994: Empirical threshold values
for quantitative trait mapping. Genetics, 138, 963—971.

Evans, L. E., 1993: Crop Evolution, Adaptation and Yield. Cambridge
University Press, New York/Cambridge.

Fereres, E., C. Gimenez, and J. M. Fernandez, 1986: Genetic
variability in sunflower cultivars under drought. I. Yield relation-
ships. Aust. J. Agric. Res. 37, 573—582.

Fick, G. N., 1978: Sunflower breeding and genetics. In: Carter. JF
(ed.), Sunflower Science and Technology, 279—327. ASA, CSSA
and SSSA, Madison, WI.

Fick, G. N., and J. F. Miller, 1997: The genetics of sunflower. In:
Shneither. AA (ed.), Sunflower Technology and Production,
441—495. ASA, CSSA and SSSA, Madison, WI.

Flagella, Z., T. Rotunno, E. Tarantino, R. Di Caterina, and A.
De Caro, 2002: Changes in seed yield and fatty acid composition of
high oleic sunflower (Helianthus annuus L.) hybrids in relation to the
sowing date and the water regime. Eur. J. Agron. 17, 221—230.

Gentzbittel, L., Y. X. Zhang, F. Vear, B. Griveau, and P. Nicolas,
1994: RFLP studies of genetic relationships among inbred lines of
the cultivated sunflower, Helianthus annuus L.: evidence for distinct
restorer and maintainer germplasm pools. Theor. Appl. Genet. 89,
419—425.

Gentzbittel, L., F. Vear, Y. X. Zhang, A. Bervillé, and P. Nicolas,
1995: Development of a consensus linkage RFLP map of cultivated
sunflower (Helianthus annuus L.). Theor. Appl. Genet. 90,
1079—1086.

Gimenez, C., and E. Fereres, 1986: Genetic variability in sunflower
cultivars under drought. II. Growth and water relations. Aust.
J. Agric. Res. 37, 583—597.

Lander, E. S., and D. Botestein, 1989: Mapping mendelian factors
underling quantitative traits using RFLP linkage maps. Genetics
121, 185—199.

Maury, P., F. Mojayad, M. Berger, and C. Planchon, 1996: Photo-
synthesis response to drought acclimation in two sunflower geno-
types. Physiol. Plant 98, 57—66.

Maury, P., M. Berger, F. Mojayad, and C. Planchon, 2000: Leaf water
characteristics and drought acclimation in sunflower genotypes.
Plant Soil 223, 153—160.

Mokrani, L., L. Gentzbittel, F. Azanza, L. Fitamant, G. Al-Chaarani,
and A. Sarrafi, 2002: Mapping and analysis of quantitative trait loci
for grain oil and agronomic traits using AFLP and SSR in sunflower
(Helianthus annuus L.). Theor. Appl. Genet. 106, 149—156.

Morgan, J. M., 1984: Osmoregulation and water stress in higher
plants. Annu. Rev. Plant Physiol. 35, 299—319.



QTL analysis of yield-related traits in sunflower

373

Mutschler, M. A., R. W. Doerge, S. C. Liu, J. P. Kuai, B. E. Liedl, and
J. A. Shapiro, 1996: QTL analysis of pest resistance in the wild
tomato Lycopersicum pennellii: QTLs controlling acylsugar level
and composition. Theor. Appl. Genet. 92, 709—718.

Poormohammad Kiani, S., P. Grieu, P. Maury, T. Hewezi, L. Gentz-
bittel, and A. Sarrafi, 2007a: Genetic variability for physiological
traits under drought conditions and differential expression of water
stress-associated genes in sunflower (Helianthus annuus L.). Theor.
Appl. Genet. 114, 193—207.

Poormohammad Kiani, S., P. Talia, P. Maury, P. Grieu, R. Heinz,
A. Perrault, V. Nishinakamasu, E. Hopp, L. Gentzbittel,
N. Paniego, and A. Sarrafi, 2007b: Genetic analysis of plant
water status and osmotic adjustment in recombinant inbred lines
of sunflower under two water treatments. Plant Sci. 172, 773—
787.

Poormohammad Kiani, S., P. Maury, A. Sarrafi, and P. Grieu, 2008:
QTL analysis of chlorophyll fluorescence parameters in sunflower
(Helianthus annuus L.) under well-watered and water-stressed
conditions. Plant Sci. 175, 565—573.

Prieto losada, H., 1992: Response to Drought Conditions of Sunflower
Genotypes Differing in Yield Potential and Length of Cycle. PhD
Thesis University of Cordoba (in Spanish).

Rachid Al-Chaarani, G., L. Gentzbittel, X. Huang, and A. Sarrafi,
2004: Genotypic variation and identification of QTLs for
agronomic traits using AFLP and SSR in recombinant inbred lines
of sunflower (Helianthus annuus L.). Theor. Appl. Genet. 109,
1353—1360.

Richards, R. A., 2000: Selectable traits to increase crop photosynthesis
and yield of grain crops. J. Exp. Bot. 51, 447—458.

Robin, S., B. Pathan, B. Courtois, R. Lafitte, S. Carandang,
S. Lanceras, M. Amante, H. T. Nguyen, and Z. Li, 2003: Mapping
osmotic adjustment in an advanced backcross inbred population of
rice. Theor. Appl. Genet. 107, 1288—1296.

Russel, W. A., 1991: Genetic improvement of maize yields. Adv.
Agron. 46, 245—298.

Saranja, Y., C. X. Jiang, R. J. Wright, D. Yakir, and A. H. Paterson,
2004: Genetic dissection of cotton physiological responses to arid
conditions and their inter-relationships woth productivity. Plant Cell
Environ. 27, 263—277.

SAS Institute Inc., 2002: SAS Guide for Personal Computers. 9th edn,
SAS Institute Inc., Cary, NC.

Schneiter, A. A., and J. F. Miller, 1981: Description of sunflower
growth stages. Crop Sci. 21, 901—903.

Teulat, B., D. This, M. Khairallah, C. Borries, C. Ragot, P. Sourdille,
P. Leroy, P. Monneveux, and A. Charrier, 1998: Several QTLs
involved in osmotic-adjustment trait variation in barley (Hordeum
vulgare L.). Theor. Appl. Genet. 96, 688—698.

Tuberosa, R., S. Salvi, M. C. Sanguineti, P. Landi, M. Maccaferri, and
S. Conti, 2002: Mapping morpho-physiololgical traits and yield:
case studies, shortcomming and perspectives in drought-stressed
maize. Ann. Bot. 89, 941—963.

Turner, N. C., and M. M. Jones, 1980: Turgor maintenance by osmotic
adjustment; a review and evaluation. In: Turner. N, and Kramer. PJ
(eds), Plants to Water and High Temperature Stress, 87—107.
Wiley, New York City, NY.

Upadyayula, N., H. S. da Silva, M. O. Bohn, and T. R. Rocheford,
2006: Genetic and QTL analysis of maize tassel and ear inflorescence
and architecture. Theor. Appl. Genet. 112, 592—606.

Wang, G. W., Y. Q. He, C. G. Xu, and Q. Zhang, 2005: Identification
and confirmation of three neutral alleles conferring wide compat-
ibility in inter-subspecific hybrids of rice (Oryza sativa L.) using
near-isogenic lines. Theor. Appl. Genet. 111, 702—710.

Zhang, L. S., V. Le Clerc, S. Li, and D. Zhang, 2005: Establishment of
an effective set of simple sequence repeat markers for sunflower
variety identification and diversity assessment. Can. J. Bot. 83,
66—72.

Zou, G. H., H. W. Mei, H. Y. Liu, G. L. Liu, S. P. Hu, X. Q. Yu, M. S.
Li, J. H. Wu, and L. J. Luo, 2005: Grain yield responses to moisture
regimes in a rice population: association among traits and genetic
markers. Theor. Appl. Genet. 112, 106—113.



Tableau 5 : Gain génétique pour les parametresragrphologiques en conditions contrélées
pour les deux traitements hydrique (W : plantes miéguées ; D : plantes stressées)

WDSF DDSF WLN DLN WLAF D LAF W LAD D LAD
PAC2 = P1 75.67 74.83 20.67 20.00 2855.08 1978.60 83510.79 36634.29
RHA 266 = P2 77.33 7217 2333 24.00 3615.07 3121.38 126486.21 = 64464.43
P1- P2 167N 2,67 -2.67"°  -4.00"° -759.99%° -1142.79%S -42975.43'° -27830.14"°
X P = (P1+P2)12 76,50 73.50 22.00 22.00 3235.07 2549.99 104998.50  50549.36
X RILs 76.94 7810 2390 23.35 3119.52 2319.37 117779.48  69045.80
X RILs- X P 0.44% 460"  1.90"° 1.35" -11555" -230.62"° 12780.98°  18496.44°
BRILs 95.12 96.74  34.67 33.33 4388.81 3368.64 277705.89  192630.00
L RILs 65.55 67.93 17.00 17.67 158555 1469.40 35981.30 19718.10
GGB= BRILs-BP 17.78* 21.90* 11.33* 9.33* 773.74" 247.25%° 151219.68* 128165.57*
X 10%BRILS 86.88 90.10 32.13 30.08 4089.53 2993.18 200540.90  141891.81
GG10%=X 10%BRILs X p 10.38* 16.60* 10.13* 8.08* 854.46* 443.19"° 05542.40*  91342.45*
LSD. 704  7.03 3.03 2.78  806.47 657.90  47152.21 31155.90
h2 49.35  34.83 92.88 7591 46.47 41.99 52.21 63.63
WPH DPH WBIO DBIO WHW DHW WGYP DGYP
PAC2 = P1 121.00 97.67 55.66 36.85 14.99 9.71 6.71 4.45
RHA_ 266 = P2 112.67 94.67  50.57 36.85 14.37 8.66 6.61 3.01
P1- P2 8.33%  3.00% 5.09% 0.00M® 0.62"° 1.05™  0.09"  1.44"S
X P = (P1+P2)12 116.83 96.17  53.11 36.85 14.68 9.19 6.66 3.73
X RILs 116.10 9249  58.75 37.26 17.60 9.05 7.73 2.99
X RiLs- X P -0.74"  -3.68"° 564" 041" 2.92% 014" 1.07"° -0.74"°
BRILs 136.00 118.33  82.89 52.83 33.52 20.55 19.26 8.61
L RILs 77.67 69.83  37.56 26.18 7.37 5.00 0.62 0.58
GGB= BRILs-BP 15.00*  20.67* 27.23* 15.98* 18.53* 10.84* 1255  4.16*
X 10%BRILS 132.21 11150 79.02 47.25 25.58 14.18  15.02 6.71
GG10%=X 10%BRILs X P 15.38*  15.33*  25.90* 10.40* 10.90* 4.99*  8.36* 2.98*
LSD. 1492 1357 17.80 8.93 8.73 3.92 5.94 2.40
h2 52.85 28.30 31.95 47.82 35.42 48.74  54.01 60.59

PAC2 (1) et RHA_266 (2) : les lignées parentaE; PX moyenne des lignées parentaE; RXLs : moyenne des lignées

recombinantes; BRILs : la meilleure lignée recombtea BP : le meilleur parent;_XlO% BRILs : moyenne des 10%

meilleures lignées recombinantes sélectionnées; Ggaiih génétique quand la meilleure lignée recomnie est comparée
avec le meilleur parent; GG10% : gain génétiquenduas 10%BRILs sont comparés avec la moyenne aents ; NS :

non-significatif ; * : significatif pour p< 0.05.
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Tableau 6 : Gain génétique pour les parameétresragrphologiques au champ pour les deux

traitements hydrique (W : plantes bien irriguéBs:;non irriguées).

WDSF DDSF WLN DLN WLAF D LAF W LAD D LAD
PAC2 = P1 79.67 79.67 23.33 22.33 4380.26 417421  107404.85 96108.75
RHA 266 = P2 74.67 74.67 2300 22.67 4501.86 2556.26 116188.29 67760.08
P1-P2 5.00* 5.00+ 0.33“° -0.33"%° -121.60"° 1617.95* -8783.45'°  28348.67*
X P = (P1+P2)12 7717 7717 2317 2250 4441.06 336523 111796.57  81934.41
X RILs 82.87 8282 27.22 26.60 431458 3944.04 95173.29 92953.41
X RILs- X P 570+ 565*  4.05* 4.10"° -126.48° 578.80% -16623.28° 11018.99"
BRILs 94.67 94.67 37.67 38.00 7739.40 6949.06 19614291  185865.03
L RILs 75.33 75.33 17.33  17.00 1988.35 2479.12  40753.10 43384.16
GGB= BRILs-BP 15.00¢+ 15.00* 14.33* 15.33* 3237.54* 2774.86* 79954.61*  89756.29*

X 10%BRILS 90.67 90.50 35.67 35.90 6563.04 573557 163830.48 147634.63
GG10%=X 10%BRILs X p 13.50* 13.33* 12.50* 13.40* 2121.98* 2370.34* 52033.91*  65700.22*
LSD. 334  3.40 3.77 437  1558.42 134505 47674.79 43939.31
h2 86.11  84.53 92.67  55.88 53.57 57.05 66.43 51.78

W PH DPH WBIO DBIO WHW D HW WGYP DGYP

PAC2 = P1 125.67  119.67 131.70 117.35 67.10 43.75 26.30 16.33
RHA 266 = P2 102.00 99.33 103.90 58.86  48.70 31.37 27.57 17.41
P1-P2 23.67"°  20.33* 27.80" 58.49* 18.40M 12.38"° -1.27N -1.07N

X P = (P1+P2)12 113.83 10950 117.80 88.11  57.90 37.56 26.93 16.87

X RILs 123.07 125.31 11152 126.08 48.49 55.30 22.57 26.91

X Rils- X P 9.23% 1581 -6.28"° 37.97"° .9.41" 17.75" -4.36"° 10.04%°
BRILS 158.67  177.67 227.20 255.37 117.00 107.05 69.10 58.25
L RILS 83.33 7433  37.90 4850  11.99 13.85 2.69 2.30
GGB= BRILS-BP 33.00*  58.00* 95.50* 138.02* 49.90* 63.30* 41.53* 40.84*

X 10%BRILS 149.90 159.87 185.17 209.73 87.93 96.03 48.45 49.96
GG10%=X 10%BRILs X p  36.07*  50.37*  67.37* 121.62* 30.03* 58.47* 21.52* 33.09*
LSD. 27.14 19.11 5256 54.77  27.85 29.90 18.20 17.94
h2 37.72 55.90 64.01  68.34 69.83 69.75 62.28 61.40

PAC2 (1) et RHA_266 (2) : les lignées parenta@; PX moyenne des lignées parenta@; RXLs : moyenne des lignées

recombinantes; BRILs : la meilleure lignée recombtea BP : le meilleur parent;_XlO% BRILs : moyenne des 10%

meilleures lignées recombinantes sélectionnées; Ggzih génétique quand la meilleure lignée recouantitie est comparée
avec le meilleur parent; GG10% : gain génétiqguenduas 10%BRILs sont comparés avec la moyenne @enis ; NS :
non-significatif ; * : significatif pour p< 0.05.
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4.2. Synthése des résultats et discussion
4.2.1. Variation phénotypique et effet du stress hydrique

Les variations phénotypiques observées pour lestIBurs parents PAC2 et
RHA266 en conditions controlées (serre) et conaitinaturelles (champ) pour les
deux types de traitements hydriques sont présedtiesle Tableau (1) de I'article,
page 56. En conditions contrdlées, un effet sigatiii du traitement hydrique a été
observé pour la presque totalité des paramétreiédtexception faite pour deux
parametres : la précocité de floraison (DSF) ehdenbre de feuilles par plante
(LN). Dans les conditions naturelles (champ), leest hydrique a un effet
significatif seulement sur deux parametres a sdegoids du capitule (HW) et le
rendement en grains par plante (GYP). Ce résukxiplgue par le fait que la
contrainte hydriqgue au champ a été imposée a de glas tardif du développement

(post-floraison) comparativement a la situationserre (préfloraison).

Des différences significatives sont aussi relevées sein des lignées
recombinantes (RIL) pour tous les caracteres &utiés les différentes conditions

(Tableau 1 de I'article , page 56).

De méme, une interaction significative entre lateraent hydrique et les
lignées recombinantes a été observée pour la néafes caracteres étudiés dans les

deux conditions de culture (serre et champ).

En prenant en considération tous les caractérekédtsous les différentes
conditions de croissance, une grande ségrégafnsgressive est observée que ce

soit en serre ou au champ pour les deux typesadertrents hydriques.

4.2.2. Variabilité  génétique et héritabilité des caracters

morphologiques et agronomiques

Les performances phénotypiques des lignées recamigim et de leurs

parents pour tous les caracteres agro - morphalegignesurés pour les deux
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traitements hydriques (plantes bien alimentéesaene¢ plantes soumises au stress
hydrique) pour les deux conditions de culture (emres et au champ) sont

représentees respectivement dans les tableau6}5 et

Les difféerences entre les parents sont signifieatigour la précocité de la
floraison (Day from Sowing to Flowring : DSF), laioBhasse seche par plante
(Biomass per plant :BIO), Surface Foliaire a lar&ison (Leaf Area at Flowring :
LAF), la Hauteur de la Plante (Plant Height : PHlaeDurée de la Surface Foliaire
(Leaf Area Duration : LAD) en conditions naturellespectivement pour les deux
traitements (irrigué et non irrigué€) pour la DSkpetur le traitement non irrigué pour
les quatre autres variables. Cependant les diftésem’étaient pas significatives
pour le nombre des feuilles (LN), le Poids du i@de (HW) et le rendement en
grains par Plante (GYP) pour les deux traitemerndrigues que ce soit sous

conditions controlées ou au champ (Tableau6.et

Par ailleurs, en comparant la moyenne des deuxigsafeX P) avec celle des

lignées recombinantes ( RILs), des différences significatives sont obsesvé

seulement au champ pour la DSF dans les deux camglitirriguée et non irriguée
et pour le nombre de feuilles a la floraison (LBafmber : LN) pour la condition
irriguée. Pour tous les autres caracteres : Bioenasshe par plante (Biomass per
plant : BIO), Surface Foliaire a la Floraison (Lemfea at Flowring : LAF), la
Hauteur de la Plante (Plant Height : PH), la Dutéda Surface Foliaire (Leaf Area
Duration : LAD), Poids du Capitule (Head Weight\Whiiet le Rendement en Graine
par Plante (Grain Yield per Plant : GYP) il n’existucune différence significative
entre ces deux moyennes. Cela suggere que lesgfi@$ recombinantes sont
représentatives de I'ensemble des recombinaisoilk egii possible d’obtenir a
partir du croisement ‘PAC2’ x ‘RHA266'.

L'un des principaux criteres recherchés par lecs@eneur, a partir d’'un
croisement, est I'obtention d’'un gain génétique JGigbi se manifeste par la

supériorité d'un ou de plusieurs recombinants paport aux parents. En effet, la
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comparaison entre le meilleur parent et la meidelignée recombinante (GGB)
montre une différence significative pour tous laesactéres étudiés quelque soit la
condition (serre et champ) et le type de traitenhgdtique (irrigué ou non irrigué),

N

excepté pour la surface foliaire a la floraison ldeplante (LAF) en conditions
contrélées. Un gain génétique significatif estlégeent observé en comparant la
moyenne des parents avec la moyenne des 10% déedignecombinantes
sélectionnées (GG10%), et ceci pour la quasi tétdks caracteres étudiés dans les
difféerentes conditions, excepté pour la surfaceaii@ a la floraison (LAF) en
condition contrdlé pour les plantes bien irrigué@s.gain génétique qui traduit une
ségrégation transgressive positive pourrait étreadliaccumulation des alléles
favorables venant des deux parents chez certastedéants du croisement. Les
signes positifs et négatifs des effets additifsrdes différents Loci (Tableau 3 de
l'article, page 58), indiquent une contribution ddeux lignées parentales et
confirme ainsi la ségrégation transgressive obgeateniveau phénotypique. Une
ségrégation transgressive pour des caractéeres ologuues et agronomiques a éte
reportée sur ces méme lignées recombinantes isBuesoisement ‘PAC-2’ x
‘RHA-266'mais sous des conditions de bonne alimenmahydrique (Mokraniet
al., 2002 ; Al Chaararet al, 2004 a).

Une héritabilité élevée a été observée pour la mb@jdes caractéres étudiés
quelque soit la condition de culture et le type tlaitement hydrique
(Tableau 5 et 6). Le rendement en grains par @l&BtYP) présente des valeurs
d’héritabilité importantes qui s'échelonnent de0®4a 60.60 % (respectivement
irriguée et non irriguée en serre) et de 61.4 8%B2respectivement non irrigué et
irrigué au champ). De méme, pour la durée de ldasarfoliaire (Leaf Area
Duration : LAD) et le nombre de feuilles a la fls@n (Leaf Number : LN) les
valeurs observées sont elevées (Tableau 5 et @prteahéritabilité observée pour
certains caracteres pourrait étre associée a s d'une difféerence génétique

élevée pour ces caracteres dans les lignées paeR&C-2 et RHA-266.

4.2.3. Corrélations phénotypiques et identification des aacteres
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corrélés au rendement en grains

Les corrélations phénotypiques entre traitementsiritpyes pour les
caracteres mesurés et les corrélations entrerieengent en grains par plante avec
ces mémes caracteres (pour les deux traitementsjbgd dans les conditions serre
et champ) sont présentées dans le tableau 2 tiel€ata page 57. Des corrélations
hautement significatives ont été observées engrdrégtements hydriques pour les
différents caractéres étudiés dans I'expérimematerre et champ. Le rendement
en grains par plante (GYP) est corrélé avec |dasarfoliaire a la floraison (LAF),
la durée de la surface foliaire (LAD), la massecdpitule (HW) et la masse seche
de la plante (BIO) pour les deux traitements hyde&en serre et au champ. Le
rendement en grains par plante (GYP) est corréé & hauteur de la plante (PH)
seulement en condition naturelle (champ) sous ksx draitements hydriques
(irriguée et non irriguée). Quant au nombre degalepuis le semis a la floraison
(DSF) et le nombre de feuilles par plante (LN), nks sont pas corrélés avec le

rendement en grains par plante (GYP).

Les corrélations hautement significatives obsergdes les deux traitements
hydriques pour les caracteres étudiés en serng ehamp montrent que les valeurs
phénotypiques sous les conditions de bonne alimient&n eau expliquent une
large proportion de variation des performances endition de manque d'eau
(Tableau 2 de l'article, page 57). Ces résultaggérent que la sélection dans les
conditions de bonne alimentation en eau que cessoi serre ou au champ, peut
étre efficace dans I'amélioration du rendementgesins et d’autres caracteres
agronomiques sous des conditions limitantes ens&ve ou champ). Des résultats

similaires sont reportés pour des lignées recombasade riz (Zoet al, 2005).

4.2.4. ldentification des QTLs

La position sur la carte et les caractéristigues Q&Ls associés avec les

caracteres étudiés en serre et au champ , soudeles types de traitements

67



- Varighilité enet| e et identificatio ar oe | | ‘ajuste e t osmotique et lesatdéres associés chez
des mu a}an S ourc}\e ol ?I—?eﬂws gnnu usL (9? é <§'e sn(]ec eresse. g

hydriques sont résumeés dans le tableau 3 de l@rtgage 58. Les QTLs sont
désignés par des abrévations basées sur le carasatén par les lettres ‘W’ et ‘D’
qui font respectivement référence aux plantes bilenentées en eau et a celles
stressées sous conditions controlées, ou par kesle’l’ et ‘NI’ qui font
respectivement référence aux plantes irriguéesontimiguées sous conditions
naturelles. Les groupes de liaisons correpondanss gue le numeéro du QTL dans
le groupe de liaison sont aussi indiqués pour cha@dL . Pour une vue
d’ensemble simplifiée des QTLSs, et en particulieuprepérer les QTLS communs
entre les caractéres éetudiés et les conditionsuttares des plantes (traitements
hydrique en serre et au champ), une image du posgment des QTLs sur les
groupes de liaison est présentée (Fig. 2 de llartipage 59 et 60). Selon le
caractere analysé et les conditions de culturesx giesqu'a sept QTLs ont été
identifiés. En ce qui concerne les caractéres agnaques, pour 'ensemble des 8
paramétres étudiés, le pourcentage de la varianéropypique (B expliqué par
chaque QTL se situe entre 4% et 40%. Des QTLs aomront été trouves pour les
différents caracteres sur plusieurs groupes deoliai (Tableau 3 de I'article page 58
et Fig. 2 de l'article, page 59 et 60). Les phépesytransgressifs observés pour
quelques caracteres peuvent s’expliquer par leepoésde I'effet additifs de signes

opposeés chez les RILs (Tableau 3 de I'article, [i)e

Plusieurs QTLs sont détectés pour la DSF dansifigsahtes conditions de
cultures (Tableau 3 de l'article page 58 et Figle2l'article, page 59 et 60) et la
majorité d’entre eux sont détectés au moins soug denditions. Le QTL le plus
important pour la DSF est localisé dans le groupdiadson 7 ou sont co-localisés
plusieurs QTL pour les quatre conditions de celtlues alleles positifs pour cette
ensemble de QTLs viennent de RHA266. Dix sept Q3dast identifiés pour le
nombre de feuilles a la floraison (LN) sous lestgpiaonditions, 9 d’entre eux sont
communs au moins a deux conditions de culturese8lautres sont détectés pour
une seule condition. Pour la surface foliaire #deaison (LAF), 21 QTLs ont été

identifiés pour les quatre conditions. Sur les @ILs , 9 sont détectés pour une
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seule condition et les 12 autres sont détectés @osndans deux conditions. La
variance phénotypique expliqguée pour chaque QTlevamntre 5% a 19%, et les
deux lignées parentales contribuent avec des si@sitifs dans I'expression de ces
QTLs chez les LIRs. Pour la durée de la surfacaifel (LAD), 22 QTLs sont
identifiés pour les quatre conditions, ils expliquele 4% a 17% de la variance
phénotypique, 10 QTLs sont détectés pour un saiietnent hydrique et 12 sont
détectés pour au moins deux conditions. Les allgtesitifs pour 17 des 22 QTLs
viennent de RHA266. Pour la hauteur de la plank®),(B7 QTLs sont détectés , ils
expliquent de 5% a 23% de la variance phénotyp@jues deux lignées parentales
contribuent dans I'expression de ce caractére. Ranasse seche totale de la plante
(BIO), 19 QTLs ont été identifies , expliquant déo 5 23% de la variance
phénotypique. Le nombre de QTLs varie de 1 a 6nskes différentes conditions.
Les valeurs de I'additivité montrent que RHA266 trilmue significativement dans

I'expression de ce caracteére.

Un total de 24 QTLs sont identifiés pour le poidsadpitule (HW) sous les
quatre conditions, avec une variance phénotypiqu@igriée par les différents
QTLs qui varie de 4% a 24%. Sur les 24 QTLs, 1@ si@tectés pour une seule
condition et 8 sont détectés pour les quatre ciomdit Les deux parents contribuent
équitablement sur ce caractére. Pour le rendenmegtans par plante (GYP), 20
QTLs sont identifiés pour 'ensemble des conditiehsraitements hydriques, avec
des valeurs de R2 comprises entre 4% et 40%. Newf81 sont identifiés pour une
seule condition et les autres sont communs a aasrdeux conditions. Les deux

lignées parentales participent dans le contréleehdement en grains par plante.

La présente étude a permis de démontrer que damsnalereux cas, un QTL

S\

s'est averé étre associé a plusieurs caractéres ldandifférentes conditions
(Tableau 3 de l'article page 58). Par exemplejrie=valles ‘E38M50_1-HA1848’
et ‘E41M62_29-E38M60_8’ dans le groupe de liaisbsont associés au nombre de

feuilles (LN), surface foliaire a la floraison (LAHa durée de la surface foliaire
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(LAD), hauteur de la plante (PH), précocité de ladison (DSF), le poids du
capitule (HW) et la masse seche de la plante (Bl&)s les différentes conditions
étudiées; suggérant I'existence d’'une région clsmmique commune pour les

caracteres morphologiques et agronomiques.

La majorit¢ des QTLs pour le rendement par plan®YR) sont
co-localisés avec les QTLs associés aux caracteageonomiques ou
morphologiques (Tableau 3 de l'article page 58). &emple, 5 QTLs liés au
rendement par plante (GYP) et ceux associés aus paid capitule (HW) et
également plusieurs QTLs contrélant les caracterasrphologiques et
agronomiques qui se trouvent sur les groupes @tia 2, 4, 5 et 10 sont situés
dans la méme position. Seulement deux QTLs assauaiésndement par plante sont
individuellement situés sur les groupes de liaishi{&YPN.4.1 et 7 GYPIL.7.].
Les co-localisations des QTLs associés au rendeenatt les QTLs associés aux
différents caracteres morphologiques et agronomsiqumfirment les corrélations
géneétiques entre le rendement et les caractergshologiques ou agronomiques.
Ceci a été deja observe chez le tournesol (Molatal, 2002; Beret al, 2002 a et
b; Al-Chaaraniet al, 2004 a). L’identification de QTLs influencant plaurs
caracteres peut augmenter I'efficacité de la sélecssistée par marqueurs (SAM)
(Spechtet al, 2001 ; Upadyayulat al, 2006).

De méme, plusieurs QTLs sont associés avec les sm@aractéres sous
différentes conditions (serre et champ) et/ou deetraitement hydrique (plantes
bien irriguées et plantes stressées). En effeQTss de la masse seche de la plante
(BIO), de la durée de la surface foliaire (LAD), ldesurface foliaire a la floraison
(LAF) et du nombre de feuilles (LN) sont localisg&sr les groupes de liaisons
1 BIOW.1l.1et BIOD.1.1 intervalle 61.6-66.4 cM), 2LADW.2.1et LADD.2.1;
intervalle 33.5-38.3 cM) et 3 AFW.3.2etLAFN.3.2 LNI.3.1, LNN.3.1etLND.3.1,
intervalles 17.2-19.2 et 44.3-46.3 cM) co-localisggour les deux types de
traitements hydriques (Fig. 2 de I'article, pagee580).
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Pour le rendement en grains par plante sur leSAQs identifiés pour ce
caractere, 11 QTLs sont détectés dans deux ou ¢amslitions différentes, et
9 QTLs sont détectés pour une seule condition esrduatre. Ces QTLs du
rendement en grains par plante (GYP) en relati@t aeux ou trois des conditions
d’expérimentations, sont sur les groupes de liasdn 4 , 10 et 14 (Fig. 2 de
I'article, page 59 et 60). Le QTL le plus importgaur le rendement par plante, qui
est lié a un marqueur SSR (ORS391), est situé lesigroupe de liaison 14
(intervalle 73.3-75.3 cM). C’est un QTL majeur gxplique 40%, 31% et 4% de la
variance phénotypique pour le rendement dans ¢aiglitions (bien irrigué, stressé
en serre, et non irriguée au champ). Ce QTL eslcalisé avec les QTLs
contrélant le nombre de feuilles par plante (LN)aebhauteur de la plante (PH). Ce
résultat confirme les relations entre rendemenitagthitecture des plantes. Les
alleles positifs pour le QTLs contrélant le rendetnen grains par plante dans cette
région viennent du parent PAC2 quant aux allelestif® pour les QTLs controlant
le nombre de feuilles (LN) et la hauteur de la ma(PH) viennent du parent
RHA266. Cette région chromosomique peut étre ingmbet pour la sélection
assistée par marqueurs pour le rendement en grair@dante (GYP), vu qu’elle est

détectée dans trois conditions différentes (Fide Zarticle, page 59 et 60).
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5. Variabilité génétique et identification de marqu  eurs
moléculaires de [I'ajustement osmotique et les
caractéres associés chez des mutants de tournesol

(Helianthus annuus L. ) en conditions de sécheresse.
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5.2. Introduction

L'utilisation de la radiation ionisante, telle qdes rayons X, des rayons
gamma, des neutrons et des agents mutagenes (pcbauique) pour induire des
variations génétiques est bien établie et des nwmtamduits ont souvent été
employés pour I'amélioration de caracteres agrogoss et autres (Soldatov,
1976 ; Arabiet al, 1991; Enchevat al, 2003; Ahloowalieet al, 2004; Haret al.,
2004; Branch, 2006). Chez le tournesol, des ragamma ont été utilisés pour
induire une variabilité génétique pour différentaracteres morphologiques
(Nabipour et al, 2004), dorganogénese (Al-Chaaraat al, 2004 b), de
germination et qualité des graines (Pept al, 1998 ; Alejo-Jamest al, 2004 ;
Ebrahimiet al, 2008 ; 2009) et pour la resistance aux malg@asvishzadelet al,
2008). Dans toutes les études mentionnées, quetquists possédant des valeurs
plus élevées que celle de la lignée originelleaatidentifiés. En outre, une stérilité
male a été également obtenue chez le tournesohp@tion (Jan et Rutger, 1988 ;
Jan, 1992). Par conséquent, des mutants induitgepeltre employés comme
source de variabilité pour des caracteres agrongsi@u physiologiques chez le

tournesol.

Plusieurs travaux de recherche ont révélé questajnent osmotique est lié a
la tolérance a la sécheresse chez les plantegéadficomme le montrent différents
travaux réalisés chez le tournesol (Morgan, 198Himentiet al, 2002 ; Jongdeet
al., 2002). Chimentiet al. (2002 ; 2004), ont démontré que 'ajustement d&ue
contribue dans le maintien du rendement chez lmmésol dans des conditions de
sécheresse. Au niveau cellulaire, I'ajustement ¢isme est un processus majeur
dans le maintien de la turgescence aux faiblesnpiete hydriques. Les capacités
d’ajustement osmotique sont variables chez le #sohet dépendent du génotype
(Conroyet al, 1988; Chimenti et Hall, 1993 ; 1994), des mddald’installation du
déficit hydrique (Jones et Rawson 1979), et deel'dg la feuille (Jones et Turner,

1980; Sadraset al, 1993). Les solutés impliqués sont essentiell¢éndes ions
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inorganiques, des sucres solubles, des acides sn@héorganiques. Le co(t
energétique d’'un tel ajustement est plus faiblezdagournesol, que chez d’'autres
especes comme le blé (Munns et Weir 1981), étambé@@ue la contribution des

ions inorganiques est plus importante (JagteBurner, 1980).

Les génotypes sélectionnés sur la seule base dast@ras phénotypiques
peuvent ne pas donner les résultats recherché® ppre ces caracteres sont
fortement influencés par les conditions environnetales. L'utilisation de
marqueurs moléculaires pour choisir des génotypes des caracteres souhaitables
par ‘Sélection-Assistée par Marqueur’ s'est av@ffieace chez certaines especes.
L'identification de tels marqueurs liés aux canaded’intéréts dans un groupe de
génotypes par I'étude de lI'association entre leqoraur et le caractére par analyse
de la variance ou régressions multiples offre mhrspectives intéressantes pour la
sélection assistée par marqueurs. Par exemple, &tiral (1996) ont rapporté
I'association entre des marqueurs de RAPD et desteaes agronomiques chez le
riz. Vijayan et al (2006), ont identifié plusieurs marqueurs d'IS@Rer Simple
Sequence Repeat) liés aux caracteres associgw@diactivité chez le mdrier. Des
marqueurs d’AFLP associés aux caractéeres agronesiiqant été également
identifiés chez le blé par R&y al. (2006).

Il serait intéressant d’identifier des marqueufi@sea I'aptitude des plantes a
s’ajuster osmotiquement vu l'intérét de ce phénaraams le maintien de plusieurs
fonctions physiologiques associées a la produétieit conditions de contraintes
hydriques. L’identification de tels lien entre uramueur et un caractére important
dans les phénomenes de tolérance a la sécherésse mealable afin d’envisager
un programme de sélection assistée par marqueuws!/’pbtention de génotypes

performants en conditions séches.

Une premiére étape de ce travail a été d'évalueatimbilité génétique pour
un caractere majeur de la tolérance des plantes sétheresse : I'ajustement

osmotique. Les autres parametres caractérisaat hgtrique du végétal, comme la
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teneur relative en eau et la turgescence ont égaleété analysés chez des plantes
soumises ou non a une contrainte hydrique. Ceérdiifs caracteres ont été évalués
chez une population de mutants de tournesol obtemiteea un traitement mutagene
aux rayons gamma. Une deuxieme étape du travaitéadé rechercher des
marqueurs moléculaires pour I'ajustement osmotiefules parametres qui lui sont

associés chez cette méme population.
Les expérimentations sont conduites au champrtoiant).
Les résultats des experimentations ont fait I'obget’'article suivant:

Deuxieme article :

1) Poormohammad Kiani S, Nouri L, Maury P, Ykhlef N., Darvishzadeh R.,
Grieu P. et Sarrafi A. (2008) :Genetic variation and identification of molecular
markers associated with osmotic adjustment-relatails in gamma irradiation-
induced mutants of sunfloweHé¢lianthus annuud..). Journal of Genetics and

Breeding(publié).
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ABSTRACT

The objectives of the present study were to evaltia genetic variability and
to identify molecular markers associated with oseaidjustment-related traits
among a population of gamma-induced M6 mutantauoflewer grown under two
water treatments. The gamma-induced mutants arginaliline (AS613) were
grown under a fully automated mobile rainout shielfde experiment consisted of
a split-plot design with three blocks. The maintptonsisted of water treatments
(well-watered and water-stressed) and the subplontained genotypes
(AS613 and 31 M6 mutant lines). Water stress waposad in flower bud
formation stage and relative water content (RWG)natic potential at full turgor
(Wsep) and osmotic adjustment (OA) were studied undeli-watered and water-
stressed conditions at the beginning of floweriAgwide range of variation was
observed and some mutant lines with higher valhes the original line were
identified for osmotic adjustment-related traitshisl showed the efficiency of
gamma irradiation for inducing genetic variation dlmought tolerance in sunflower.
Marker-trait analysis showed that some AFLP markeege associated with each
trait in both water treatments (stable markers) soihe others are specific for a
given water treatment. Furthermore, some AFLP nrarkeere associated with
more than one trait. The identified markers cowddubed in marker-based selection

programmes for improving drought tolerance in soaér.

Key words : Helianthus annuu&. - Gamma irradiationGenetic variationAFLP

Water stressOsmotic adjustment
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INTRODUCTION

Gamma rays has been widely used for inducing msitéamntgenetics and
breeding programmes. For example gamma rays hasdpgdied to induce genetic
variation for morphological traits in sesame (CAGIRN, 2006) and aluminum
tolerance in wheat (TULMANNMet al.,2001) and for inducing large-seeded mutant
lines in the ‘Georgia Brown’ peanut cultivar (BRANC2006).

Morphological mutants in plants occasionally hawghbr agronomic values
when comparing with original genotype (KOHET andrBl, 2002). In sunflower,
gamma-irradiation has been used for inducing geneéiriation for different
characters such as morphological traits (NABIPO&tRal., 2004), organogenesis
(AL-CHAARANI et al., 2004a), resistance tBhoma macdonaldii (ABU AL
FADIL et al., 2004) and germination traits (ALEJO-JAMEES al., 2004). In all
mentioned studies, some mutant lines with higharevthan original line have been
identified. High oleic acid genotypes were obtdingy mutation in sunflower
(SOLDATOV, 1976; PEREZ-VICHet al., 2000). In addition, sunflower mutants
with higher contents of saturated fatty acids hlbgen also obtained (IVANO¥t
al., 1988; OSORICet al.,1995). To our knowledge, the efficiency of gamragsr
to induce genetic variation for drought toleranelted traits has not been
evaluated in sunflower.

Water stress decreases plant growth and produygtiwt slowing rate of cell
division and expansion mainly due to loss of turgdrich results in a decline of the
water status components of the plant cells. Drotigjetance is complex, and may
be associated with several traits such as rootemihgd antioxidant production and
osmotic adjustment (OA) (CHIMENTe&t al., 2002). Because yield and drought
resistance are controlled by separate genetic iogdroved drought tolerance
involves the identification and transfer of physemgical traits responsible for
drought tolerance to high-yielding and agronomicakthcceptable cultivars
(CHIMENTI et al., 2002). Osmotic adjustment (OA) is a cellular adaph by
which, under water stress, plants are able to egtiaccumulate solutes. This

results in a lower osmotic potential and the maatee of higher tugror
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(CHIMENTI et al.,2002). OA contributes to drought tolerance in skamér, maize,
rice and sugar beet (CHIMENEL al.,2002, 2006; ROBINet al.,2003; JONGDEE
et al., 2003; OBERet al., 2005). The contribution of OA to yield maintenance
under pre-anthesis drought conditions was demdgstram sunflower genotypes
(CHIMENTI et al.,2002).

Utilization of molecular markers to aid breedersselecting genotypes with
desirable traits through marker-assisted seledtamproved to be very effective in
plants. However, the success of marker-assistextigat largely depends on the
extent of genetic linkage between markers and @aéwmé Trait Loci (VIRK et al.,
1996). Mapping of QTLs is carried out with matesiabtained from systematic
breeding such as F2 populations, or recombinantedchbines. Identification of
markers associated with important traits in a grotigenotypes through ANOVA
or regression analysis offers an alternative maaras been used in several plants
species. As examples, VIR& al., (1996) reported the association between RAPD
markers and agronomical traits in rice. VIJAYAd al., (2006) identified several
ISSR markers associated with vyield traits in mufgerand AFLP markers
associated with agronomic traits in 55 bread wlysstotypes were identified by
ROY et al (2006). Furthermore, single-marker regression ANDVA methods
have been also used to identify molecular markesso@ated with osmotic
adjustment in rice (ROBINt al.,2003) and barley (LILLEYet al.,1996) as well as
root-penetration ability in rice (PRIC& al., 2000). The objectives of the present
study were to evaluate the genetic variability anddentify molecular markers
associated with osmotic adjustment-related tram®rag a population of gamma-
induced M6 mutant lines grown under two water trestts.

MATERIALS AND METHODS

Plant materials and experimental design

The ‘AS613’ pure inbred line was developed in oapartment from a cross
between two genotypes (ENSAT-125 and ENSAT-704lowahg a single seed
descent (SSD) programme. This line was selecteditforhigh organogenesis
response (SARRAFet al., 2000). The 1500 seeds of ‘AS613" were exposed to
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gamma rays at the Atomic Energy Center (Cadarderamnce) with a dose of 75
Grays. Irradiated seeds were grown in the field Bidto M6 generations were
advanced by self-pollination through a modified S8Bthod. Among a population
of about 2000 M6 lines, 31 M6 mutants showing moipgical differences
compared with the original line (AS613), were stddcfor this study. The mutants
and ‘AS613 were grown under a fully automated n®biainout shelter. The
experiment consisted of a split-plot design withre¢h blocks. The main plot
consisted of water treatments (well-watered andemstressed) and the subplot
contained genotypes (AS613 and 31 M6 mutant linBs¢ 32 mutant and AS613
were randomized within each treatment-block comtimnaEach block consisted of
one row 1.6-m long, with 50 cm between rows andai20between plants in rows,
giving a total number of about 8 plants per plothwiwo rows as borders on all
sides. Plots were extra seeded and the extra sgedhere thinned at the two to
four leaf stage. On the basis of soil test res8liskg N/ha was applied before
sowing.

Water stress treatments and observations

All plants received sufficient water to maintainilswater close to field
capacity until flower bud formation stage (stage BCHNEITER and MILLER,
1981). Water stress was imposed by withholding whtem water-stressed plots
and measurements were made at the beginning oéflogy(stage R5.1).

The upper most fully expanded leaves were used albrwater status
measurements, and observations were made betwd®® Ehd 14h00. Relative
water content (RWC) was determinddWC=F,-Dw/T\-Dw), where:Fy, is fresh
weight andTy is turgid weight after 24 h rehydration at 4 °Cdark room by
placing the petioles in a container, with distilledter.Dy, is dry weight after oven
drying for 24 h at 80 °C. In all cases half the il@anof sampled leaf was used for
RWC determination and the remaining half was usadnieasurement of leaf
osmotic potential at full turgor'{ser) after measurement of turgid weight. Leaf
osmotic potential at full turgor{ser) were measured on expressed sap of frozen

and thawed leaves using 10 ul aliquots placed imsamometer (Wescor Model
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5520, Logan, Utah, USA) calibrated with manufaatw@utions. Osmotic potential
at full turgor Wser) was determined by converting the osmometer rga¢hmmol
kg™h), using the van't Hoff relation#, =-RTdd, Where:R is the gas constari,the
temperature in Kelvin, d the density of water amperatureT, and c the
concentration of osmotically-active solutes, giviey the osmometer. Osmotic
adjustment (OA) is the accumulation of solutes getlby water stress, which was
calculated using rehydration method (Blum 198%en OA was determined using
the following equation: OA *ser ww) -Wser (ws) WhereWser ww)is the osmotic
potential at full turgor of well-watered plants &gt ws)is the osmotic potential at
full turgor of water-stressed plants.

Genomic DNA isolation and AFLP genotyping

The genomic DNA of ‘AS613’ and M6 mutant lines wesolated from two-
week old seedlings according to the method of ektra and purification presented
by Fulton et al (1995). Differen¥isel/EcoRIprimer combinations were used for
AFLP genotyping (Table 1). The AFLP procedure wasduicted as described by
AL-CHAARANI et al.,(2004b). AFLP bands were scored from the gel asgirce
(1) or absence (0).

Statistical analysis

Data were analyzed using the SAS PROC GLM (SASis8tgt A mixed
model with water treatment as fixed effect, andaggpes (Mutants and AS613) as
random effect, was used for evaluation of experialedata. The SNK test was
used for mean comparisons of all mutants and LS weas used for a priori
pairwise comparisons. The association between AfaFkers and the quantitative
traits was estimated through single-marker regoesanalysis (PRICIEt al. 2000)
and the mean trait values of the two marker classse calculated using ANOVA
by the SAS programme as described in PR&CEL. (2000).

RESULTS

Analysis of variance of the 31 mutants and origiiaé showed a highly
significant genotype and water stress effects étative water content (RWC) as

well as osmotic potential at full turgo¥{-y) (Table 2). ‘Mutant x water treatment’

81



was significant for both traits indicating diffes among mutant lines in the
responses to drought. A significant difference wlaserved among mutant lines for
osmotic adjustment (OA).

Results concerning mean comparisons and the rangariation for different
traits are summarized in Table 3. In both wateattreents a large range of variation
was observed among mutant lines for the studiet.t®@WC ranged from 82.1 to
92.8% in well-watered condition and from 61.8 to.82 in water-stressed
condition. Osmotic potential at full turgo¥ {) ranged from —1.04 to —0.74 MPa in
well-watered condition whereas it ranged from -1t49-0.92 MPa in water-
stressed condition. The range of osmotic adjustmers from 0.00 to 0.61 MPa
(Table 3). For each trait in each water treatméimee mutant lines presenting the
highest value are presented in table 3 (bold-faalaes). Some mutants showed
higher values for more than one trait (M6-36-2; BHt-1-1; M6-286-1 and M6-
652-1). A high variation was observed for osmotipiatment (up to 0.61 MPa) and
the mutant lines M6-286-1, M6-575-1 and M6-862-Hkbwed significant higher
value than the original line (Table 3).

The number of polymorphic markers varied from eidgtt three primer
combinations (‘E33M61’; ‘E37M48’; ‘E38M62") to 270f ‘E37M50’ (Table 1).
The results of marker identification summarized able 4 show that the number of
markers associated with different traits is sevanosmotic adjustment, eight and
nine for RWC under water-stressed and well-wate@uditions respectively, and
eleven and twelve for osmotic potential at fullgor Wse) in well-watered and
water-stressed conditions respectively. The pasitor negative value for the
difference between presence and absence of a n&tikek0) shows that for some
traits the presence of the identified marker, asrdsbme others the absence of the
marker is associated with a higher value of thi¢ (fable 4). Among the markers
associated with different traits, some are in comracross water treatments (bold-
face) and some others are specific for a given watatment. The markers
‘E37M50 10’ and ‘E33M49 6’ were identified for RW@& both water treatments.
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Similarly the markers ‘E37M50 26’, ‘E33M50_17° antE33M50_8' were
associated with osmotic potential at full turgekgy) in both water treatments.

Seven markers were detected for osmotic adjust(@hy}, among which five
(‘E38M62_2', ‘E38M62_3’, ‘E38M62_4', ‘E33M47_7" an&33M47_12) were in
common between OA and osmotic potential at fullgour Wser) under water-
stressed conditions and two others (‘E33M47_3' aBd3M47_13’) were in
common with osmotic potential at full turgd¥{er) as well as with RWC both in
well-watered conditions.

DISCUSSION

A significant genetic variation was observed amangtant lines for the
studied traits (Table 2). Water stress affectedtingd water content and caused the
accumulation of solutes (osmotic adjustment) in study. In addition, the water
treatment responses were affected by genotypeiffsamt ‘Mutant x treatment’),
suggesting that water status of a given mutantelation to other mutants vary
between water treatments (Table 2). The large genatiation (range of variation)
observed among mutant lines for the studied treetgealed the efficiency of
gamma-irradiation for inducing genetic variation sunflower for osmotic
adjustment and osmotic adjustment-related traigbl@ 3). Generally the variation
is larger among water-stressed mutants when comhpetk well-watered mutants,
and some mutant lines were more tolerant than theginal line under water-
stressed condition. These mutants could be uselreeding programmes for
drought tolerance. Among the mutant studied hepejeshave advantages over
‘AS613’ for the studied traits. Three mutant lind46-286-1, M6-575-1 and M6-
862-1NI) showed higher capacity of solute accunmutatOA) when compared with
‘AS613’ but some others have a value close to oaigine or below. The line ‘M6-
286-1' maintained high RWC under water stress dsadl presented a high osmotic
adjustment capacity. Since the maintenance ofivelatater content (RWC) and a
high osmotic adjustment (OA) are known to contrbwd drought tolerance in
sunflower (CHIMENTIet al., 2002), the mutant line ‘M6-286-1" might be the bes

mutant for drought tolerance. However mutants Witfh value for RWC but low
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capacity of OA (M6-381-1-1, M6-792}2and also inversely the lines with high
capacity of OA but a low RWC values (M6-862-1NI, ¥85-1) were also
identified. These contrasted mutant lines couldiged as parental lines of genetic
populations for further analysis of drought striesthe future studies.

The results of single-marker regression analysiabl@ 4) show that the
phenotypic variation explained by the loc&8)(ranged from 10.1% to 36%. It has
been reported that the phenotypic variatigf) explained by the QTLs ranged from
5.8% to 26.7% for osmotic adjustment-related traitparley (Teulat et al., 1998,
2001). R ranged from 6% to 29% for the QTLs controlling osim@djustment-
related traits in sunflower (POORMOHAMMAD KIANEt al., 2007). To our
knowledge, the association between molecular marked osmotic adjustment-
related traits in sunflower has not been reporiée positive or negative value for
the difference between presence or absence of kem@v1-MO0) shows which
class of a marker (presence or absence) is assoaiath a higher value of a trait
(Table 4). As shown in table 4, both the presemckabsence of a marker could be
associated with the high phenotypic value of thé@dr However, in the case of OA
only the presence of AFLP markers is associateld thi¢ higher phenotypic value
of the trait (Table 4). Some markers are commonsacwater treatments and some
others are specific for a given water treatmentrkddiss common for both water
treatments seem to be more important as it givamatitutive performance for the
traits without being affected by water treatments A&xample, the markers
‘E37M50 10’ and ‘E33M49 6’ were identified for RW@& both water treatments.
Similarly for osmotic potential at full turgor¥ey) the markers ‘E37M50_26’,
‘E33M50 17’ and ‘E33M50 8’ are stable across wdteatments. However, the
number of specific markers in each water treatraeu their effect®) was much
more than stable markers, which explain the sigaifi ‘Mutant-water treatment’
interaction presented in Table 2. The markers whighspecific for a given water
treatment could be useful for marker-based breegmgrammes in a given water

treatment.
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In the present study seven markers were identibeloe associated with OA.
Robin et al., (2003) identified 13 RFLP and SSRkaes correlated with OA in an
advanced back-cross inbred population of rice usimgle-marker analysis of
variance. Our results show that five markers (‘E82M2’, ‘E38M62_3’,
‘E38M62_4', ‘E33M47_7' and E33M47_12) are commorr 0A and osmotic
potential at full turgor'fsey) in water stressed conditions (Table 4). The presef
these five markers increases OA (positive value Md-MO0) and decreas&qrr
(negative value for M1-MO) simultaneously (Table. hsmotic adjustment is
defined as a decrease of osmotic potential withhe tells, due to solute
accumulation during water stress (LUDLOW and MUCHQOWR90). The
identification of five common markers between OAla¥r genetically confirms
that OA variation depends upon osmotic potentialuditturgor in water-stressed
conditions as a result of solute accumulation. O&imains cell turgor at low soil
moisture and contributes in drought tolerance ks crop species such as rice,
sunflower and maize (JONGDE# al.,2002; CHIMENTIet al., 2002, 2006). The
common markers identified here could be used inkerdbased selection for OA
and therefore drought tolerance in sunflower.

In conclusion, the present study constitutes the Attempt to evaluate the
efficiency of gammae-irradiation for inducing gemetrariation in sunflower for
osmotic adjustment and osmotic adjustment-relai@tst Some mutant lines with
higher values than the original line were identiffer osmotic adjustment-related
traits, which showed the efficiency of gamma iredidin for inducing genetic
variation for drought tolerance in sunflower. Thesatants could be included in
breeding programme for drought tolerance. Moreaver AFLP markers associated
with adjustment-related traits could be also usedreeding sunflower for water
stress tolerance.
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TABLE 1. 17 AFLP primer combinations and their polymorpimarkers used for

genotyping M6 mutants and their original line (ASpbdf sunflower.

Number of Number of

Primer combinations polymorphic  Primer combinations polymorphic

markers markers
E31M50(Buaa XMcat) 13 E33M48(BacXMcac) 9
E31M62(Esan XMct7) 10 E33M59(EBac*Mcta) 15
E31M48(Buan XMcac) 9 E37M50(BceXMcar) 27
E33M50(Eaac*Mcart) 16 E37M48(EBcc*Mcac) 8
E33M60(Esac*Mctc) 11 E37M62(BceXMcrT) 9
E33M61(Eaac*Mcre) 8 E38M62(ERcr*Mcrr) 8
E33M47(EaacXMcan) 13 E40E50(&scXMcar) 9
E33M49(ExacXMcac) 15 E40M59(BgcXMcrta) 9
E33M62(Esac*Mctr) 10 Total 200
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TABLE 2 . Results of analysis of variance (mean squareggfative water content
(RWC), osmotic potential at full turgok¢(FT) and osmotic adjustment (OA) in a
population of sunflower mutants and original linASE13) under two water
treatments

Source of variation d.f. RWC(%) Weser(Mpa) OA*(MPa)
Block 2 230.%° 0.57* 0.01°
Water treatment 1 9751.93* 2.29** -
(BEIci():kx water treatment 5 150 09** 0.0 i
Genotype (Mutant) 31 61.14*** 0.04*** 0.05**
Mutant x water treatment 31 50.55** 0.03** -
Error (E2) 124 23.02 0.01 -
Total 191

* OA was calculated as difference in osmotic pasdrat full turgor Wse7) between
well-watered and water-stressed plants; then aisabfsvariance was performed
using the data of the mutants in three blocks (emean square was 0.02).
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TABLE 3. Characteristics of sunflower M6 mutant lines inlweatered (WW) and
water-stressed (WS) conditions

RWC Yot OA
WW WS WW WS WW vsWS
‘AS613’ 88.4 73.6° -0.82° -1.16° 0.28
M6-36-2 92.8 79.8° -0.74 -1.07° 0.27
M6-381-1-1 92.6" 82.5 -0.93" -0.93 0.0¢
M6-286-1 91.¢" 80.8 0.77° -1.14°¢ 0.37
M6-652-1 85.8 73.3¢ -0.76" -0.93 0.17
M6-792-2 82.8 82.3 -1.04 -1.14° 0.1¢
M6-39-2-2 89.0 74.7° -0.90°  -0.92 0.07
M6-575-1 85.0 68.3° -0.87° -1.48 0.67
M6-862-1NI 87.1 74.3° -0.88° -1.36 0.48
Range 82.1/92.8 61.8/82.5-1.04/-0.74-1.49/-0.92 0.00/0.61
Mean 87.6 73.1 -0.88 -1.11 0.22

RWOC: relative water content.

Y1 0smotic potential at full turgor.

OA: osmotic adjustment.

In each column, the values are the mean of thiglecates and means followed by
different letters are significantly different aetP=0.05 level (Newman-Keuls test).
* and ns: significant at 0.05 probability level amah significant (LSD).

92



TABLE 4. Markers correlated with relative water content (BWosmotic potential at

full turgor Wsgr) in two water treatments as well as with osmotifustment (OA)
revealed by single-marker regression analysis

Well-watered Water-stressed
Trait
Marker Probability] R°%? M1-MO® Marker Probability R%? M1-M0°
RwWC E37M50_10° * 12.4 2.0 E37M50 10 *x 21.1 4.3
E37M50 12 * 13.9 2.7 E37M48 6 Fkk 15.1 6.3
E37M50_16 * 14.1 -2.2 E33M60_11 * 15.1 4.6
E40M59 1 * 13.1 2.2 E37M62_1 * 17.6 -4.0
E33M61_8 * 16.7 2.3 E31M48 1 * 17.3 -4.5
E33M47 13 * 12.2 2.0 E31M48 7 * 14.4 -3.6
E33M59 1 * 13.8 -2.4 E33M48 1 *x 17.4 -4.2
E33M59 10 * 14.2 -2.2 E33M49 6 *x 12.5 -4.1
E33M49 6 * 16.2 -2.3
Werr E40M59 7 * 17.0 -0.08 E37M50_6 * 18.6 0.12
E33M47_3 * 15.0 0.06 E33M50 17 * 17.2 0.13
E31M50 9 * 13.5 0.07 E38M62_2 * 14.0 -0.10
E37M62_1 * 12.0 0.06 E38M62_3 * 16.0 -0.10
E33M47 5 * 13.7 0.05 E38M62_4 * 11.3 -0.08
E37M50 26 * 16.5 0.06 E33M47_12 * 16.0 -0.11
E31M48 6 * 15.2 0.06 E33M47_7 * 12.6 -0.08
E33M50 17 * 13.3 0.06 E37M50 26 * 16.5 -0.11
E33M50 8 * 16.5 0.11 E31M48 3 * 12.8 0.09
E33M48 6 * 15.2 0.06 E33M50_8 * 16.5 0.06
E33M49 1 Fxk 36.0 0.11 E33M48_ 3 * 12.8 0.10
E33M49 5 * 14.0 0.09
Water stressersuswell-watered
OA E38M62_2 * 10.1 0.09
E38M62_3 * 17.0 0.12
E38M62 4 * 13.4 0.10
E33M47 3 * 13.2 0.10
E33M47_12 * 11.1 0.08
E33M47 13 * 10.1 0.08
E33M47_7 * 11.9 0.09
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% as revealed by regression of the trait on markeotype.
® difference between two marker classes as revéslemalysis of variance of trait by
marker genotype.

¢ the bold-face markers are in common (stable) aon@der treatments for each trait.
* ¥ %% and ns: significant at 0.05, 0.01, 0.@Qorobability level and non significant.



- CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES -

5.2. Synthese des résultats et discussion

5.2.1. Variabilité génétique de I'ajustement osmotique etles caractéres

hydriques associés

L'analyse de variance effectuée chez les 31 ligmemutants et la lignée
originelle (AS613) révele un effet significatif ditement hydrique pour la teneur
en eau relative (RWC), le potentiel osmotique aimplturgescenceWzy) et
I'ajustement osmotique (AO). La différence entres Imutants est hautement
significative pour tous les caractéres étudiés. Nawvons observé une interaction
significative entre traitement hydrique et génotypeggérant que la réponse au
stress hydrigue pour un génotype donné par ragpafautres génotypes change
suivant les traitements hydriques subis par latplabe stress hydriqgue imposé a
induit l'accumulation d’osmolytes dans les cellubb®z les mutants présentant un

ajustement osmotique significatif (Tableau 2 deikte, page 91).

On a observé une variation génétigue significagiviee les mutants pour tous
les caractéres de I'état hydrique étudiés. La teraweau relative (RWC) varie de
82.1% a 92.8% en condition ‘irriguée’ et de 61.8982.5% en condition ‘non
iriguée’. Le potentiel osmotique a pleine turgeseesey) varie de -1.04 MPa a -
0.74 MPa chez les mutants ‘irrigués’ tandis quailie de -1.49 MPa a -0.92 MPa en
condition ‘non irriguée’. La variabilité d’ajustemieosmotique s’étend de 0.00 a
0.61 MPa (Tableau 3 de l'article, page 92).

La grande variabilité génétique observée entrenigmnts pour les caracteres
étudiés indique l'efficacité de [lirradiation gamrpour induire des variations
génétiques chez le tournesol pour l'ajustement tigo®et les caractéres associées,
donc pour la tolérance a la sécheresse . Parmmlgants étudiés, certains ont des
performances supérieures par rapport a la ligniégnelle "AS613'. Par exemple,
trois mutants (M6-286-1, M6-575-1 et M6-862-1NI)tanontré une capacité plus

élevée d’ajustement osmotigue en comparaison awegéhotype "AS613'. Ces

94



- CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES -

mutants peuvent étre utilisés dans des programiae®tioration pour la tolérance
a la sécheresse. La lignée "M6-286-1"' a mainteruforie RWC en condition de
contrainte hydrique et également a présenté unacitépd'ajustement osmotique
tres élevée. Chimenét al. (2002) ont montré que le maintien de la teneuean
relative (RWC) et un fort ajustement osmotique swarinus pour contribuer a la

tolérance a la sécheresse chez le tournesol.

Nous pouvons noter que la lignée "M6-286-1' pour&ie un mutant
d’'intérét pour améliorer la tolérance du tournesa la sécheresse

(Tableau 3 de I'article, page 92).

5.2.2. Identification de marqueurs individuels pour I'ajustement

osmotique et les parametres hydriques associés

Les résultats de l'identification de marqueurs pbfiérents caracteres liés a
I'ajustement osmotique ont montré que le nombrend@queurs associés aux
différents caractéres varie de deux a huit selorcdeactére et les traitements
hydriques (‘irrigué’ et ‘soumis a une contraintadhgue’). Parmi les marqueurs liés
a difféerents caracteres, certains sont commungddiécents traitements hydriques
et les autres sont spécifiques pour un seul tremenPar exemple, les marqueurs
"E37M50_10 et 'E33M49_6' ont été identifieés poutelaeur en eau relative (RWC)
dans les deux traitements hydriques. De méme pouotentiel osmotique en pleine
turgescence, trois marqueurs stable (non spéc#jqud éte identifiés (Tableau 4 de
l'article page 93). Dans I'ensemble, le nombre derqueurs spécifiques est plus
élevé que celui des marqueurs non spécifiques Ipsudifférents caractéres étudiés

(Tableau 4 de I'article, page 93).

Dans cette étude sept marqueurs ont été déteaié$gostement osmotique.
Robin et al (2003) ont identifié¢ 13 marqueurs RFLP et SSR é&faient corrélés
avec l'ajustement osmotique (AO) chez le riz. Par@$ marqueurs pour
I'ajustement osmotique, cing ((E38M62_2', 'E38M62_B38M62_4', 'E33M47_7’
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et ‘E33M47_12’) sont communs au potentiel osmotigueein turgescencéV(ry)
pour les plantes soumises a la contrainte hydr{dableau 4 de I'article, page 93).
La présence de ces cings marqueurs en commun esutetix caracteres augmente
I'ajustement osmotique (valeurs positives pour MQ@Q}Met diminue le potentiel
osmotique en pleine turgescenkg (valeurs négatives pour M1-MO0) (Tableau 4
de larticle, page 93). Ceci est en accord avedittarature, ou I'ajustement
osmotique est défini comme étant I'aptitude destpka garder des teneurs en eau
élevées au niveau cellulaire par accumulation detéo (Jamawet al, 1997 ;
Zhanget al, 1999) induisant un abaissement du potentiel dgo®idont le résultat
serait une augmentation de la turgescence au nicelulaire (Maury, 1997).
L’'ajustement osmotique est associé a I'echelleulzte par une accumulation de
solutés compatibles qui remplaceraient I'eau densaintien de plusieurs réactions
biochimiques, et contriburaient par associationcases lipides et des protéines a
prévenir la désintégration des membranes cellgai@u la dissociation de
complexes protéiques ou l'inactivation des enzy(Betnertet al, 1996 a ; Zhang
et al, 1999).

L'identification des marqueurs AFLP liés & un ctrex aussi important que
I'ajustement osmotique vu son implication dansolérance a la sécheresse et aux
caractéres qui lui sont associés est un préalalles@ection assistée par marqueur
(SAM) pour améliorer la tolérance a la sécherebge te tournesol (Jamaex al,
1997 ; Allinneet al, 2009) . De méme, sSi un marqueur est associé caractere
physiologique dans différents environnements, elyiourrait étre employé dans
de tels programmes de sélection. Dans cette ékeslenarqueurs détectés pour la
teneur relative en eau et pour le potentiel osmetig pleine turgescence qui se

révélent stables dans différentes conditions, jaaemt Etre ainsi retenus.
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6. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

6.2. Variations phénotypiques des caracteres morpho  logiques
et agronomiques chez le tournesol

Les résultats montrent qu’il existe une variabiljnotypique significative
pour les parametres morphologiques et agronomigoes contrainte hydrique au
sein de la population des lignées recombinantetodimesol étudiées. La lignée
parentale PAC2 a montré une superiorité signifieattoncernant la masse seche
totale de la plante (Biomass per plant : BIO), laf&e Foliaire a la Floraison (Leaf
Area at Flowring : LAF) et la Hauteur de la Plaféant Height : PH) en condition
de sécheresse par rapport au parent RHA266, qidils ne présentent pas de
différences significatives en condition témoin l§leau 5 et 6 pages 64 bis et 65
bis). Ce qui prouve l'existence des génes conttlénrésistance a la sécheresse

pour ces caractéeres chez la lignée PAC2.

Un gain génétique significatif a été observé pawustles caracteres étudiés
quelque soit la condition (serre et champ) oudédament hydrique (irrigué ou non
irrigué) excepté pour la Surface Foliaire a la &lwon (Leaf Area at Flowring :
LAF) en conditions contrdlées pour les plantes lmeguées. Ce gain génétique qui
traduit une ségrégation transgressive positiverpdugtre di a I'accumulation des
alleles favorables venant des deux parents cheéaimeidescendants du croisement
et a la nature polygénique des caracteres agromesiqUne seégrégation
transgressive pour des caracteres morphologiquagrenomiques a été reportée
pour ces mémes lignées recombinantes sous dedioordile bonne alimentation
hydrique (Al Chaararet al, 2004), ainsi que pour des caracteres liés sslatadice
aux maladies, des traits physiologiques de ladolgs a la sécheresse ainsi que ceux
liés a la qualité des graines et de leurs gernanathez des lignées recombinantes
de tournesol (Roustaex al, 2000 a; Hervet al, 2001; Al-Chaaranet al, 2002 ;
2005; Abou Al Fadilet al, 2004 ; 2007 ; Darvishzadeht al, a et b,
2007 ; Poormohammad Kiaet al, 2007 a et b; Ebrahiret al, 2008 ; 2009).
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6.3. Les régions chromosomiques d’'intérét pour le r endement et

ses composantes chez le tournesol

Des QTLs associés au rendement et les parametrés gont associés ont
éete identifies pour I'ensemble des 8 parametresli€t, le pourcentage de la
variance phénotypique Rexpliqué par chaque QTL se situe entre 4% et 4G%.
phénotypes transgressifs observés pour quelquastesss ont pu étre expliqués par
la présence de QTLs de signes opposés chez lepdeents. La majorité des QTLs
identifiés pour les caracteres agronomiques étwghés spécifigues aux conditions
de traitements hydriques, et un nombre moins inapbrtle QTLs sont communs

(non spécifiques) aux deux conditions de traitesagtriques.

Concernant le rendement en grains par plante (GX¥PXQTLs au total ont
éte identifies dont neufs sont spécifigues a ungeseondition. Les deux lignées
parentales participent équitablement dans I'exprasdes QTLs qui contrblent le
rendement en grains par plante. Les QTLs commumrsd#dterentes conditions
(constitutifs) contrdlent I'expression d'un caraeteagronomique sans étre
influencés par le traitement hydrique, a I'oppcse QTLs adaptatifs sont ceux qui
interviennent sur les caractéres dans un traitefmghique donné. L’existence de
QTLs spécifiques, et d’effets différentiels des @Tdans les deux traitements
hydriques peuvent expliquer les interactions 'ggreKk traitement hydrique' qui ont

éte démontrés egalement par Beavis et Kim (1998are@llinneet al (2009).

Dans de nombreux cas, un QTL s'est avérée étreiass@tusieurs caracteres
dans les différentes conditions (champ et serien-ioriguée et non irriguée). Par
exemple, dans le groupe de liaison 7 sont assdegsaracteres : Nombre de
Feuilles par plante (Leaf Number : LN), Surfacei&icd a la Floraison (Leaf Area
at Flowring : LAF), Durée de la Surface Foliaireeff Area Duration : LAD), la
Hauteur de la Plante ( Plant Height : PH), Prééode la Floraison (Days from
Sowing to Flowring :DSF), le Poids du Capitule (He&eight : HW) et la masse

séche totale par plante (Biomass per plant : Bl@)sdles différentes conditions
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étudiées, suggérant I'existence d’'une région chemmmque commune pour les

caractéres morphologiques et agronomiques.

La majorité des QTLs pour le rendement par plaGtéR) sont co-localisées
avec les QTLs associés aux caracteres agronomiguemrphologiques (Article 1,
Tableau 3 page 58). Par exemple, 5 QTLs liés aderaent par plante (GYP)
et ceux associés au poids du capitule (HW) et éuale a plusieurs QTLs
contrélant les caractéeres morphologiques et agranmesa sur les groupes de
liaisons 2, 4, 5 et 10 sont situés dans la mémdigmsSeulement deux QTLs
associés au rendement par plante sont individuehérsitués sur les groupes de
liaisons 4 GYPN.4.) et 7 GYPIL.7.). La co-localisation des QTLs associés au
rendement avec les QTLs associés aux différentact&aes morphologiques et
agronomiques confirme les corrélations génétiqueseele rendement et les
caracteres morphologigues ou agronomiques. Cediéadéa observé chez le
tournesol (Mokranet al, 2002; Beret al, 2002 a; Al-Chaararet al, 2004 a).

Le QTL le plus important pour le rendement par fgamui est lié & un
marqueur SSR (ORS391), est situé sur le groupiaiden 14 (intervalle 73.3-75.3
cM). Ce QTL majeur explique 40%, 31% et 4% de laarece phénotypique pour le
rendement dans trois conditions (bien irrigué etsse en serre, et non irrigué au
champ). Ce QTL est co-localisé avec les QTLs ctamitGe nombre de feuilles par
plante (LN) et la Hauteur des Plantes (PH). Celtatsconfirme les relations entre
rendement et I'architecture des plantes. De ménpoids du capitule (HW) et la
masse séche de la plante (BIO) sont les caracteagsurs qui contribuent dans
I'élaboration du rendement en grain par plante.duaée de la surface foliaire
(Leaf Area Duration : LAD), comparativement a lafage foliaire a la floraison
(Leaf Area at Flowring: LAF), présente une coriéla plus €élevée avec le
rendement et ceci dans toutes les conditions. €dta¢ indique que le maintien
d’'une surface foliaire verte le plus longtemps puesapres I'anthése est important

pour avoir un rendement en grains élevée sousitEsemts types de traitement
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hydrique. Il a été reporté que le maintien d'unefame foliaire verte pour une
durée plus longue en période de post floraisomaetvoie de conséquences le
maintien d’une certaine activité photosynthétiqumntribue a augmenter le

rendement de la majorité des plantes cultivéesn&saal, 1993 ; Richards, 2000).

6.4. Comparaison des QTLs des caractéeres agronomiqu es avec

ceux des caracteres associés a la tolérance alasé cheresse

Un intérét majeur est attribué a l'identificatioesdQTLs et a I'analyse des
associations entre les différents caractéres no&nnhren conditions de stress
hydrique. Nous avons pu noter des co-localisatides QTLs contrblant les
caracteres agromorphologiques de notre étude etlasteres adaptatifs associés a
la tolérance a la sécheresse (Poormohammad Kiaal, 2007 b) présentés dans le
tableau 4 de l'article 1, page 61. Un tel résyt@atrrait s’expliquer par des effets
pléiotropiques des génes (QTLsS) ou par des looitétnent lies. Par exemple, les
quatre QTLs liés aux différents caracteres morgfigqlees et au rendement par
plante (&'PW.5.1HWW.5.1 LNN.5.2et LAFN.5.]) sont tous situés dans la méme
région que cing QTLs liés aux caractéeres adaptdi®.5.2', ‘OPF.WS.5.1’,
RWC.WS.5.1’, ‘RWC.WW.5.1" et ‘LWP.WS.5.80)r le groupe de liaison 5.
Cette région, qui est liee a un marqueur SEHR{523-], semble étre tres

importante dans la tolérance au stress hydrigagaement pour la productivité .

La co-localisation de QTLs associés aux parametdaptatifs (la teneur en
eau relative et l'ajustement osmotique) avec celwso@és aux caracteres
agronomiques (I'architecture des plantes et la yctdté) sur le groupe de liaison
5 peut étre due a l'existence d'un lien physiologicentre la tolérance au stress
hydrique et la productivité. On observe égalementphénomene sur différents
groupes de liaisons notamment sur les groupesag®oihis 7 et 16 (Tableau 4 de
l'article 1 page 61). Ce dernier montre une codisation entre potentiel de
turgescenceYt) et les parametres de développement dans la rpésigon sur le

groupe de liaison 7.
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Au total, trois QTLs contrdlant le rendement paanpé dans différentes
conditions (GYPW.5.1",'GYPI.12.1 et ‘GYPD.16.1) sont situés dans la méme
position que certains QTLs associés aux caracpdmgsologiques impliqués dans la
tolérance a la sécheresse (voir les groupes doiiai5, 12 et 16). Ces résultats
montrent que des régions génomiques peuvent &oeiges a la fois a la tolérance
a la sécheresse et aux caracteres agronomiqusiscetite région présente un intérét
majeur pour la sélection de génotypes performants/gnt concilier une bonne

production et une aptitude a tolérer une situati®isécheresse.

Nous avons remarqué l'association entre différentgacteres par
co-localisation des QTLs. Cette étude nous a perdigentifier des QTLs
constitutifs (communs aux différents environnemeatsadaptatifs (spécifigues aux
différents environnements) pour un grand nombreca®cteres impliqués dans
I'élaboration du rendement et ceux liés a la toléeaa la sécheresse chez le
tournesol. L'identification de telles régions gémgumes, sera utile au développement

de programmes de sélection pour la tolérance éclaesesse chez le tournesol.

6.5. Variabilité  génétique et identification de mar queurs
moléculaires pour l'ajustement osmotique et les par ametres
hydriques  associés chez une population de mutants de
tournesol

Il apparait important d’identifier des marqueursasés a l'aptitude d’'un

génotype a développer un ajustement osmotiquenremaison de lintérét de ce
phénomene dans le maintien de plusieurs fonctidnsiglogiqgues associées au
rendement chez les plantes cultivées (Zhah@l, 1999 ; Teulatet al, 2001).
L’identification de tels liens entre un marqueuruet caractere important dans les
phénomenes de tolérance a la sécheresse pounsitantribuer au développement

de programmes de sélection assistée par marqueurs.

Dans cette perpective, I'étude réalisée au seifad®pulation de mutants

(lignées M6) et la lignée originelle (AS613) , ardintré un effet significatif du
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traitement hydrique pour la teneur en eau relgiRM/C), le potentiel osmotique a
pleine turgescencel(ry) et I'ajustement osmotique (AO). Une variation geaque
significative entre les mutants pour tous les daras de I'état hydrique étudiés a
été observée. La variabilité d’ajustement osmotigiétend de 0.00 a 0.61 MPa.
Poormohammad kiargt al. (2007a), en faisant I'analyse génétique des pdarame
liés a I'état hydrique et a l'ajustement osmoticgig une population de lignées
recombinantes de tournesol a identifié une gammeadiation comparable pour

I'ajustement osmotique.

Nous avons observé une interaction significativieeemaitement hydrique et
génotype, suggérant que la réponse au stress hgdoiour un génotype donné par
rapport a d'autres génotypes change suivant lgen@nts hydriques subis par la

plante.

La grande variabilité génétique observée entrenigsnts pour les caracteres
étudiés indique l'efficacité de lirradiation gamnpour induire la variation
génétique chez le tournesol pour l'ajustement agootet les caractéres associés,
donc pour la tolérance a la sécheresse. TroisdgyM6 parmi les mutants étudiés
M6-286-1, M6-575-1 et M6-862-1NI, ont des perforrmes supérieures par rapport
a la lignée originelle "AS613'. Ces mutants pdamnia étre utilisés dans des
programmes d’amélioration pour la tolérance a theéesse. La lignée "M6-286-1'
présente une forte RWC en condition de contraintdriue et également une
capacité d'ajustement osmotique tres élevée. Cetysn présente un intérét
particulier en terme de tolérance a la séchereShamenti et al (2002), ont
démontré que le maintien de la teneur relative an et un fort ajustement
osmotique sont connus pour contribuer a la toléraacla sécheresse chez le
tournesol. De nombreuses études ont montré I'algitlu tournesol a I'ajustement
osmotique au cours de la chute du potentiel hydrigliaire (Jones et Turner 1980,
Maury et al, 1996, Chimentet al, 2002). Jones et Turner (1980) ont montré que

les ions inorganiques (K+, Na++, Ca++, NO3-) sanpliqués dans l'ajustement
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osmotique chez le tournesol, suggérant un faible éonergétique pour ce dernier
chez cette espece. Des corrélations significatwe 'ajustement osmotique (AO)
et le potentiel de turgescencét) ont été démontrées, suggérant que l'aptitude des
génotypes a maintenir la turgescence est reli@ecagacité d’ajustement osmotique
(Zhanget al, 1999; Mauryet al, 2000; Poormohammad Kiaet al, 2007a).

L’'ajustement osmotique est considéré comme un nEoan adaptatif
important pour le maintien de plusieurs fonctiohygiologigues comme l'activité
photosynthétique pendant la déshydratation (Coertasd, 1988, Nouri et Ykhlef,
2002), par son role positif dans le maintien deéulgescence (Turner et Jones,
1980; Mauryet al, 2000; Oberet al, 2005 ; Poormohammad Kiani, 2007). Ces
réultats, montrent que les caractéres inductibdesupe large gamme d’intensité de
contrainte hydrique, comme I'AO, et présentant waeabilité génétique élevée
sont des caractéres importants pour 'amélioratierla tolérance a la sécheresse
(Zhanget al, 1999).

Une corrélation négative entre le niveau d’ajustenosmotique et la teneur
relative en eau a été relevée chez des lignéesnkcantes de tournesol sous
conditions seches (Poormohammad Kiani, 2007). lpuladion de mutants analysée
ici a permis l'identification de lignées ayant desnportement contrastés ; en effet,
deux mutants I'un caractérisé par une forte capat@justement osmotique mais
avec une teneur relative en eau faible (M6-575t’patre avec une faible capacité
d’ajustement osmotique pour une teneur en eauveléevée (M6-381-1-1) ont été
identifiés. Ces deux mutants qui révélent deségiaes d’adaptations différentes en
conditions seches, pourraient étre utilisés comgreéé parentale pour la création
d’'une nouvelle population en ségrégation pour dades complémentaires sur la

tolérance du tournesol au stress hydrique.

Des marqueurs individuels liés a l'ajustement osmet et les caractéres
associés ont été identifiés. Certains marqueurs cgmmmuns entre les différents

traitements hydriques (non spécifiques) et certaord spécifiqgues a un traitement

104



- CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES -

hydrique. Nous avons identifié sept marqueurs ABbBr I'ajustement osmotique.
Robin et al. (2003) ont également identifié 13 marqueurs dwe tRF-LP et SSR
corrélés avec I'ajustement osmotique (AO) chez pmulation hybride de riz. Les
marqueurs AFLP identifiés pour I'ajustement osmagicet les parameétres qui lui
sont associés pourraient étre utilisés dans legrgmumes de sélection du tournesol

pour la tolérance a la sécheresse.

6.6. Perspectives

Concernant les perspectives de cette these, ptasetes de recherches

pourraient étre envisages.

Un premier axe de recherche pourrait concerneralation des QTLs
identifiés dans cette étude. En effet, les carastquantitatif ont été décomposeés en
composantes mendéliennes (QTLs) pour mieux compedlaaichitecture génétique
des caracteres étudiés au sein du génome. A meyere,t l'utilisation de cette
information et son intégration dans les programrdessélection assistée par
marqueurs pourrait entrainer des gains génétiqguemportants
(Ribaut et Ragot, 2007). Cependant, la sélectisist&® par marqueurs reste encore
tres controversée (Dudle$993 ; Strausst al, 1992). La stabilité de I'expression
des ‘QTLs’ selon le milieu (Ribaut et Ragot, 20®Beavis et Grant, 1991; Paterson
et al, 1991), vis-a-vis du fond génétiqgue (Charcosdeal, 1993), a travers les
générations et selon le stade de développementgBas et Stettler, 1995) sont
autant d'aspects qui pourraient ralentir l'utiimatdes marqueurs identifiés en
sélection. La validation des QTIs pourrait étre isagée dans d’autres
environnements pédoclimatiques, en particulier diass conditions de cultures

Algériennes, ou les périodes séches sont plus geéast plus intenses.

Un deuxieme axe de recherche visant @tifter d’'une maniére plus précise
les zones du génome impliguées dans I'expressiosn chracteres agro -
physiologiques lies a la tolérance a la séchereksetournesol pourrait étre

développé. Pour cela, les lignées recombinanteseptént un polymorphisme dans
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l'intervalle de la zone identifiée pourraient éamisées entre elles pour générer
des génotypes présentant des recombinaisons ddaszoee. L’identification de

marqueurs moléculaires dans cette zone permetiigiéntifier des marqueurs

étroitement liés aux caracteres étudiés. La zongrawpe de liaison 5 ou des QTLsS
associés aux caractéres agronomiques ('archieectes plantes et la productivité)
sont co-localisés avec des QTLs associés aux paesaaptatifs (la teneur en eau
relative et I'ajustement osmotique) pourrait éthaspspécifiguement étudiée dans

cette perspective.

Les mutants présentant des aptitudesrasifes quant a leurs capacités
d’ajustement osmotique pourraient étre égalemélidés comme lignées parentales
pour la création de populations en ségrégationsiAiles bases génétiques de
I'ajustement osmotique, caractére impligué dammadintien de plusieurs fonctions
physiologiques sous contrainte hydrique, pourraérg mieux précisées pour cette
population de tournesols. L'ajustement osmotiguegeslifié de «fonction large»
permettant de favoriser la stabilité du rendeneentonditions de déficits hydriques
intermittents et modérés. A long terme, la localisa précise des génes qui
affectent les caractéres quantitatifs comme cewocds a la tolérance a la
sécheresse devrait permettre de caractériser ilidemutces génes dans des

programmes de sélection du tournesol.

Enfin, un troisieme axe de recherche pourrait ctesia identifier des
idéotypes pour des environnements cibles en Algéneeffet, le phénotypage de
ces deux populations de tournesol, lignées recambds et mutants, a permis
d’identifier des génotypes présentant des répomsggrastées a la contrainte
hydrique. Il pourrait étre envisagé de sélectiodasrgénotypes les plus contrastés,
de les évaluein situ en Algérie, afin d’identifier les caractéristiqugdnotypiques
les plus performantes dans les conditions de doidsahydriques des zones de
cultures potentielles. Cette recherche d’'idéotyparmit s’appuyer également sur

des expérimentations virtuelles a partir du mode&eulture développé a Toulouse
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sur le tournesol (modéle SUNFLO). Ainsi, la comidoa de la génétique
guantitative (QTL) et de tels modéles de culturesraient permettre de prévoir
quels alleles seraient favorables pour des scénddcsécheresse variés (Reymond
et al, 2003; Hammetrt al, 2005 ; Tardieu et Zivy, 2006). Une telle démarche
associant la génétique, I'écophysiologie et la risaon agronomique permettrait
a la fois d'identifier des génotypes adaptés awnditmns séches algériennes et de
proposer des conduites culturales adaptées, et waaigriser les interactions
génotype et environnement dans une perspectivéédeloppement de la culture du

tournesol en Algeérie.
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