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INTRODUCTION

L’amélioration des plantes consiste a rcréee variabilité génétique nouvelle, puis
sélectionner et fixer, parmi cette diversité, lénaypes intéressants. Pour répondre a cet
objectif, les formes sauvages constituent des uvesss importantes de génes utiles pour

I'adaptation des plantes cultivées aux contraiatesronnementales.

Le blé durTriticum turgidumL. var. durum Desf.), représente environ 8% des superficies de
blé. 1l est cultivé approximativement sur 17 mitiod’hectares dans le monde (Bohoretal,
2001). De cette surface 70 % est localisée danggian du bassin méditerranéen (Naehial.,
1998). Dans cette région la sécheresse est leufadéeplus important qui limite la productivité
des plantes et I'amélioration pour la tolérancen@anque d’eau est considérée, ces derniéres
années, comme l'un des premiers objectifs des anogres de sélection agronomique (Damania,
1991).

Souvent, 'amélioration génétique d'une espéelle que le blé dur, repose en grande partie
sur l'apport continu, la gestion et I'exploitatiate la variabilité qu’elle présente, mais cette

variabilité peut étre restreinte, voire absenter peutains caracteres (Almouslem & Amleh, 1999).

Cependant, cette variabilité peut étre regdtiis chez les especes sauvages apparentées aux
blés dur cultivés tel que IeEticcum dicoccunet T.monococcum.De ce fait, la recherche de
variabilité génétique pour l'adaptation aux comttes environnementales (résistances aux
maladies, la tolérance au froid, a la salinitég &8dcheresse et la qualité des protéines de r¢serve
a conduit de nombreux travaux a s'intéresser digation des especes sauvages qui possedent
des traits de résistances trés intéressants ditoens un réservoir de géne important, si on prend
en comptes I'adaptation de ces espéces a des mmeiments tres différents (Wang, 1989 ; Chen
et al, 1992 ;Doussinauléet al, 2001 ; Ekmekci & Terzioglu 2005 ;Yunchab al, 2006 et
Farooq & Azam 2006).

Face a la diversité des besoins et des géscde fabrication a base de farine de blé, les

technologues et généticiens ont compris l'impodade mieux connaitre les caractéristiques

physico-chimiques, biochimiques et I'hérédité deppétés fondamentales de la pate.
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Le caractere qualité est actuellemeas trecherché et est devenu l'un des objectifs
principaux dans I'amélioration des blés. Les soni$és gluténines de ces blés apparentés sont

peut étudier, malgré le rdle quelles jouent dartgialité technologique de la pate.

L’objectif de notre travail est d’analysenariabilité des sous unités gluténines de hawtoi
moléculaire chez des especes des blés durs espléses des blés apparentées aux blés durs qui

sont dérivées principalement da#ticum Poloniccurret lesTriticum dicoccum

Les études qui suivent ont été conduitesatite nlaboratoire de Génétique Biochimie et
Biotechnologies végétales a constantine. Ce traairendu possible grace a la coopération de
I'InstitutTechniques des Grandes Cultures d’ El &y qui a mis a notre disposition deux
collections : Une collection de 24 variétés deéslalurs cultivé en Algérie ; et la deuxiéme de 30
accessions des blés apparentés ; ce sont desybliédes dont I'un des parents estTuiricum

dicocuum ou Triticum poloniccunpar hybridations interspécifique.

Les données bibliographiques sont préserdéas la premiere partie de ce mémoire, avec
une présentation générale du blé et de son impartdans le monde, les espéces apparentées ;
leur utilisation et leur intérét tout en mettaisictés sur les caractéristiques biochimiques des
protéines du grain de blé ainsi que les caradguiss génétiques des protéines de réserve du blé.
La deuxieme partie décrit le matériel biologiquéd'etsemble des méthodes utilisées dans notre
étude. Les étapes suivies dans I'exploitation de ré&sultats ainsi que leur discussion sont
présentées dans la troisiéme partie. Une conclug@nerale et des perspectives sont enfin

données.
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1- Importance du blé dans le monde

1-1- Importance de la culture du blé dans le monde

Les céréales, le blé en particulier occupe unesglaportante dans la production agricole
et constitue la nourriture de base pour 35%deddymtion mondiale (Mebarkiat al ; 2005). De
toutes les plantes cultivées, le blé est celleagpiis le plus dimportance dans l'alimentation de
I'Etre humain, c’est ce qui fait que c’est la ptaftd plus cultivée des céréales. La production
mondiale de blé en 1990 était de: 595,5 millionstalienes, la premiére céréale avant le riz
(519,0) et le mais (470,3) (la pomme de terre aramsuite avec 287 millions de tonnes et la
patate douce 110) (Glenn lennox, 2003). La chstedevenue le premier producteur mondial
devant l'union européenne, les pays de I'ex-UR&Stats—unis et I'inde Benseddik, b1983). On
peut cultiver le blé sans irrigation avec moinb@ecm de précipitations annuelles; seuls I'orge et
le mil résisteraient mieux. Sa tolérance au fragt remarquable; il supporte la neige et le gel
prolongé par plus de 600 de latitude nord. Il ageds les pays humides et froids (Pays-Bas,
Danemark) et donne les meilleurs rendements dansatdrées apparemment vouées a I'’herbage
(Henry etal, 2000).

1-2- L’importance de la culture du blé dur dans dassin méditerranéen
Le blé dur occupe approximativement 20-30 milliatisectares étendus sur plusieurs
pays, et qui sont estimés a environ 8% du toté deiperficie dans le monde. Il tient la premiére
place dans la production mondiale des céréalesr¢end0%) (Bozzini, 1988 ; Nouaille, 1991).
L’'union européenne (principalement I'ltalie, I'Egpa et la Grece) est le plus grand producteur
de blé dur avec une récolte annuelle moyenne dattilions de tonnes meétriques. Le canada
arrive en deuxieme rang avec 4.6 millions de tormégique par année, suivi de la Turquie et

des Etats-Unis, avec 4 et 3.5 millions de tonnesigues respectivement (CIC, 2002).

Les quatre pays de I'Afrique du nord, soit I'Algéte Maroc, la Tunisie et la Libye, forment le
plus grand marché d'importation de blé dur du mg@lenn Lennox,2003),comme le montre le

tableau suivant:

Le blé dur est principalement employarda consommation humaine et davantage que la

moitié de la surface cultivée se situe dans leibasgditerranéen. Les régions de milieu et du
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Proche Orient et I'Afrique du Nord sont considénésscentres d'origine et de la diversification
du blé dur. (Vavilov, 1951).

En Algérie, on peut estimer & 1.200.000 hestées superficies consacrées au blé dur. C'est
par excellence une culture indigéne, car il esiqdierement adapté au milieu, a la chaleur et au
manque d'humidité. (Jean Blottiere.M ; 1930)

1-3- Historique et répartition éco géographique

Le blé est I'espéce avec laquelle I'hnomme a coménanmanipuler la nature et gérer le
milieu. (Anonyme, 2008) fait partie des trois cée€adont les grains sont utilisés pour la
nourriture humaine ou animale; de la monocotylédguieconstituent la base alimentaire des
populations du globe: blé, riz, mais. L'origineldé (Triticum), du mais £ed et du riz Oryza
semble étre commune: étant donné les nombreux gemesiuns deux a deux ou dans les trois
genres, on pense que ces genres se sont divergifiésquelques 60 a 70 millions d'années (a la
fin du secondaire) a partir d'une espéce ancesjualaurait contenu tous les genes dispersés chez

les trois espéces actuelles.

Le terme de blé vient probablement du gaubd&o (a I'origine du vieux francaislaie,
bleg blaier, blave, d'ou le verbeemblaver,qui signifieensemencer en Blét désigne les grains

qui, broyés, fournissent de la farine, pour deslles (polenta), des crépes ou du pain.

Les premiers indices d'une agriculture apparaissss 9.000 ans avant Jésus-Christ dans
le croissant fertile. On trouve dans les villages debut du Néolithique I'engraifriticum
monococcufy I'amidonnier Triticum dicoccuny l'orge, la lentille, le pois, la vesce, le pois
chiche et le lin. Les formes sauvages identifiéeses diverses espéces (amidonnier sauvage,
pois chiche sauvage, vesce sauvage) seraientargyuu Proche-Orient et du Moyen-Orient.

La céreéaliculture se répand ensuite vers I'Eurbhsie et la vallée du Nil. Le froment est
présent en Gréce il y a 6.000 ans avant Jésusttrise propage par la méditerranée et le
Danube. Ainsi, en Bretagne, on a trouvé des grdatant d'environ 5.000 avant Jésus-Christ
(Henryet al,2000).Dans la figure qui suit est représentée I'eregparntition du blé I&riticum
monococcungfigurel).
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Diffusion de
Thiticurm manococCurm

Aire de réparttion de
Thticurn monococcurn

Figure 1 : Lieux d’origine et diffusion d@riticum monococcura travers le monde.

Par la suite, les techniques de panification simmefit grace aux Hébreux, Grecs, et enfin
Romains qui en répandent l'usage a travers I'Euddpe fin du XVllle siecle, le blé est exporté
en Ameérique du Nord par les Anglais et est rapidenaglopté par les civilisations présentes
comme matiére premiere de base pour la fabricatiogpain, en raison de sa composition en
gluten supérieure aux autres céreales. A traversiéeles et les générations, le grain de blé a
conservé toutes ses valeurs et reste un élémenttie$sa notre alimentation. Aujourd'hui le blé

fait partie de notre quotidien, présent dans delmenses compositions.

- Origine du blé dur

Les blés sauvages tétraploides sont largementaapau Proche-Orient, ou les humains
ont commence a les récolter dans la nature (BqzZid&8). Comparativement aux blés diploides,
leurs grands épis et leurs gros grains les renddieaucoup plus intéressants pour la
domestication. On croit que le blé dur provient tistoires actuels de la Turquie, de la Syrie,

de I'lraqg et de I'lran (Feldman, 2001), comme lentne la figure suivante :
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Amivee de h Daffusion de
—> Triticenm furgudunr Thtfcunt asstiviim

-Renammn de Aegiiops fawschi [espéce sauvage)
I:l Aire probable dapparition de TRlicom sestivam

issue du croisement de Thtlcum furgiadm
. at Asgiops tawscha
Legende |

Figure2: Lieux d’origine et diffusion d@riticum turgiduma travers le monde (Vilmorin A ; 1880)

- Culture du blé dur

Le blé dur est bien adapté aux régions a climativement sec, ou il fait chaud le jour et
frais la nuit durant la période végétative, ce gat typique des climats méditerranéens et
tempérés. Les semences peuvent lever a aussi pe2l ¥y méme si la température optimale est
de 15 °C (Bozzini, 1988). La plus grande partiebttudur produit dans le monde est constituée
de blé de printemps; toutefois, il existe des véséde blé dur d’hiver (qui ont besoin de
vernalisation pour amorcer la transition de la pha8gétative a la phase reproductrice); ces
variétés ont été évaluées en vue de la productios t& Sud des Etats-Unis (Domnez et coll.,
2000; Schilling et coll., 2003).

1-4- Ro6le de la sélection dans I'amélioration da bl

La sélection a joué un réle déterminant dans lkassement de la production agricole au
cours du siecle dernier, tant dans les pays dépétogue dans les pays en développement. (FAO,
2006). Les sélectionneurs de blé dur mettent laicceur I'amélioration simultanée et
comportement agronomique, de la résistance auxdmesl@t des caracteres qualitatifs du grain
(ACIA, 2006).
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Les sélectionneurs de blé dur tentent aussi detemairia résistance aux rouilles du blé et
s'efforcent constamment d’'intégrer une résistanable aux taches foliaires, aux maladies
transmise par les semences et a la fusariose de lléexiste des génes de résistance aux
ravageurs, notamment a la cécidomyie orangée d(Siitediplosis moselladaau céphe du blé
(Cephus cinctyset a la mouche de Hesdddyetiola destructor]Lamb et coll., 2000; Lamb et
coll., 2002; Clarke et coll.,, 2002). La capacit sklection est si importante pour les pays en
développement car ils doivent accroitre leur préidacpour garantir la sécurité alimentaire.
Selon certaines estimations, la plupart des cuta@ns les pays en développement ne sont
exploitées qu'a 20% de leur potentiel. Ce défisitdtl pour I'essentiel aux : stress abiotiques -
sols inadaptés, sécheresses ; le reste étant inphpuata stress biotique, c'est-a-dire les maladies,

les insectes ravageurs, les plantes adventicasedlivaise nutrition des plantes. (FAO, 2006).

Pour comme la majorité des variétés de blé duivéals au monde sont des lignées pures
obtenues, soit par des cycles répétés d’autofétiongdaoit par haplo diploidisation (Knox et
coll. 2002). Le processus de création d’'une noavehrieté commence par la production
d’hybrides F1 par croisement de deux parents osl. jes sélectionneurs doivent veiller a ce que
tous les parents servant au croisement posseddietto@ment la majorité des caracteres

recherchés pour la nouvelle variété (ACIA, 2006).

1-5- Acceés et conservation des ressources génstifjublée

La mise au point d'une nouvelle variété céréalpEnat prendre jusqu'a 12 ans, depuis les
premiéres tentatives de croisement jusqu'a sa soisée marché finale. Il faut souvent de un a
trois ans pour recueillir, évaluer et assembler nmevelle diversité génétique prometteuse, puis
plusieurs années de recombinaison et de séleationigentifier de nouvelles lignées adaptées a
la mise au point de variétés supérieures. Il faisuge 1 a 3 années encore pour multiplier les

semences et les distribuer aux agriculteurs. (FXID6).

Le développement agricole a conduit a des variétés performantes mais s’est
accompagné d’une réeduction sensible de la divergiéétique. Il est donc nécessaire de
constituer une "réserve génétique”, comprenantrelesources trés diversifiées susceptibles de
répondre aux besoins futurs de 'homme. Ces resssusont matérialisées sous forme de
variétés, anciennes et modernes, de populatiogxaypes locaux et especes sauvages proches

des plantes cultivées.

18



Les ressources génétiques peuvent étrena@es dans leur milieu naturel (conservation
situ),et la gestiorin situ est surtout utilisée pour les espéces sauvageseaapes aux especes
cultivées, ou en dehors de leur habitat d’origithe, maniére statique (conservatiex situ):
Leurs ressources génétiques peuvent étre alorem@es de maniere stable en dehors de leur
habitat d’origine: sous forme de semences par pkemgrains de blé de différentes lignées; ou

sous forme de plantes rassemblées en collecticseoaatoire au champ. (Gargominy.O, 2006).

Selon les derniers chiffres disponibles, les basgigegénes du monde entier ont conservé
guelque 1,5 million d'échantillons uniques de aeku vivrieres et de plantes sauvages
apparentées aux espéces cultivées, offrant auxitelts une source quasiment inépuisable de

diversité génétique pour les programmes d'améimra(FAO, 2006).

2- Présentation du genfeiticum

- Classification génomique :

Les classifications indiquées dans le tableau ssdes figurent parmi celles qui peuvent étre
recommandées. Si on préfére une classificationtggré celle de GRIN, fondée sur les travaux
de Van Slageren (1994) est probablement la claatiih a base génétique la plus utilisée
actuellement. Et celle de Grin complétée de aestiixons reconnus par d’autres, est exhaustive.
Si on préfere la classification traditionnelle, fessaux de Dorofeev donnent un schéma
exhaustif qui concorde bien avec d’autres traitedmemins complets. Le tableauexpose Les

diff érentes classifications des blés.

Les blés vétus sont appelés communément tpeluterme englobant trois especes soit
le petit épeautre ou engraifriticum monococcum)'épeautre de Tartarie ou amidonni@r (
dicoccun) et le grand épeautré.(speltd. La présente synthése a pour but de décrireltiarewe
ces différents épeautres. (Peterson,1965). D’'apeesy et al (2000) tous les blés sauvages sont
vétus .Le caractére grain vétu ou grain nu est itapbdans la classification traditionnelle parce
gue les difféerentes formes sont habituellementiv&ds séparément, et ont un traitement trés

différent aprés la moisson.

Tableau I les différentes classifications du blé.
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Génétique Traditionnel

Nom Genom (GRIN]) Dorofeevet al. 1979])

vernaculaire
Diploides (2x), sauvages, grains vétus

Triticum monococcurh. subsp. | : .
riticum boeoticur Boiss.

Engrain sauvage A aegilopoidegLink) Thell.
A" riticum urartuTumanian ex Gandilyernim'curn urart. _Tumanlan
ex Gandilyan

Diploides (2x), domestiqués, grains vétus

E__ng@n AT Triticum monococcurh. subsp. riticum monococeu L.
petit épeautre Monococcum

Tétraploides (4x), sauvages, grains vétus
Triticum turgidun L. subspdicoccoides Triticum dicoccoides
Amidonnier sauvage BA ' Y (Korn. ex Asch. &
(Korn. ex Asch. & Graebn.) Thell. .
Graebner) Schweinf.

Tétraploides (4x), domestiqués, grains vétus

Amidonnier BAU Triticum turgidun L. subspdicoccum | Triticum dicoccum
épeautre de Tartarie (Schrank ex Schubl.) Thell. Schrank ex Schibler

BA" Triticum ispahanicuntdeslot Triticum ispahanicum
Heslot

BAY Triticum turgidumL. subsp. [Triticum karamyschevii
paleocolchicunA. Love & D. Love Nevski

Tétraploides (4x), domestiqués, grains nus
Triticum turgidumL. subspdurum Triticum durumDest.

, u
Blé dur BA (Desf.) Husn.
Blé poulard BA"  Triticum turgidun L. subspTurgidum | Triticum turgidumL.

blé barbu, gros blé
[riticum turgidun L. subsppolonicum Triticum polonicunt..

Blé de Pologne BA (L) Thell,
. Triticum turgidun L. subspturanicum | Triticum turanicum
Blé de Khorassan BA (Jakubz.) A. Love & D. Love Jakubz.
. Triticum turgidumL. subspcarthlicum | Triticum carthlicum
Ble de Perse BA (Nevski) A. Love & D. Love Nevski in Kom.
Tétraploides (4x) - Groupetimopheevi
Sauvages, grains vétus
Triticum timopheevii
GAU (Zhuk.) Zhuk Triticum araraticum
. subsparmeniacun{Jakubz.) Jakubz.
Slageren

Domestiqués, grains vétus
Triticum timopheevi{zZhuk.) Zhuk. subsp. | Triticum timopheevii

GA"
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Timopheevii (Zhuk.) Zhuk.

Hexaploides (6xpprdestiqués, grains vétus

-Classification taxonomique :
Le blé appartient a la famille des graminées, epasition taxonomique est présentée dans le

tableau 2 Tableau 2 :La famille desGramineae.

Famille Sous-famille Tribu Sous-tribu Genre Nom
commun
(espéce)
Gramineae Festucoidea€eTriticeae Triticineae triticum BIé tendre
Aveneae Blé dur

secale Seigle
hordeum Orge

avena Avoine

Oryzeae oryza Riz
Panicoideae Tripsaceae zea Mais
Andropogonea sorghum sorgho

2-2- Les caractéristigues botaniques

Les premiers blés domestiqués, engraibl@tamidonnier, étaient vétus comme leurs
ancétres sauvages, mais avec des rachis qui nésagidulaient pas a maturité. Mais apres les
formes de blés nus ont évolué, avec des glumesele@t des rachis totalement coriaces. Le
caractere grain vétu ou grain nu est important dardassification traditionnelle parce que les
différentes formes sont habituellement cultivégsas&ment, et ont un traitement trés différent
aprés la moisson. Les blés vétus nécessitent itantient de décorticage supplémentaire pour

oOter les glumes coriaces. (Henryaét 2000).
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2-3- Les caractéristiques génétiques

Le genre Triticum comprend les especes sauvages et domestiquesalgémemt
considérées comme du blé ce dernier est une esflépelyploides, provenant d'hybridations
interspécifiques spontanées et d'un doublementnaubre chromosomique procurent un
enrichissement génétique en rassemblant les géndmedifférentes espéces (Hoyt, 1992).
lIs sont groupés dans trois classes de ploidig, ldarombre haploide de base est sept, le nombre
chromosomique de ces especes est également uplmutte ce nombre .lls sont soit diploides
(2n=2x=14;AA, BB, densité double) et il existeudeespéceslriticum urartu et Triticum
boeoticum et ce dernier, est I'ancétre sauvage de I'engtamestiqué Triticum monococcum.
Ou tétraploides (2n=4x=28 ; AABB) ou hexaploig2s=6x=42 ; AABBDD), et il n'existe pas
de blé héxaploides sauvage, car le blé héxapladegvolué sous I'effet de la domestication
(Van Slageren, 1994).

2-5- Le role delriticum dans la constitution des blés

Le genrdriticum comprend les espéces sauvages et domestiqueslgémemt considérées
comme du blé .La filiation génétique des blés eshplexe et incomplétement élucidée. Il est
acquis que le génome A provient @gticum monococcum, Igénome B d'uregilops (bicornis,
speltoides, longissimau searsii) et le génome D Aegilops squarrosgégalementdénommé

Triticum tauschi).

Le croisement naturef.monococcum x Aegilop§orteur du génome B) a permis
l'apparition d'un blé dur sauvage de type AA BBit{cum turgidum ssp, dicoccoidegui a
ensuite progressivement évolué vérgurgidum ssp, dicoccurpuis versT durum (blé dur
cultivé). Les blés tendres cultivés (AA BB DD) derd issus d'un croisement, également naturel,

entre T turgidum ssp. dicoccUA BB) et Aegilops squarroséDD).

3- ROlle, intérét et utilisation des especes delbiéapparentées

Les variétés traditionnelles, les espéces sporgagteles especes spontanées apparentées
aux especes cultivées dans la sous région, contirdiétre la source de nouveaux caracteres

recherchés pour I'amélioration de la productionicatg mondiale. En outre, cette grande
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diversité est menacée par I'érosion génétique, AAC006). Vavilov a définit la sous région
gu’elle est unique au monde par la diversitéateressources phylogénétiques car elle regroupe
deux Centres d’'Origines : Proche Orient et Méditege. (FAO, 1995).

Les anciennes variétés de blé sont douées deupsetpualités trouvées bonnes pour la
consommation et l'adaptabilité vis a vis les caad# climatiques locales qui n'avaient pas pu
changer leur résistance a plusieurs problemes eavag Ces variétés anciennes de blé
obtiennent une bonne qualité boulangére employes ldapanification locale, ce qui explique la
conservation de ces variétés de la part des atgesl pour les cultiver d'une année a l'autre
(FAO, 1996).

Les blés sauvages tétraploides sont largementaapau Proche-Orient, ou les humains
ont commence a les récolter dans la nature (BqzZi&@8). Comparativement aux blés diploides,
leurs grands épis et leurs gros grains les renddieaucoup plus intéressants pour la
domestication. On croit que le blé dur provient tistoires actuels de la Turquie, de la Syrie,
de I'lraq et de I'lran (Feldman, 2001).

Les précurseurs et les especes spontanées appardatéblés rencontrés dans la région
méditerranéenne regroupent celles du Bté&i¢um boeoticum et T.dicoccoiged'Aegilops Ae.
ovata, Ae. triuncialis, Ae. ventricosa, Ae.triaaitst, Ae neglecta, Ae. geniculgté~AO, 1995).

La région méditerranéenne est trés riche en varidtéterroir de plantes domestiquées
diversifiées et ayant des caractéristiqgues unigues variétés du terroir ont persisté in situ grace
a la nature des systemes de culture pratiquésldarégion. (FAO ,1995). L'existence chez les
especes sauvages apparentées au blé d'un réskngenes utiles est évidente si I'on considere
I'adaptation de ces diverses especes a des ensimamts tres différents.

On les trouve dans une large gamme de régions tajnes allant des montagnes plutét
froides et humides aux vallées chaudes et secheggibns ou la pluviométrie est supérieure a
un metre par an a des régions arides ou elle glestde 100mm. Les espéces sauvages peuvent

aussi croitre sur différents types de sol, y compur des sols salins (Marhim. S, 2004).
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3-1- Utilisation des blés apparentés et recherate® source de résistance aux
maladies)

Les especes sauvages apparentées constituent artampéservoir de génes utilisable
dans I'amélioration des formes cultivées. L'introtion de génes étrangers dans le blé nécessite
la réalisation d’hybrides interspécifiques et lenanipulation pour créer des blés a 2n=42 ou 28

chromosomes contenant une nouvelle informationtggred(Gallais.A, 199

Les caractéristigues de comportement de I'hybrigeédocité, type de développement,
maladie...) sont directement dépendantes des casticiées parentales et ce, en fonction de
leur déterminisme génétique. Pour la résistance parasites obligatoires, contrélée par des

géenes majeurs dominants, I'hybride cumule les t&@sies parentales.

Aussi des essais rapportés par Ourglef1990a et b) qui ont travaillé sur le rendenumt
I'hybride ; ils précisent que dans leur expérimgaty les capacités de remplissage du grain de
I’hybride sont plus importantes que celles desmarea nombre de grain par m2 égal, I'hybride
a un poids de 1000 grains plus élevé ; I'indiceat®lte n’est pas affecté : c’est toute la biomasse
qui augmente. Ces hybridations sont possibles atarfaciles dans le groupe des céréales; elles
sont connues depuis environ 2 siecles, par coeti®ont les méthodes modernes qui ont permis
de visualiser les arrangements chromosomiquesslt@ations, ajouts, pertes, qui avaient été

réalisées lors de ces hybridations dirigées.. (fHenetal ; 2000).

3-2- Introduction dans le blé d’information généegnouvelle par hybridation
interspécifique

L’introduction dans le blé d’une nouvelle variatéla, jusqu’a présent, essentiellement été
réalisée au travers de l'exploitation de la valtighiprésente chez les especes apparentées
appartenant a la tribu ddsiticées Depuis un demi-siécle, ont été développés ddts mitdes
méthodologies pour réaliser des hybrides inter§ipéeis ou inter-génériques entre le blé et des
Triticées et sélectionner, dans leurs descendances, degrigdésions intéressantes pour le
sélectionneur. (Doussinault&al, 2004).

Kerby et Kuspira (1987) ont fait la synthése dagdux réalisés :
-le donneur du génome A est le blé diploTdenonococcurou T. urartu ;

-le génome B aurait été apporté parAagilopsde la sectiorBitopsis;
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-le génome D a pour origirke squarrosa— (Doussinault.G &tl, 2004)

Le nombre de chromosomes a été souveni aduindu chez les hybrides interspécifiques.
Soit 28 quand I'espece sauvage tétraploide estémra@u blé dur, et 35 quand celle-ci est croisée
au blé tendre. Un doublement spontané des chromessanété noté chez les hybrides viables
issusd’Ae. squarrosa(El Khelifi O.K ,2003).

Il a été démontré que les chromosomes desnggs A, B et D présentent une similitude
génétique bien qu’ils aient une origine différerBears (1954) a classeé les 42 chromosomes du
blé tendre en sept groupes, composés chacun detives de chromosomes sur la base de leurs

affinités. Les paires d’'un méme groupe sont diteedologues. (Doussinault.Gadt 2004).

-Hybridation des especes et des genres

Il importe de comprendre le développememdsible des hybrides issus de croisements
interspécifiques et inter génériques entre la celet les espéces apparentées, Le blé dur et
turgidum ssp. paleocolchicum T. turgidum ssp. polonicum T. turgidum sspturanicum T.
turgidum ssp. carthlicum et T. turgidum ssp. turgidum sont sexuellement compatibles et
produisent des hybrides fertiles (ACIA ,2006). Bigue I'hybridation entre le blé dur et les
especes apparentées puisse survenir. Kimber et @&87) se sont penchés sur I'hybridation au

sein du genrdriticum.

- Risque d’introgréssion des genesldigicum turgidumsspdurumdans les especes apparentées

La stabilité du génome du blé dur est due aux géRéd et autres) qui limitent
'appariement des chromosomes aux chromosomes bgoed. De plus, des techniques de
laboratoire, comme la pollinisation manuelle, lansdage des embryons et le doublement
artificiel des chromosomes au moyen d’inhibiteuesla méiose, sont nécessaires pour obtenir
des descendants fertiles, tandis que lorsque Matué I'impact environnemental possible de la
dissémination en milieu ouvert de turgidumsspdurumgénétiquement modifié.

Le développement d’hybrides pourrait entraifietrogression de caracteres nouveaux chez
les especes apparentées, ce qui perturberait y&iemse et accentuerait la nuisibilité de ces

especes.
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3-3- Intérét des blés apparentés dans l'amélioraties génomes des blés
cultivés et lssélection de matériel résistant

Celui qui possede l'art des croisementsrapécifiques sait apprécier la biodiversité a sa
juste valeur. Parmi les espéces apparentées awiblérouve une abondance de genes de
résistance aux virus a la fusariose, a la séchemtsaux maladies foliaires et racinaires. Ces
genes pourraient résoudre des problémes d’échéosatix dans les pays du Sud et diminuer la
pollution dans les pays plus fortunés. En réduidast besoins de pesticides et d’engrais

conventionnels. (Coméau, 2003).

La plupart des criteres d’évaluation utsisgans I'analyse morphologique et de résistance
aux maladies, ont souvent permis de caractérisatdiférents hybrides. La résistance a la rouille
noire et au mildiou, le port de la plante et lanferde I'épi, sont des caracteres transmis a la

majorité des hybrides, du parent sauvage. (EL K@IK, 2003).

L’amélioration des techniques en matieremésements interspécifiques a permis de croiser
le blé avec une espéce de graminée sauvAggitops ventricosaCe croisement interspécifique
a permis en 1970 d'introduire des résistances aaladies et notamment le géne Pchl
responsable de la résistance au piétin-verse. (®iis, 2002). Le gene Pchl a été mis en
evidence cheAe.ventricosgar Spargue (1936,in Daussinaut et al. ;2002¢clffts croisements
entre des blés tétraploidesAat.ventricosant été effectuée.ventricosg2n=28,DvDvMvMv)
peut en effet donner des hybrides fertiles parseraent avec les blés tétraploides(2n=28,AABB)

et dédoublement du nombre de chromosomes de |tdgy/isil (ABCvMv).
Les génes des especes sauvages ont fait leurgepréans les régions soumises aux

stress pendant des millions d’années ; il n'y ‘a @pprendre a mieux exploiter ce trésor négligé
(Comeéau, 2003).
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4- Caractéristiques biochimiques des protéinegrdin de blé

4-1- Le déterminisme de la composition du graitlde
- La composition chimique du grain de blé

Ces constituants se répartissent de maniére inégalsein des différents fractions
histologiques du grain .L'amidon se trouvent dalité dans l'aloumen amylacé, les teneurs en
protéines du germes et de la couche a I'euron@ele®sanes sont particulierement élevées. Les
matieres minérales abondent dans la couche a oaksutes pentosanes sont les constituants
dominants de cette derniére et du péricarpe, pgdek voisinent ou dépassent les 10% dans le
germe et dans la couche a aleurone, le tableaarguilécrit mieux la composition du tissu du
blé.

Tableau 3 :la composition chimique du tissu d’un grain de bieuillet, 2000).

Péricarpe % Aleurore%T | Albumen %’

Protéine 10 30 1:

Lipide: 0 9 2

Amidor 0 0 82
Sucre réducte 0 0 1.8
Pentosar 43 46 1.6
Cellulos: 40 3 0.1
Minérau; 7 2 0.5

Distribution des principaux constituants des blés

Le grain de blé est un organe complexe, qui petendéveloppement de la future plante
(germe) grace aux substances de réserve de nalucaligue (amidon) et protéique de
albumen. Les cellules de l'albumen sont délimstggar une paroi de nature essentiellement
glucidique (figure3).Ces parois constituent égal@mebessentiel des différents tissus de
protection du grain - L'amidon qui représente emwir70% du grain & maturité est le bio

polymére majoritaire du grain avec les protéinesdgderve et les polysaccharides des parois.
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Figure3: Les différents constituants du grain de blé.

Le grain de blé (caryopse) montre une face dorsateére) et une face ventrale (avant),
un sommet et une base. La face ventrale est creusgprofond sillon qui s'allonge du sommet a
la base. Le caryopse est surmonté d'une broskemeéryon est situé au bas de la surface dorsale.
L'embryonest constitué d'un scutellum (ou cotylédon), quiréte des enzymes qui dissolvent
I'amidon de l'albumen pour nourrir 'embryon au rsode la germination un coléoptile, qui
devient la premiere feuille a la germination et gaveloppe les feuilles subséquentes en plus on

observe une coléorhize qui loge la premiere raginka radicule.

4-2- Caractéristigues biochimigue des protéinesderve du blé

Appelées « gluten ».c’est un polymere formé dedgies gluténines, et considéré comme
un matériel viscoélastique (feuillet, 2000).L’éleé et la ténacité du gluten sont généralement
des propriétés attribuées a la présence des gleger@lors que sa viscosité est associée aux

gliadines(Shewry et al. ;2002).
Les premieres études menées autour desmmstde réserves remontent aux XVIII siecle

par Beccari (1745). En 1924, Osborne propose wssification devenue classique basée sur la

solubilité des protéines de réserve dans une dérgolvants, les albumines solubles dans I'eau,
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les globulines solubles dans les solutions salitess,prolamines solubles dans les mélanges

hydro-alcooliques, et les gluténines qui sont delsidans des solutions basiques ou acides.

La classification d’Osborne bien que commode parssnplicité ne s’'avérent pas

totalement sélective vis-a-vis des substances rmRigues et ne les prend pas en considération.

Effectivement, les gluténines et les albuminest smsociés a un taux significatif de
substances non protéiques telle que les lipitlgsaurait donc des contaminations d’'une classe
protéique a un autre, la fraction la plus puretss gliadines (Feuillet, 1965 in cherdouh, 1999)

- Classifications des protéines de réserve

Depuis les travaux d'Osborne 1907, les protéiluellé sont classiquement réparties en

guatre classes en fonction de leur solubilité :

Les albumines solubles dans I'eau.
Les globulines solubles dans les solutiongeal
Les prolamines : solubles dans I'éthanol aqueux

Les glutélines ; insolubles dans les solvargéséxents.

Ainsi que le montrent travaux de JENSEN et MARTENS83), Ces différentes protéines
ne sont pas réparties uniformément dans le graes protéines de l'albumen  sont
essentiellement de type protéines de réserveeli¢ du germe par exemple de type protéines a

activité biologique

En 1986, Shewry a proposé une autre classificdtimge sur le degré de polymérisation
et sur la teneur en acides aminés soufrés dedr@stiéisolubles les gliadines forment la famille
des prolamines monomériques de teneur variables@ne;les prolamine pauvre en soufre et les
prolamines riches en soufre. Egalement les glugdnimiche en soufre sont regroupées dans la
famille des prolamines polymériques constituéessess unités de faible et de haut poids

moléculaire.

Enfin la classification la plus utilisée est basée leur mobilité éléctrophorétique (Khan et
Buschuk 1979, Payne et Corfield 1979 Jackson B9&8 in Khelifi, 1992)
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* Les prolamines polymeériques :

- Les sous-unités gluténines de haut poids moléeul&G-HPM (80000 et 130000
dalton).

- Les sous-unités gluténines de faible poids moléeule&sG-FPM (40000 et 50000 dalton).

» Etles prolamines monomériques :
- Les a -gliadines PM de 32000 a 36000daltons.
-Les B - gliadines PM de 37000 a 38000 daltons.
- Les y -gliadines PM de 38000 a 44000 daltons.
- Les & - gliadines PM de 69000 a 78000 daltons.

Sur la base de leur mobilité éléctrophorétique glaténines ont été divisées en 4 groupes:
le groupe A correspondant aux SG-HPM, les groupet 8 d’'aprés (Payne et Cofield ,1979)
correspond aux SG-HPM et le groupe D découvert lentréphorese bidimensionnelle par

Jackson et al (1983) correspondant aux SG-FPM.

- Propriétés spécifiques des protéines de réserve
Il est admis que les gliadines sont responsabledadeomposante visqueuse du
comportement rhéologique des pates et les gluténiaéeurs composantes élastiques :

e Gliadines

Tres extensible quand elles sont hydratées, (ladigés qui posséderaient des propriétés
plastifiantes) conferent a la pate son extengbilsa viscosité et sa plasticité, la teneur en
protéines est en effet corrélée a ce caractereraBon de leur comportement hydrophobe

particulier, les - gliadines pourraient constitlzefraction la plus fonctionnelle.

Dans le blé dur, la relation positive trouvée dange la présence de da gliadines45
(locus Gli-B1) et la force du gluten, elle-mémeéela la fermeté des pates cuites, s’explique par
une liaison entre cette protéine et les SG-FPMgaa sous le controle des génes localisés sur le

locus voisin Glu-B3.Lai- gliadines 45 est un marqueur génétique des pexdonctionnelles.

e Gluténines

La ténacité et I'élasticité de la pate s’expligupar les propriétés trés particulieres des

gluténines. Les agrégats de tres haut poids mealiéelderaient les plus fonctionnels, de sorte que
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la détermination de la teneur totale en polymeresémues n’aurait d’intérét que si elle était
complétée par une mesure de la distribution pHe ¢ ces polymeéres. Au dessous d’'un certain
niveau d'agrégation, ces polymeéres ne contribuetgias a la force de la pate. (Feuillet ,2000).

*-Structure physiques des protéines de réserve

Par microscopie électronique, See Kinger et WolfQl®bservent que les gliadines ont
une structure en film tandis que les gluténinesnéort des filaments. Ortet al (1973), on
étudié la structure des protéines par microscopetréhique a balayage, en relation avec la
qualité boulangeére. lls trouvent des difféerencaissdes ultras structures des gluténines pouvant
expliquer les différents comportements des fardeeseigle, de triticales, de blé tendre et dur.

Crozet, Gordon et Coll (1974) rapportgae les fibrilles des gluténines ont un diamétre
de 100 a 200 A°, et montrant que les structures all@smines et globumines apparaissent

beaucoup plus proches des gluténines que desrgadi

*- La composition en acides aminés des gluténines

Les gluténines représentent 30 & 40% des protémeles et a peu prés la moitié du
gluten .Elles sont un complexe de protéines de paigis moléculaire constituée de nombreuses
sous-unités polypeptidiques réunies a la fois parliiisons covalentes et non covalentes. (Bietz
et Hueber, 1980). Les polyméres sont associés earponts dis sulfures inter-chaines, la
tendance a ces associations est surtout due adewosition en acides aminés.L'acide aminé le
plus dominant est I'acide glutamique sous la foaméde: la glutamine, qui fournit des liaisons

hydrogénes.

La petite quantité d'acides aminés acides et basigarmet la dissolution des gluténines
uniquement dans les solutions acides ou basigeegroupes désulfures peuvent étre clivés par
le 2 mercapto-éthanol (Biett al, 1973) et ainsi les gluténines sont réduites jaslus de 15
sous unités différentes en deux groupes en SDS_RA@mauzu et al., 1972, Huebner et wall
1974,Payne et Corfield,1979),a savoir : les gimeés de HPM et les sous unités de FPM
(Bietz et al.1977,Payne et Corfield 1979).

Les SG-FPM comparativement aux SG-HPM se té&niaent par une teneur plus élevée en

cysteine; leur richesse en acides aminés non psléithénylalanine, Valine, Leucine, Isoleucine
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et Méthionine) les rend particulierement hydroplsoldees SG-HPM sont caractérisés par un

taux élevé de proline glycine, mais faible en plaapine, et lysine.

Les SG-HPM consistent en trois domaines struatufBgure 4) :un domaine N terminal
non répétitif (A) comprend 80-150- résidus, un dovaaentral répétitif (B) comprenant 480-700
résidus et un domaine non répétitif C-terminal d& rsidus (Shewry et al. ;1992 in
Wieser,2006).

Les domaines A et C sont caractérisés par desussidargés et par la présence des
cystéines .Tatham er al, ;(1990) et shewry e{E89) rapportent que le domaine répétitif B est
caractérisé par un héxa et nona peptide répétles8G du typey et par un tri,hexa, et nona
peptide sur les SG de type
Des études moléculaires ont permis de donner uagenclaire de la structure des SG-HPM
(Shewry et al, 1989,1997 in Anjum, 2007)(figurg.3atham et al (1985) propose un model pour
les domaines répétitifs (B) ou les coudesonferent aux SG-HPM son élasticité distinctives.
Contrairement aux domaine central répétitif, laudtire des domaines N et C terminal est
globulaire en hélice (Miles et al 1991 in Anjum, 2007 ;Shewry et al IR®figure 4 ).

«— - Longueur d’environ 44{){\ SS——
<. . Longueur d’environ 50 A |
]
| .
[ Environl8 A
o
T R )
Structure Spirale basée sur les coudes- Structure
globulaire répétitifs globulaire
(hélices a) (hélices a)

Figure 4 : Schéma représentatifs de la structure des SG-tdRires Kohler et al. 1996)
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Domaine Domaine répétitif Domaine

N-terminal C-terminal
81-104 résidus | 480-680 résidus 42 residus
3-8 cysteines 0-1 cysteines 1 cystéines

Laforme liche de la
structure spirale

Figure 5 Structure de la sous unité gluténines de hautspmioléculaire

Contrairement aux domaine central répétitif, tacture des domaines N et C terminal est
globulaire en hélice (Miles et al 1991 in Anjum, 2007 ;Shewry et al TR%igure 5).

Ainsi, les sous unités gluténines de HPM ont géguences n- terminales d'acides
aminés, différentes de celle des sous unités de, BRBMein de ces deux groupes, les sous unités
forment des polyméres liés par des ponts disulforeses et donc contribuent a I'élasticité du
gluten (figure 6).

. —
M -I —
m U * yetype [ ]
yope [ ] * _
|
[

| |

U g U

Figure 6: Hypothése de structure du polymére de gluténim@®sentant le mode d'assemblage des
différents monomeres entre eux, par l'intermédidér@onts di-sulfures. (Anonyme, 2006).
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Certaines de ces sous unités gluténines sonéemigéslans la fraction gliadines. Elles
représentent environ 62% de la fraction gluénioésds (Bietz et Wall, 1973).L'aptitude des sous
unités de gluténines a s'associer serait donc lde® principales caractéristiques permettant
d'expliquer la viscoélasticité de la pate. (Ewa®68,1990), mais le nombre, l'origine et les

conditions de formation des liaisons ne sont pasrenconnus.

5- Les caractéristiques génétiques des protéinessdeve

5-1- Génome du blé et synthése des proteines devess

- Génome du blé

Le génome du blé contient 16 milliards de basesoSiaccepte d’assimiler les bases du
code génétigue a des lettres et le génome a @) levgénome du blé formerait une bibliothéque
d’environ 5000 livres de 1000 page chacun.

Un gene peut exister sous différentemés et coder des protéines différentes : on parle
d’alleles. L'emplacement d’'un géne sur un chromasast un locus. Il arrive que plusieurs
genes soient tres proches les uns des autreseet,sé ce fait, transmis ensemble de génération
en génération : ils forment un bloc de génes au des quels des recombinaisons de genes sont
tres rares ; on parle de blocs, ou de groupe @liédi (Feuillet, 2000).

Dans les années 80, les travaux de Paysesatollaborateurs ont largement contribués a la
connaissance biochimique et génétique des SG-HBM.plus l'existance de lignées
aneuploides d’une variété d’origine chinoise : @sm Spring ont permis a Orth et Bushuk(1974)
et Bushuk(1974) et Bietzet al. (1975) de locallesrgenes des SG-HPM de ce cultivar. Les loci
de génes codant pour les gliadines et les glutérsonat indiqués dans les figures suivantes.
(Figure 7 et 8)
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Figure 7: Carte de la totalité des loci connu des gluténatetes gliadine (chez le blé tendre et le blé

dur) sur le chromaoA du groupel. (Distances en centimorgans)
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Figure 8: Carte de la totalité des loci connu des gluténatates gliadine (chez le blé tendre et le blé dur)

sur le chromosome B du groupel. (Distances enrsergans)

- Le mécanisme de la synthese des protéines dweése

L'analyse génétique de ces protéines est aujouroiti avancée. Ainsi, sur les vingt et

une paires de chromosomes du génome du blé tesidrd,entre elles sont responsables de la
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synthése des gliadines et trois de celle des ghdgsnChez le blé tendr@. aestivum)ces
protéines sont codées par des génes situés sue goinzipaux locus complexes (car pouvant
étre formés de plusieurs génes trés liés). Parmi-cecitons ceux qui sont responsables de la
synthese des SG-HPNB(u-Al, Glu-B1, Glu-D}, des SG-FPMGIu-A3, Glu-B3,Glu-D3)desa-
gliadines (Gli-A1,Gli-B1-Gli-D1) et desa-, R-, y-gliadines (Gli-A2,Gli-B2 et Gli-D2) A ces
douze locus viennent s'ajouter d'autres geneq@@<s, Gli-6) ou relativement éloignésli-3)

Sur les chromosomes du groupe 6, le nombre de Extusettement moins important que dans le
cas du groupe 1. Cependant Félix a identifié deaweaux locusGli-A7 etGli-B7) a environ 5
cM respectivement des loc@i-A2 etGli-B2. (BRANLARD, 1999).

A chacun des locus des gliadines, se trouve unndrisede génes étroitement liés,
pouvant étre identiques ou différents (jusqu'a d2eg différents ont été dénombrés), conduisant

a autant de protéines transmises en bloc alléliques

Le nombre de blocs alléliques observés a ce jougleatrophorése monodimensionnelle
des gliadines est au total, pour les six lo¢Gé-1 et Gli-2) voisin de 130 (Metakovsky,
communication personnelle). La diversité alléligdes SG-HPM est moindre (environ 40 alléles
répertoriés). Les sous-unités FPM des gluténines difficilement séparées, en totalité, par
électrophorese monodimensionnelle, de sorte qqaifezaine d'alleles connus est tres largement

sous estimée. (Branlard.G, 1999).

5-2- Le contrble génétique de la synthése desigkacet des gluténines

La détermination de ces loci s’est appuyée suudeé des lignées aneuploides.Ce sont
des lignées d'ont le génome differe des lignéesmales, qualifiés d’euploides, par I'absence
ou la présence d’'un ou plusieurs chromosomes guegaox de chromosomes ; par exemple une
lignée monosomique est dépourvu d’'un chromosommetlignée nullisomique d’'une paire de

chromosome.

Ces variétés sont viables car les blés sont héixigsl@t que la fraction de I'information
génétique qui a été perdu reste présente sur lesnosomes apparentés a ceux qui ont été
éliminés. (Feuillet, 2000). Le nombre de blodél@ues connus est voisin de 120 pour les six
loci gliadine, de 40 pour les loci SG-FPM et d'upenzaine pour les loci SG - HPM. . Au sein

d'une méme variété de blé, on dénombre entret1B0egliadines, sept a 16 sous-unités
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gluténines de faible poids moléculaire (SG-FPM)r@s a cinq sous-unités gluténines de haut
poids moléculaire (SG-HPM) .

Chaque locus Glu-Al, Glu-B1, et GluD1, codant ptas SG-HPM, comprend deux
genesx ety ; le poids moléculaire des sous —unités codéekeparemiers est supérieurs a celui
des sous —unités codées par les seconds. Leségarie blé tendre possedent les six génes
codant pour les SG-HPM, mais trois, quatre ou cogs-unités gluténines seulement.Les
différences observées entre le nombre de genlesneimbre de sous unités s’expliques par la
présence de genes silencieux : le géne Aliez tous les blés, les genesyB&t /ou Alx chez

certains. Le tableau suivant dévoile schématiquétegrositionnement de ces genes et loci.

Le polymorphisme de ces derniers a été particulierg étudié, en raison des relations
mises en évidence entre la présence de certainsswsotés de haut poids moléculaire et la
qualité d'utilisation des blés (Feuillet, 2000).

Pour la localisation chromosomique des genes couaunt les protéines du gluten des
blés apparentés, le déterminisme génétique deipest de réserve est tres peu étudié.
Généralement les études sont focalisées sur lesespliploides et plus particulierement celles
qui ont contribué a la constitution des génomeshttes cultivés.

Lawrence et Shepherd (1981) ont confirmé la lseéibn de ces génes dans leur loci par
l'utilisation des lignées d'addition de quelqugseess de la tribu desticéesavec le blé tendre:
Chinese springont reporté la localisation chromosomique des gi&oelant pour les SG-FPM et
les SG-HPM de l'espe&@ecale cerealsur le chromosome (1R), de I'espét@deum vulgare
sur le chromosome (5H), de I'espékegilops umbellulatasur le chromosome (1U) et pour
Aegilops comosasur le chromosome (1M) et pour l'espeggropyrum elongatunmsur le
chromosome &

5-3- La nomenclature allélique des protéines derves

Le systeme de numérotation a été développé parePAPp83) pour identifier 1eSG-
HPM aussi la provenance de la localisation desrobhsomes des genes est le systéme utilisable
maintenant. D'origine, I'assignement pour l'acaés raumeéros était relié a la mobilité sur le gel
de SDS-PAGE, chaque numéro est associé a sa rdollibimme on a identifié de nouvelles sous

unités, il y a eu des difficultés de trouver I'ardlogique, et comme il y avait quelques sous unités
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comme la 21, avec sa mobilité et un numéro le plasé que celui de la sous unité originale
.Quand l'identification est numérique, tout le g@eo est automatiqguement inclu et identifie d’ou
les sous unités proviennent et qu'elles indiglestyipe x ou le type y. (Gianibelli at, 2001).

- La nomenclature des gliadines

Pour la lecture des gliadines, une approche s@stlappée par Bushuk et Sapirstein
(1991 in Sadouki, 2005) qui ont délimité les quaienes @, y ,5, et — gliadines) en prenant
trois bandes arbitraires (40.4,53.2,68.6KDa) devé#aiété de référence (Neepawa) Deux
procédures de nomenclature des gliadines sonséedg I'une est basée sur la mobilité relative
(Bushuk et Zillman, 1978 in Gianibelli at. 2001), l'autre est génétique, dans laquelle dgues
de désignation allélliques sont recommandeées.

Dans le premier type, chaque composante de géaelh identifiée par le chromosome
sur lequel son géne de codage est situé .Dansctsnéddype un groupe de composantes de
gliadines génétiquement liées est indiqué par ao alléliques en utilisant plusieurs lettres, c'est

la désignation actuellement utilisées (Wrigley, @09

- La nomenclature des gluténines

Il'y a au moins deux nomenclatures différentes sprit utilisées pour les sous unités
gluténines de haut poids moléculaire par les cleensh(Sadouki, 2005). Dans le premier systéeme
de nomenclature, les sous unités de gluténines Rl Bont numérotées en fonction de leur
mobilités du plus lent au plus rapide aprés séjpargiar SDS-PAGE, en leur attribuant des
numéros croissants (1, 2, 3, etc.) (Payne et 8))1Mais la découverte de nouvelles sous unités
de mobilités intermédiaires entre celles déja texyriil y a difficulté de suivre I'ordre logique.
Ainsi, il y a quelques sous unités comme la 21 cawee mobilité inférieure et un nombre de

nomenclature élevé (Gianibelli et al; 2001).

La numérotation de ces nouvelles sous unités HRNMtiie se fait par des numéros suivis
d'astérisque (par exemple 2*3*21*..) ou par ded#ffrels décimaux (sous unités2, 2 par
exemple).

Le deuxiémes systeme se base sur la génétique daskification des alleles portés sur

les trois loci, c'est un systéme qui se reposdasaomenclature des alleles correspondant aux
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sous unités de gluténines séparées par SDS-pagm gtas des chiffres (par exemple les sous
unités 1 et 2* sont codées par des alléles GLU-&1GLU —Alb respectivement) (Gianibedti
al, 2001).

La nomenclature des SG-FPM a été basé sur l'anajgeétique et sur I'endroit
chromosomique des genes codants .Elle a été dgottele blé tendreTfiticum aestivurhpar
Gupta et Berger 1990,(in Gianibedit al ;2001). Récemment, Nieto-Taladez al (1997) ont
décrit la variation alléliques des SG-FPM de laagBd chez le blé dur mais qui reste toujours
insuffisante du fait qu'elle ne couvre pas I'endemite polymorphisme génétique de ces

protéines.

5-5- Relation entre diversité de protéines de weseet la qualité

Depuis longtemps, on sait que les différences tadei¢ de la qualité sont dues en majeure
partie au gluten. Les propriétés de ténacité, stiélee et d'extensibilité de la pate généralement
différentes d'une variété a l'autre, résultent darmctéristiques des nombreuses protéines
constitutives du gluten (Branlard.G ; 1999).

Beaucoup de travaux ont montrés linfluences dedémes du gluten sur la qualité
(Payneet al, 1984 Paynet al, 1987 ; Morris, 1998 ; Guegueat al1999 ; Xuet al, 2001). La
composition alléliques des sous-unités gluténin€MHde plusieurs milliers de variétés et
cultivars de blé tendre, d'origines tres diveraassi que celle de pres de cing cents blés durs ont
été déterminées et un catalogue a été constituédlaShase de ces résultats et aussi grace aux
travaux conduits au Plant Breeding Institute paynasur la génétique de ces sous-unités,
I"utilisation en sélection a été entreprise ennéemdés 1983. (Branlard.G ; 1999). La qualité
technologique du blé dur est appréciée par la valemouliére et la valeur postiere (Abecassis,
1991 cités par Cherdouh, 1999 ; Feuillet, 2000).

Les espeéces sauvages apparentées aux blés songédédsurs potentiels dans
'amélioration de la qualité de ce dernier. En gffes récentes recherches sur différentes et
plusieurs accessions de blé hybride montrent uitidébnsidérable concernant la variabilité
génétique des protéines du gluten par rapportragéniteurs ce qui a influencé négativement la
qualité des produits finis (Shewry et al. ; 1994).
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Ciaffi et al (1992) ont évalué les parametres dalitfudes graines issues d'une large
collection de progéniteurs de bl€.ljoeticum,T.urartiet T.dicoccoide Korh est ont étudiés la
variation allélique au niveau des loci qui conditient la qualité du blé cultivé chez les blés
diploides,tétraploides et amphiploides synthétiq@és BB DD),ils conclurent que les propriétés
du gluten ont une relation étroite avec les compiesaprotéiques et qu'il existe une plus grande
variabilité allélique chez les espéces parentadesgpport a celle des espéeces cultivées. lls ont
donc proposé une nouvelle approche pour 'amélmrate la qualité des blés cultivés par
laugmentation de l'activité d’expression des SGMHBrace au remplacement des génes du
locus Glu-1 par les génes équivalents provenantdiffiérentes accessions dEurartu et
T.dicoccoides

Nevo et Payne (1987 in Shahid Masood et al. ; p@dadierent la diversité des sous
unités gluténines HPM chez les pro géniteurs tifrdps du blé ,et ont observé que
T.dicoccoidexontient plusieurs variantes alléligues de SG-HiRMne sont pas présents chez
les blés cultivés, et qui peuvent donc servir damélioration de la qualité du gluten chez le
blé.

De nombreux chromosomes semblent impliqués danspréssion de la qualité
d’utilisation du grain. Ainsi (Morris et al ; 196@)I'aide de lignées substituéesCleeyennalans
Chineese Springont pu conférer aux chromosomes 1B, 4B, 7B, 1Ardle majeur dans
'expression de la qualité boulangére .La mise cenvre d’aneuploidie et de lignées de
substitution chromosomique a montré que les chromes 1A, 1B, et 1D portait des genes
impligués dans la synthése des sous unités gl@eme haut poids moléculaires et de faibles
poids moléculaires. Et enfin il s’est avéré que desis unités gluténines HPM qui semblent
favorable a I'expression d’'une bonne qualité disgifion. Par exemple, selon Branlard G., 1989,
les sous unités HPM suivantes: 2*(chr, 1A), 7+%r.@B), 5+10 (chr.1D) contribuent
positivement a la force et a la ténacité des péeslis que les sous unités 1 (chr.1A), 13+16 et
17+18 (chr.1B) contribuent positivement a I'extéilgé des pates.

Différents auteurs proposent une cotatien giialité a l'aide de la composition d’'un

génotype en sous unités gluténines en attribuasttague sous unité une note, et le tableau

suivant résume leur travaux :
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Tableau 4: La cotation de la qualité chez le blé selon laposition en sous unités gluténines

(Selon Branlard, résultat non publié). Indice ghinés = Coef 1A+ Coef 1B+ Coef 1D.

Chromosome Al Chromosome B1 Chromosome D1
Sous-unité GLU Coef Sous-unité GLU Coef Sous-uBGit®) Coef
2* | 30 13-16 40 5-10 30

1 15 7-9 20 2-12 7
Nul (@) 17-18 18 2-11 7

8-7 15 3-12 6

7 8 4-12 5

21 5

6-8 2

20 2
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PARTIE I

Matériel et méthodes



1- Matériel végeétal

Le matériel végétal utilisé dans cette étude congpieux collections : une collection des
blés durs de 24 variétés, et la deuxieme est olfection de 30 accessions des blés apparentées

aux blés durs.

- blés durs
La collection utilisée dans notre étude compreng&tés de différents blés durs.

dans ce qui suit (tableau 5) on note respectivéfadiste de la collection des blés durs.

Tableau 5:liste des variétés de la collection des blés durs.

N° de variétés Geénotype
1 Gloire de mon golfier
2 Beliouni
3 GTA*DUR
4 SEMETO
5 KUCUK
6 DUKEM-12/2*RASCON-21
7 PLATA-1/SNM/PLATA-9
8 GIDARA-2
9 SOOTY-9/RASCON-37
10 YAVAROS-79
11 AJAY-12/F3 LOCL
(sel.ethio.135)//OLATA-13
12 BARBA DE LABC
13 KAKASU
14 JORDAN COLLECTION 86
15 NEDOUR
16 ORJANNE
17 OUM RABI
18 BOUSSELEM
19 AHLAL
20 CARNAVACA COLORADO
21 904'S'/LOG’S’
22 POGGIO
23 V1 CIMMYT
24 V2 CIMMYT
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Quelques variétés de blé dur de profils connud @wilisées comme témoins dans notre étude, et
qui serviront dans I'établissement de la nomenotaaliéliques des gluténines de haut poids
moléculaire des variétés de notre collection dés BursPrésentées comme suit : Chineese

spring, Atlas, Prinqual, Florial.

- Blés apparentés

La collection est un ensemble de liguées soeursnobs a partir de croisements
interspécifiques entre deux variétés syriennesl@ellr cultivé T.durun): Cham et Oum Rabi et
deux especes différentes du blé dur appardnp&lonicum, T.dicoccun{AABB).provenant des
banques de 'ICARDA, fournis par l'institut technegides grandes cultures (1.T.G.C) d'El Khroub,

Constantine (Tableau 6). La collection comprend:

« 1% croisement: Triticum dicoccurtt x Cham1 présenté par 8 accessions
» 2eme croisementT.dicoccunBx Oum Ralb présenté par 6 accessions
» 3eme croisement:.fpolonicum9x Chanil présenté par 5 accessions.
* 4eme croisementT.polonicuml x Oum Ralh présenté par 4accessions.
* 5eme croisementT.polonicumlx Chandl présenté par 3accessions.
» 6eme croisementT.dicoccunx Chanil présenté par 4 accessions

Egalement, onze variétés connus de blé dur egfgp@renté et qui font les parents de nos
accessions de blé durs apparentés, sont impliqaaeme témoins dans notre étude de notre
deuxieme collection ;sont les suivantdsdicoccum, T.dicoccum®@um rabi5,

Cham 1, Ardente, Mohamed Ben Bachir, Hedba3, Chddirta, Hoggar.
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Tableau6 : la liste des 30 accessions de la collectionbiies durs apparentés

N° de Lignées Petigree Génération
I'accession

1 T.dicoccuml x Chanl MPT-OKB-OKB-OKB-1K F4-04
2 T. dicoccurml x Charil MPT-OKB-OKB-OKB-2K F4-04
3 T. dicoccuml x Chanil MPT-OKB-OKB-OKB-3K F4-04
4 T.dicoccuml x Chaml MPT-OKB-OKB-OKB-1K F4-05
5 T.dicoccuml x Chaml MPT-OKB-OKB-OKB-3K F4-05
6 T.dicoccuml x Chaml MPT-OKB-OKB-OKB-1K F4-07
7 T.dicoccuml x Chaml MPT-OKB-OKB-OKB-2K F4-07
8 T.dicoccuml x Chaml MPT-OKB-OKB-OKB-3K F4-07
9 T.dicoccund3 X MRB5 MPT-OKB-OKB-OKB-1K F4-12
10 T.dicoccund3 X MRB5 MPT-OKB-OKB-OKB-2K F4-12
11 T.dicoccunB8 X MRB5 MPT-OKB-OKB-OKB-1K F4-14
12 T.dicoccun8 X MRB5 MPT-OKB-OKB-OKB-3K F4-14
13 T.dicoccun8 X MRB5 MPT-OKB-OKB-OKB-1K F4-19
14 T.dicoccunB8 X MRB5 MPT-OKB-OKB-OKB-3K F4-19
15 T.polinicum9 X Cham1l MPT-OKB-OKB-OKB-1K F4-21
16 T.polinicum9 X Cham1l MPT-OKB-OKB-OKB-2K F4-21
17 T.polinicum9 X Chaml MPT-OKB-OKB-OKB-3K F4-21
18 T.polinicum9 X Cham1l MPT-OKB-OKB-OKB-1K F4-22
19 T.polinicum9 X Cham1l MPT-OKB-OKB-OKB-2K F4-22
20 T.polinicuml X MRB 5 MPT-OKB-OKB-OKB-2K F4-29
21 T.polinicuml X MRB 5 MPT-OKB-OKB-OKB-3K F4-29
22 T.polinicuml X MRB 5 MPT-OKB-OKB-OKB-1K F4-30
23 T.polinicuml X MRB 5 MPT-OKB-OKB-OKB-2K F4-30
24 T.polinicuml X Cham 1 MPT-OKB-OKB-OKB-1K F4-34
25 T.polinicuml X Cham 1 MPT-OKB-OKB-OKB-2K F4-34
26 T.polinicuml X Cham 1 MPT-OKB-OKB-OKB-3K F4-34
27 T.dicoccumX Cham 1 F7 BLE DUR APPA F6-01
28 T.dicoccumX Cham 1 F7 BLE DUR APPA F6-02
29 T.dicoccumX Cham 1 F7 BLE DUR APPA F6-04
30 T.dicoccumX Cham 1 F7 BLE DUR APPA F6-10
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2- Méthodes :

Une méthode proposé par Laemlli (1970), le principe techniques éléctrophorétiques est
basé sur la séparation, sous l'effet d'un courngatriglue, des molécules biologique (protéines,
acides nucléiques, ADN, ARN).La migration s'effectsur des supports inertes filtrant ou non
filtrant. La préparation se fait sur gel vertical gysteme discontinu,en présence d'un détergent

anionique, le Sodium Dodécyl Sulfate (SDS).

2-1- Méthode d’extraction séquentielle des glutéginpour [I'étude du

polymorphisme des « SG-HPM »
Dans le but d'étudier le polymorphisme des SG-HP#8 drotéines des blés; on opte pour
I'électrophorese monodimensionnelle des gluténmgmlymorphisme des gluténines est utilisé
comme margueurs génétique des variétés, afinld&neaur variabilité génétique.
L'extraction de ces protéines est séquentiellge e€alise grace a 3 solutions de base :

» solution (A) 50% v/v 1- propanol

» solution (B) 50% v/v 1- propanol.0.08 M Tris HCHP8.8

» solution(C) la solution tampon 2% p/v SDS, 40% Rflcérol, 0.02% P/V bleu de

bromophénol, 0.08 de tris Hcl pH=8.

Dans un eppendorf contenant la farine d'un gratreerou ajoute 1 ml de la solution A
(50% propanol-1) ,et apres avoir vortexer, étuvBfaa 65°C et centrifuger 1 a 10000g, et alors,
les gliadines sont les premiers a extraire, a cdeskeur solubilité dans le propanol 1, ils sont

éliminés avec le surnageant.

Pour ces extraits, on les recueille dans 1 ml delation (A), pendant 30 min a 60C° avec
deux agitations intermédiaires toutes les dix n@ausuivi d'une centrifugation pendant 1min.Le
surnageant est ensuite récupéré dans un autre deppext mis a I'évaporation toute la nuit a
65C.On a enfin les gliadines. Pour le culot celuii@pncerne les gluténine, le premier rincage ce
fait dans 0.5ml de la solution (A) a 65°C pour 3Q&nhsans vortex intermédiaire puis centrifuger

a 10 000g pendant 1 min et éliminé le surnageardgaration.
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Un autre rincage est réalise pour notre résidu; &aput de 0.5ml de la solution (A), dans
le but de s'assurer de I'élimination compléte diesliges on vortex, et on centrifuge a 10000g
pendant 5min, et le surnageant contenant le esegliadines est éliminé par aspiration ; le

résidu obtenu forme le matériel de départ de lagaiore d'extraction des gluténines.

1(ml) de la solution (B) et un agent réducteurhidihreitol (DTT) a 1% sont ajoutés a
notre résidu, pour I'extraction des glutérines.dutre ajout de la solution (B) et un agent alkylant

le 4 vinylpyridine est réalise aprés incubatiogezitrifugation.

Le mélange est incubé et centrifugé et un aliq(@teml) de surnageant est transféré dans
un autre eppendorf contenant de la solution (Cnééange est bien agité et ensuite incubé pour

un complexe d’ SDS avec le polypeptide des glugniréduites et alkyles.

Les échantillons sont donc prés pour une réwglates SG - HPM par SDS page.

2-2- Electrophorése des gluténines

En effet le DTT utilisé dans l'extraction dénatues protéines en rampant les ponts
disulfures, et le SDS détruisant les liaisons &sblCeci aboutit a la formation d'un complexe
SDS-protéines dénaturé avec une charge néegativengsigue la charge des protéines et annule
ainsi les différences de migration due a la chatgetrique .ll permet donc une séparation selon la
taille, la conformation, et le poids moléculairea kitesse de migration des protéines dépend

surtout de la taille des mailles des gels et dertgpérature de I'électrolyte.

- Préparation des gels

La séparation par la technique SDS-page néceagite@paration de deux types de gels: un
gel de séparation et un gel de concentration. Lelgeséparation permet le fractionnement des
protéines selon leurs poids moléculaires, alors lqugel de concentration permet de stoker les
impuretés (tamis, etc....) et de tasser les protémest leur entrée dans le gel de séparation.

* Le gel de séparation (running gel)

Le gel est a T=12.8 % et ces dimensions sont:1860x 1, 5mm. Vu que les solutions

meres sont déja préparées, on commence par le geodé&s plaques apres les avoir nettoyée a

47



I'éthanol, les plaques sont placées I'une contxatte en les séparant avec deux séparateurs dont
la largeur est choisie selon les parametres relosrcCe gel est constitué d'acrylamide,
deN_N'_meéthylen_bis acrylamide (bis acrylamide)trieHCL, de SDS, et d'eau.

On prépare le gel en respectant les mesures etramillant en continuité. La
polymérisation de ces constituants est catalységARS) et le TEMED, qui sont ajoutés en
derniers. On applique le remplissage du gel parseringue en plaguant sa queue contre la paroi
de la premiere plaque, et en verse doucement lafgetl’éviter la formation des bulles d’aires ;

on s’arréte au niveau marqué (4cm), ce niveaursengli par le gel de concentration.

On applique une fine couche de buthanol tout ag kun gel, a l'aide d'une seringue, le
buthanol aplatira le gel et fera une barriére @bair pour accélérer la polymérisation qui prendr
30 a 45 min,et éliminera les bulles d'air a la awef Quand le gel se polymérise, on verse le

buthanol et on rince 3 fois a I'eau distillée.

* Le gel de concentration (stacking)

Ce gel est a T=2.8 % et ses dimensions sont:IBAxbmm ses constituants sont ceux
du gel de séparation avec une différence au nideauris HCL qui a un PH de 6.8. On applique
le remplissage du gel a I'aide d’'une autre seringti®n le coule au dessus du gel de séparation,

d’'une facon plus rapide que pour le premier gel.

Des pistes individuelles sont réalisées par Kailon d'un "peigne" qui sépare le gel en
portions égales destinées a la migration de chadgo@ntillon. Le pourcentage choisi dépend de la
taille de la protéine que I'on veut identifier celld sonde dans I'échantillon. ; Plus le poids aonn
est petit, plus le pourcentage devra étre élevép@3e les peignes délicatement, bien au centre des

cassettes s'il y a des vides les remplir avec du ge

- Tampon d’électrophorese
Aprés polymérisation du gel, on veraesblution du tampon dans les puits. Le tampon
d'électrophorese contient de la glycine, du thee@DS, il contient beaucoup d'électrolytes.

Cela permettra au courant électrique de passerld@use et permettra aux protéines de migrer.
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- Conditions de migration

La température de la cuve est maintesuwe environs de 10° grace a un systeme de
refroidissement qui lui est accordé. Pour une aleedeux gels, la migration est menée a une

intensité constante de 80Ma, avec une tension nadide 1200v.

- Coloration et décoloration

Aprés la sortie du front de migration, del de concentration est éliminé, les gels sont
démoulés et mis dans le bacs contenant une soldgocoloration qui contient un fixateur de
protéines, le TCA (acide trichloroacétique) a 60ef4n colorant,le bleu de coomassie R250 et
d'eau distillée. Recouvrer les gels de solutiomaleration, placer les sur l'agitateur pendant 24h,
afin d'homogénéiser la coloration, puis décoloesrdels dans l'eau, et ils seront préts a la kectur

d’aprés la nomenclature de Branlard et al (1990).

3. Analyse statistique

Apres la lecture génétique des soutsimgluténines de haut poids moléculaire ; nous
avons calculé les fréquences alléliques, I'indieestnilarité et tracer un arbre phylogénique ou

dendrogrammes a l'aide du logiciel SPSS-9.
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PARTIE Il

Reésultats et discussion



L’étude biochimique d’une collection de blé dardes lignées hybrides entre blé dur et les
espéeces apparentées ; par une électrophorése mmamzitbnnelle en présence de SDS (SDS-
PAGE), nous a permis de séparer I'ensemble desisatés gluténines et d’obtenir des profils
électrophorétiques tres clairs. Chaque profil eshmosé de trois groupes de bandes. On se
basant sur la mobilité et la preuve génétiquerdripe de bandes a mobilité lente correspond
aux sous unités gluténines de haut poids moléeul@one A) tandis que les bandes
intermédiaires et rapides correspondent aux soit8sugluténines de faible poids moléculaire
(zone B et C).

Notre étude a porté uniguement sur les gluténiedsadit poids moléculaire (zone A) qui
sont d’'une importance majeure dans la déterminatemncaractéres technologiques de la qualité
des blés. Cette zone a fait 'objet de nombreusetes, portant sur des collections mondiales de
blé cultivés, apparentés et sauvage, entre algsetravaux de Branlard at. ;(1997) et Yan et
al. ;(2003).

Les blés durs et les blés apparentés sont desessig@ploides ayant le génome AABB.
Les SG-HPM sont codée par les genes localisée $uas longs des chromosomes homologues
du groupe 1,les locis sont nommés Glu-Al et GluBdtg et al. ;1975 in Gianebelli et
al. ;2001).Le locus Glu-Al, comporte deux génes itemeent liés :Glu-Al-1 et Glu-Al.2,le
premier code pour une ou trés rarement deux souésude type-x, et le deuxieme est
responsable de la sous unité dite de type-y, éifit&s par leurs mobilités relatives ,les bandes de

type-x sont plus rapides que celles de type-y.

Pour la lecture de nos gels, nous avons utiliséolmenclature de Payne et Lawrence
(1983) complétée par Branlardadt ;(1990). (Figure9).

1- Diversité génétique des sous unités gluténirfelgl ldes blés durs cultivés
1-1- Variabilité du locus Glu-Al

Une protéine seulement a été exprimée par csdciagit de la sous unité 2* qui, selon
la nomenclature de Branlaed at(1990), est codée par l'allele Glu-Alb .et celéeniére qui est
rencontrée chez une seule variété sur les 24tearanalysées ; est la variété Beliouni.(figure
L’allele Glu-Alb est aussi lié & une bonne quabt@r la ténacité et la force de la patte d’apres
Branlard 1987, Payne al, Odenbach et Mahjoub 1988.
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Figure 9:Sous-unités de haut poids moléculaire des gluténiiPM) : nomenclature des

bandes et des alléles correspondants (Payne ereg/i983, complété par Branlard er al ; 1990)
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Figure 10: Profils éléctrophorétiques de 12 variétés dadbl&Pl) ; (1)-Shineese spring(témoin) ;
Gloire de mon golfier ;(3)- Beliouni; (4)- GTA*DUR(5) - SEMETO ; (6)- KUCUK ; (7) DUK
12/2*RASCON-21 ;(8)- Atlas (témoin) ;(9)- PLATASNM/PLATA—9; (10)-.GIDARA-2;
SOOTY 9/RASCON-37;(12)- YAVAROS-79; (13)- AJAY-IEB LOC(sel.ethio.135)//OLAT]
;(14)- BARBA DE LABC ; (15)- Prinqual(témoin)

1 2 3 4 5 67 8 9 10 11 123114 15

(2)-

EM-
11)-
A-13

Figure 11 : Profils éléctrophorétigues de 12 accessions dedulé (Pll) ; (1)-Atlas(témain) ;| (2)-

KAKASU :(3)- JORDAN COLLECTION 86 ; (4)- NEDOUR :J5 ORJANNE ; (6)- OUM RABI ; |(7)-
BOUSSELEM ; (8)-Florial (témoin); (9)- AHLAL ;(10)- CARNAVACA COLORADO (11)-

904'S'ILOG'S’ ; (12)- POGGIO ; (13)- V1 CIMMYT; (14 V2 CIMMYT;(15)-Shineese Spring(tén
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Le deuxiéme alléle est le Glu-Alc, désigné pasdus unité nulle (abscence d'expression)
qui caractérise 23 variétés sur les 24 variétélysdes (figurel0 et 11 ), et d’aprés Payna.let
1987, Moonen e4l.1983), cet allele (Glu-Alc) est relié a une plible valeur d’utilisation.

Aussi, randhawa et al ; 1997 ont étudié dmporphisme des SG-HPM d’une collection
constituée de 144 espéces sauvages et cultivgdsidds et tétra, y compris 25 accessions de
T.diccocumet 13 T.durum; et dans cette étude toutes les lign€skirum montent I'absence

compléte des sous unités codées par le locus Glu-Al

1-2- Variabilité du locus Glu-B1

L’analyse éléctrophorétique des 24 variétés blés durs a permis de distinguer les
bandes suivantes: 6, 7, 8, 13,14, 15,16, 17, 1®&sque la quasi-totalité des SG-HPM sont
exprimées par le locus Glu-B1.En se référant aolaenclature de Branlamt al. (1990) (figure
), on a observé lapparition de différentes comisioes entre les sous-unités citées
précédemment. Le couple (7-8) est l'allele GluBY¥kcaune fréquence de 20.83%, est présent
chez 5 variétés (figure 12 etl3). Le couple (6i8)al la mauvaise qualité des blés, exprimé par
l'alleéle GluB1d avec la fréequence de 20.83% représear 5 variétés. Le couple (14-15) codé

par I'allele GluB1h ; est présent chez 5 variétdaiela fréquence de 20.83%.

Le couple (13-16) (allele Glu-B1f); expriméeehla variété ; Jordan collection 86
sachant qu'il caractérise I'excellente qualitéhtemlogique de la pate. Le couple (17-18) qui est
l'alléle GluB1li; est rarement exprimé, caractégpsé I'assez bonne qualité des blés, et se trouve
chez la variété Orjanne. Aussi la bande 20 .; qdegoour I'allele GluBle ; a fait la fréquence de
16.66%, cet alléle est présent chez 4 variétdepgurs présent chez les blés durs.

Nous avons recensé 2 nouveaux alléles ; etaqdidgja répertoriés chez des blés durs
cultivés en Algérie (S.benarioua, 2001) : I'allg®-16) chez la variété PLATA-1/SNM/PLATA-

9 qui a été également trouvé chez la variété MOHBAMEEN BACHIR et le deuxieme alléle (6-
16) chez la variété V2-CIMMYT ; et qui a été déj@uwveé chez la variété ardente.
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1-3- Diagrammes types obtenus

L’analyse des diagrammes éléctrophorétiques désézAdurs nous a permis de recenser
un ensemble de 10 bandes de haut poids molécdidédférentes mobilités relatives, y compris
la bande nul. Chaque diagramme renferme selondeétés de 1 a 3 bandes; une ou deux
codées par le locus Glu-Bl, et O ou une codée par lbcus GIuAl.

Au tableau 7, sont portés les différents typedidgrammes.

Tableau 7: Types de diagrammes des sous unités de hautmpoiédsulaire observés chez laCollection

de blés durs cultivés

Type Diagramme (Glu-Al |Glu-B1 Variétés
| Nul 6+8 C d Gloire de mon golfier , DUKEM-12/2*RASCON-21/
’ Nedour ,OUM RABI3,904'S'/LOG’S’/
SEMETO,KUCUK ,SOOTY-9/RASCON-37,
I Nul,7+8 c b | AJAY-12/F3LOCL(sel.ethio.135)//OLATA-13,
BOUSSELEM.
" Nul.14+15 c h | GTA*DUR,YAVAROS-79,BARBA de LABC,POGGIO
' V1 CIMMYT.
vV Nul. 20 C e | GIDARA-2 KAKASU,AHLAL ,CARNAVACA
’ COLORADO
vV 2% 648 b d BELIOUNI
\Vi| Nul, 13+16 C f JORDAN COLLECTION 86
VII Nul, 20+16 C ? PLATA-1/SNM/PLATA-9
VI Nul, 17+18 C I ORJANNE
IX Nul, 6+16 C ? V2 CIMMYT

L'analyse de ce tableau révéle I'existence dgp@s de diagrammes pour une collection de
24 variétés de blés durs. Le nombre plus au mémg des groupes et des bandes reflete le
grand polymorphisme des protéines de réserve de cellection. Nous pouvons dire que la
diversité des SG-HPM est importante et que lexgétmeurs peuvent introduire quelques sous
unités pouvant améliorer ainsi la qualité techgmjoe des blés durs.

Trois diagrammes sont les plus fréquentguétsont respectivement (nul, 6+8), (nul,7+8),

(nul,14+15) avec une fréquence de 20.83% ,un drisede cing variétés partage chaque
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diagramme de ces derniers. Vient apres le diagrafnaie20) dont la fréequence est de 16.66%.
Concernant les diagrammes (2*,6+8), (nul, 13+16yl,(20+16), (nul, 17+18), (nul, 16+16)
caractérisant chacun une seules variété qui sepéctivement :Beliouni, Jordan collection.

Les résultats que nous avons trouvés seocdent a ceux trouvés par plusieurs auteurs, les
blés durs ne possedent pas les mémes alleles guwritiees blés ;Branlaret alen 1989 ont
analysé par SDS-PAGE une collection de 502 varideslé dur, ont trouvé uniquement 29
diagrammes types,18 bandes de différentes mabditéin total de 18 alléles sont identifiés et
83% de la collection analysée présente l'allele r@blu-Alc » ,alors que lallele « Glu-
Blc »codant pour le couple (7-9) trés abondagrk dbs blés tendres, est presque absent de la
collection étudiee.

Dans une autre étude portant sur une collectiomiteréanéenne de 63 variétés
autochtones du blé dur, 3 alléles codant pour @418M localisés au locus Glu-Al et 14 autres
situés sur le locus GLU-B1 ont été répertorié, leatplus fréquents sont les alléles « d », « e »,
et « b » codant pour les bandes (6+8), 20, et)(fspectivement. (Moraguesal ; 2006).

1-4- Calcul des fréquences alléliques

Les calculs des fréquences des différentes foai@gues portées par les loci Glu-Al et
Glu-B1, ont donnés des résultats réesumés daablkesat 8.

Tableau 8: Fréquences alléliques au niveau du loci Glu-AGletB1 des variétés des blés durs

Loci Allele Fréquence
c (nul) 83.33%
Glu-Al
b (2*) 4.16%
b (7+8) 20.83 %
d (6+8) 20.83%
h (14+15) 20.83%
Glu-B1 e (20) 16.66%
f (13+16), i (17+1! 4.16%
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Pour le locus Glu-Al, la distribution des trollekes dans la collection des 24 variétés des blés
durs a été 83.33% pour l'alléle « ¢ » exprimanbdade nulle, 4.16% pour la deuxiéeme forme

allélique répertorié sur ce locus qui est la «dodant pour la bande 2*.

Pour le locus Glu-B1, trois formes alléliques soéppondues de la méme proportion
était de 20.83% qui sont les alléles : « b », « @ »», suivi par I'alléle « e » avec une fréquenc
intermédiaire de 16.66% ; et en dernier lieu ld&led «f», «i» qui partagent la plus faible

fréquence de 4.16%

Nos résultats concordent avec les résultats dessaauteurs comme pour I'équipe de
Cherdouhet al (2005) qui ont travaillé sur une collection dedsigtés de blé dur Algérien ; des
especes deériticum turgidum L et également des espéeces du blé sauvage ; damit ietecte
12 modeles de gluténine pour les HPM. La compaosititkelomorphe en Glu-Alc et Glu-Ble

était predominante (31%) ce qui S’applique pournéssiltats.

1-5- Calcul des indices de similarité des diagraswaiétaux

Pour quantifier 'analogie ou la dissemblance diegrammes, on calcule un indide
similarité ou de dis similarité inspiré de Didioalsikes et Larier (1996). L'indice de similarité
(IRS) est calculé en rapportant 'lAS (indice deniarité absolue) au nombre totale (N) des
composants présents dans I'un au moins des diaggardmvariétés comparées. L'IAS présente

'ensemble des bandes qui ne sont pas significagve differentes entre les deux diagrammes.

On considére qu’une bande n’est pas significativeérdgférente d’'une autre lorsqu’elle
s sont de méme mobilité et/on qu’elles ne se djgBnt pas par au moins deux classes de
concentration.

IRS=(IAS/N)x100

Les indices de similarité ont été calculés pourdié@rentes classes des 24 variétés des

blés durs regroupées selon les 9 types de diageameuensés (tableau 9)

57



Tableau 9 : Indices de similarité des 24 variétés des blés clult/és.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12%
100% 0%  25%  25% 41,70% 0%  25%  25% 16,70% 0% 0% 25%
100% 75%  75%  58% 91,70% 75%  75% 83,30% 91,70% 75% = 75%
100% 50%  75% 66,70% 50%  50% 66,70% 66,70% 66,70%  50%

100%  75%  75% 5830% 5830% 66,70% 75%  75%  5830%

100%  50% 33,30% 33,30% 41,70% 50%  50%  33,30%

100%  75%  75% 91,70% 91,70% 91,70%  75%

100% [MO0@ 66,70% 75%  75% 58,30%

100% 66,70% 75%  75%  58,30%

100% 83,30% 83,30% 75%

100 [0 75% 10

100%  75% 11

100% 12

O 0O NGO U A WN B

- Indices élevés Indices fasble

Les résultats obtenus varient entre 0% et 1009. \i2deurs faibles signifient que les
variétés présentent de nombreuses dissemblanoes eées origines génétiques €éloignées : cas
des variétés Beliouni et Orjanne. Inversementgleeses valeurs des indices de similarité sont
élevées les diagrammes apparaissent voisinst l€esas de « Gloire de mongolfier »et «
OumRabi3 ».

L’'analyse des diagrammes éléctrophorétiques eculeait les indices de similarité
mettant en exergue le degré de parenté ou I'élaigné génétique des variétés. Seulement, il
existe une autre représentation des résultats wbten établissant I'arbre phylogénique ou
dendrogramme. Ce diagramme consiste a présenserédeltats fondés sur des caractéeres
gualitatifs (absence ou présence d’'un alléle onellbande) en utilisant des données binaires (0

pour absence, 1 pour présence).

Pour les dendrogrammes les résultats montrentddgeds d’hétérogénéité différents,

dans le profiles protéiques des blés durs. Unerslige caractérisée par un polymorphisme
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protéique entre les 24 variétés de blé dur (figlBe Le présent dendrogramme est un arbre

phylogénique de la collection des blés appareaigslés durs. L'arbre contient deux
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Figure 12: Dendrogramme exprimant la variabilité génétiqu@di@ariétés de blés durs

cultivés construit avec l'atigome Neighbor de SPSS. (Version9)
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grands nceuds; avec 2 mutants de distances di#érete premier grand nceud est plus
polymorphe que le deuxiéme.

Le premier groupe contient deux sous groupeshajue sous groupe contient des clades
ou clusters ; qui contiennent a leur tour des liesiil et chaque feuille représente une variété,
donc, chaque clade ou cluster représente un ensalablariétés qui sont similaires et qui ont les
mémes caractéristiques ; donc ; un diagramme typeé Par exemple : le premier clade
représente le 3eme diagramme type avec 5 feuiliesoqt les variétés : 28, 30, 7, 19,27.

Les variétés du ®1cluster sont totalement différentes et dissingiavec celle du
dernier. Malgré que le premier nceud est tres polghepar rapport au 2eme ; mais les variétés

a qui appartiennent ont caractéristiques simsaire

2- diversité génétique des gluténines HPM desdilés apparentes
2-1- Variabilité du locus Glu-Al

D’aprés la nomenclature de Branlard et al ; (1990) a remarqué I'expression de deux
protéines par ce locus ; il s’agit des sous -8rité » et « 1’ » et qui sont codés par les alléles
«a» et «lll » respectivement. Les alleles «at x |l » sont rencontrés chez 11 accessions
sur les 30 analysés. En plus de ces deux all@les;constaté I'apparition du troisieme I'allele

nulle « ¢ ».

Alléle « c » est l'alléle silencieux car il existeais ne s’exprime pas, et cet allele a

caractérisé 19 accessions, et sa bande corresgeramommeée « la nulle ».

Allele «a » qui code pour la bande «1 »qui essgmé chez 10 accessions issues du
croisementT.dicoccumx Cham. En analysant les témoins utilisés dasscteisements, le
diagramme des SG-HPM de la varieté Chaml est cangose seule bande «la 20 », cette
bande est pratiquement absente chez toute lessamtesbtenues a partir des
croisements effectués, on peut parler dans cdeesdominance des genes provenant de
'espece «T.dicoccun» Khanet al. {1989) ont montré que la sous-unité 1 est assacike

bonne qualité boulangere des blés.
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Concernant l'alléle Il codant pour la bande «]1’lui aussi exprimé par les genes
provenant de I'especeTdicoccum »(tableau 6), il faut signaler que cet allele €and tres
rare expression, on le trouve uniquement chez en& saccession .Les travaux de Gatg
al. ;(2007) ont suggéré l'absence de I'expression dbalade 1’ chez la quasi-totalité des
variétés mondiales des blés dur. Ces mémes auteusiggnalé I'efficacité gu’elle apporte cette
bande dans I'amélioration technologique des blésteCbande peut étre introduite a partir des
blés apparentés et sauvage, en effectuant desmmigs interspécifiques ou inter génériques.

2-2- Variabilité au niveau du locus GLU-B1

Presque la totalité des SG-HPM sont exprimée¢edacus Glu-B1.Un ensemble de cing

sous unités gluténines différentes sont codéelepalléles positionnés sur ce locus.

En se référant a la nomenclature de Branddral. (1990) il s’agit de : 6, 7, 8, 17,18. Selon ces
mémes auteurs, l'unité 7 peut s’exprimer seule tlali¢le codant est le « a », ou avec la 8, est
l'alleéle codant est le « b ».Quant au bandes 6 ®ieBnent toujours ensemble, et elles sont
exprimé par l'allele « d ». C’est pareil pour lesis unités « 17 et 18 » dont I'allele codant est
nommé « i ». Nous pouvons donc recenser quatriesléeulement sur un totale de onze déja
identifiés par Branlarét al ;(1990).

Les bandes « 8 et7 » sont communes a tous lesadiates des variétés analysées avec
des fréquences de 66.66% et 60% respectivementlezes bandes ont pour origine I'espece
« T.dicoccum psuivis de la bande 6 dont la fréquence est de. J@#idis que les bandes 17 et

18 sont rarement exprimées, on les trouve uniqueroleez quatre accessions.

Perronet al. (1998) trouvent que les sous unités Bx7+By8 sosb@ses a une force des
pates élevée (déterminées ou mixographe) compa@edignées possédant la combinaison
Bx7+By9.Alors que Kharet al ;(1989) et Cornislet al, (2001) rapportent que les sous unités
7+8, caractérisent les blés de bonne qualité bgalan alors que les sous unités 6+8 sont

associées aux blés de mauvaise qualité (tableau 8)
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Figure 16: Profils éléctrophorétiques de cing accessianbld dur apparenté(PVI) : (1)- Mohame{ Ben
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2-3- Diagrammes types obtenus

L’'analyse eléctrophorétique des 30 blés apparemtpsrmis de distinguer 8 types de
diagrammes des SG-HPM, la diversité des bandedrédorétiques est importante chaque
diagramme a une forme selon les accessions de faades ; une ou deux codées par le locus
Glu-B1 et 0 ou une codée par le locus Glu-Al.

Ainsi le nombre plus au moins élevé des gesuet des bandes reflete le grand
polymorphisme des protéines de réserve de notrei@aa collection. On peut aussi dire que le
multi allélisme qui en résulte, influence les piéf@s rhéologiques de la pate, et que les
sélectionneurs ont réussi d'introduire quelquasssanités pouvant améliorer ainsi la qualité
technologiques des blés durs. Le tableau 10 preésées huit types de diagramme rencontrés
chez la collection de 30 accessions des blés amgare

Tableau 10 : Types de diagrammes des sous-unités gluténinkeaudgoids moléculaire observé chez la

collection des blés durs apparentés

Type | Diagramme| Glu-Al | Glu-Bl Variétés

[ Nul, 7+8 c B T.dicoccunB8 X MRB5(1K), T.dicoccunB8 X MRB5(1K)
T.dicoccunB8 X MRB5(3K)(F19),T.polinicum9 X
Chaml,(1K)

T.polinicum9 X Cham1 (1K), T.poliniculhX MRB F1K).
T.dicoccumX Cham 1

Il Nul, 6+8 c D T.dicoccuml x Chani(1k), T.dicoccunl x Chani(2Kk)
T.dicoccunB8 X MRB5(1Kk), T.polinicum9 X Cham1(3k)
T.polinicuml X MRB 5(2k), T.poliniculhX MRB 5(3k)

" 1,7+8 a B T.dicoccuml x Cham1(2k), T.polinicum9 X Cham1(2Kk)
T.dicoccumX Cham 1(01), T.dicoccuki Cham 1(02).
T.dicoccumX Cham 1(10).

\Y] 1,7 a A T. dicoccuml x Chani(3k), T. dicoccuml1 x Chani(4k)
T. dicoccuml x Chani(05), T. dicoccuml1 x Chani(05),
T. dicoccuml x Chani(07).

\% Nul, 7 c A T.dicoccum3 X MRB5(1k), T.dicoccurB X MRB5(2k)
T.polinicum9 X Cham1(1k),

VI Nul, 17+18 | ¢ I T.polinicunl X Cham 1(1k), T.polinicutnX Cham 1(2Kk),
T.polinicurl X Cham 1(3Kk).

Vil |1,17+18 a I T.polinicunl X MRB 5(2K)

Vil |17 11 A T.dicoccuml x Cham1(3Kk)
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Le diagramme le plus fréquents est le (nul,7+8&caune fréquence de 23.33%, un
ensemble de sept accessions partagent ce mémardiagr Vient apres le diagramme (nul,6+8)
dont la fréquence est de 20%. Concernant les drages (1.7+8) et (1.7), on le trouve chez cinq
et quatre variété respectivement, avec une fréqueahe 16.66% et 13.33%.Quant aux
diagrammes (nul,7) et (nul,17+18) I'un et l'autoaractérisent trois accessions et partagent la
méme fréquence 10%. Les diagrammes (1,17+18) at) (@nt la plus faible fréequence 3.33%
chacun de ces deux diagrammes est présenté paeuleevariété.

Les résultats que nous avons trouvés sont valp#gsles travaux de Morganet
al. ;(2006) dans une étude portant sur une collectiatiteréanéenne de 63 variétés autochtones
du blé dur,3 alleles codant pour les SG-HPM loéalisu locus Glu-Al et 14 autres situés sur le
locus Glu-B1 ont éte répertoriés, dont les pluguent sont les d, b et e codant pour les bandes
(6+8),(7+8) et 20 respectivement.

Aussi, Randhawaet al. (1997).ont étudié le polymorphisme des SG-HPM d'une
collection constituée de 144 blés de différentgzeess sauvages et cultivées, diploides et
tétraploides y compris 25 accessionsTddicoccumet 13 deT.durum Dans cette étude, toutes
les lignées dur.durum montrent I'absence complete des sous unités cqukeke locus Glu-
Al,alors que quelques accessions seulement.dieoccumprésentent les deux bandes codées
par le locus Glu-Al (type x et type y) mais la magoexpriment uniguement les bandes de type

X.

2-4- Calculs des fréquences alléliques

Les calculs des fréquences des différentes foatéliques portées sur les loci Glu-Al

et Glu-B1, ont donnés des résultats résumés ddableau ci-dessous.
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Tableau 11 :les fréquences des alléles du locus Glu-Al etBllules accessions des blés apparentés.

Allele Fréquesc
Glu- A1 a(l) 33.3%
(1) 3.33%
c (nul) 63.33%
Glu-B1 a(7) 23.33%
b (7+8) 43.33%
d (6+8) 20%
i (17+18) 13.33%

Pour les locus Glu-Al, la distribution des trokelas dans la collection des 30
accessions a été 63.33% pour l'allele « ¢ » exprirteabande nulle, 33.33% pour l'alléle « a »
qui code pour la bande 1 et 3.33% pour la troisiton@e allélique répertoriée sur ce locus qui

est « Il » codant pour la 1'.

Pour le locus Glu-B1, lallele «b » est le pluspondu avec une fréequence de
43.33%.Suivi par les deux alléles : « a » avec 3.2t « d » avec 20%.Vient en dernier lieu

I'alléle «i » dont la fréquence est de 13.33%.

En comparant les fréquences alléliques de la at@le que nous disposons a celles
trouvées par d’'autres auteurs travaillant sur ddeations mondiales, nous remarquant qu’il y a
peu de différence entre les blés apparentés deamtection et ceux des autres pays. Autrement
dit, la majorité des variétés et espéces des lp@srantés présentent surtout l'alléle «c »

positionné sur le locus Glu-Al et l'allele « b »ldaus Glu-B1.

2-5- Calcul des indices de similarités des diagraswariétaux

Selon Didio Kaltskes et Larier (1969) in Khelifi992), 'indice relatif de similarité
(IRS) est calculé en rapportant I'indice absolisitailarité (IAS) au nombre total de composants
présents dans I'un au moins des diagrammes deftémicomparées.Les indices de similarités
ont été calculés pour les différentes classes @eacBessions des blés apparentés regroupés

selon les 8 types de diagrammes recensés (tab®au
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Tableau 12 : Indice de similarité entre les huit diagrammges des blés durs apparentés

8 7 6 5 4 3 2 1
100% 0% 09%3.33% 33.33% 25% 0% 25% 8
100% %0 0%  25% 20% 0% 0% 7
100% 25% 0% 0%  20% 20% 6
100% 33.33% 25% 2500Noe° 5
1009)68B6% 0%25% 4
100%20% 50% 3
100% 50% 2

100% 1

- Indice élevé Indice faible

Les résultats obtenus varient entre 0% et 66.66%valeur 0 est rencontrée 9 fois dans
le tableau de comparaison .Cette valeur signifigl gquya aucune ressemblance entre les

diagrammes en question comme c’est le cas desadmages (1-7),(2-8) ,(2-7),(2-4),(3-6),(4-
6),(5-7),(6-8),(7-8).

Inversement, on trouve des valeurs élevées tglles66.66% qui est rencontrée deux
fois dans le tableau entre les diagrammes (1-5B-) et la valeur 50% présente chez les
diagrammes (1-3),(1-2) et (6-7).Ces valeurs élevdedindice de similarité signifie que les
diagrammes sont trés voisins.

Il existe aussi, une similarité moyenne entre legrmmes type avec une valeur de 33.33%

présente chez les diagrammes (4-8),(4-7) et (3-8g®valeurs de 20 et 25% répétés 4 et 7 fois
respectivement.

A partir des IRS calculé, nous avons établi lespné dendrogramme (figure 17)

pour les 30 accessions des blés apparentés. L'esbrpolymorphe ; et il n'y a pas de dominance
au niveau du polymorphisme des groupes
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Figure 17: dendrogramme exprimant la variabilité génétique 88 accessions des blés apparentés
construit avec 'algorithme Furthest Neighbor d&SSKVersion 9).

DT : Diagramme type

* Il existe 2 grands groupes ; avec 2 mutants dartist différentes.

* Le 2eme mutant de chaque sous groupe est asseaquphe par rapport au premier.

» Existence de 9 clades exprimant 9 diagrammes tgpeesotre collection de blé dur
apparentés.

* La présence de 5 clusters a une seule feuilleegpiime que les 5 variétés sont trés

dissimilaires entre elles et par rapport aux autragrammes types.
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Conclusion



Conclusion

Les variétés traditionnelles, les espéces sporgagtdes especes spontanées apparentées
aux plantes cultivées dans la méditerranée, comtind'étre la source de nouveaux caracteres
recherchés pour I'amélioration de la productionicatg mondiale. En outre, cette grande

diversité est menacée par I'érosion génétique. (ARO5).

Celui qui posséde I'art des croisements intersppp@t sait apprécier la biodiversité a sa
juste valeur. Parmi les especes apparentées awml&ouve une abondance de genes de
résistance aux virus ; a la fusariose, a la séskeret aux maladies foliaires et racinaires. Ces
genes pourraient résoudre des problémes d’échéasatix dans les pays du Sud et diminuer la

pollution dans les pays plus fortunés.

Les résultats qui peuvent en étre tirés sarbrgés dans les points suivants :
» Le travail que nous avons déja réalisé nous aniped’analyser les protéines de réserve ;
donc des sous unités de gluténines existantesimuaanos blés durs et blés apparentés ; donc
du blé anciens sauvage et du blé domestiqgue&eaih méditerranée.

» L'identification des variétés de blé dur et appé&Eeihe calcul des indices de similarités et

I'établissement d’'un diagramme type variétal etdesser dans un arbre phylogénique a été
effectué grace a la diversité éléctrophorétiques dguténines révélés par la techniqgue SDS-
PAGE.

» La présence des protéines suivantes ; 1, 1’, 23;1@), (7-8), (17-18) qui sont corrélees

positivement avec la qualité de la pate dans lé&trégrammes des blés durs et apparentés.

» L’analyse des sous unités de haut poids moléculpi&ela technique SDS-PAGE au niveau
de la collection des blés durs ; nous montre @xiste un bon polymorphisme au niveau des
loci Glu-Al, et Glu-B1 avec la présence de 9 adliél@ alleles pour le loci Glu-Al qui sont :
l'allele silencieux C qui est lalléle nul de frégce 83.20% et lallele b (2*) de
fréequence :4.16% .Et 7 alleles pour le locus Gly-Bai sont :l'allele d (6+8) , b(7+8),
h(14+15) avec la fréquence de 20.83% pour chadéle abt 16.66% pour l'allele e(20), et la

fréequence de 4.16% pour chacun des alleles suivaatkele f(13+16) et allele i(17+18)
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.Avec une constatation importante, la présencededx nouveaux alléles ;jamais répertorié
chez les blés cultivés en Algérie. Ce sont les éan@0+16) ;chez la variété PLATA-
1/SNM/PLATA-9 et les bandes (6+16) chez la varé2éCIMMYT.

* Pour la collection des blés apparentés aux blés, danalyse éléctrophorétiques avec
SDS-PAGE a révélé la présence des alléles suivansdléles ; 3 alleles pour le loci Glu-Al :
qui sont : l'allele nul(c), de frequence de 63.33%lJele(a) de fréquence 33.33% et l'alléle
(1) avec 3.33% de fréquence. Aussi la présencd dééeles pour le loci Glu-B1 et qui sont :
L’allele b (7+8) avec 43.33%, et l'allele a (7) ftéquence 23.33%, et 20% pour lalléle d
(6+8), et 13.33% pour l'allele i (17+18).

La composition en gluténines des deux collectiogsgnte une large variabilité.

. L’indice globale de la diversité est plus au maétesvé est de 60.47% pour la collection
des blés durs, il se situe entre 16.7% et 91.7&hdeb variétés.

. Pour la collection des blés apparentés ; I'inditzét €e 28.10% ; et se situe entre 20% et
66.6%.

L’analyse des relations entre la diversité desamités gluténines de haut poids moléculaire
et la qualité confirment les résultats obtenus pdmelifi et Branlard (1992), les résultats
obtenus montrent nettement que certaines prot@nesin réle important dans I'expression

des caractéristiques rhéologique de la pate.

 L'apparition de nouvelles bandes tels ;(16+20)etlg) dans les blés durs indique que les
deux variétés qui portent ces nouveaux genes dit das phénomenes genétiques. Ce qui
nous permet d’appuyé les suppositions émisesaugihie de ces deux nouveaux genes.

 La dominance des génes provenant de l'espedécoccunm et I'appartenance de
T.dicoccum3de l'allele 111 qui exprime I'excellente qualitéchnologique des blés : confirme
I'hypothése du transfert des génes entre les lpigarantés teld;dicoccum T.poloniccumet

les blés durs ;et met en considérations le rolelgps jouent ces especes apparentés dans

I'amélioration de la qualité des blés durs.
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Chapman (1989 in Monneveux et al;2000) a estioe @ps ressources ont été utilisées
approximativement que 10% dans les croisemente éntylé et ses espéces apparentées. A ce
jour, au moins 100 hybrides intergénérique concdrrkD genres ont été obtenus. Des

croisements plus larges peuvent étre plus efficdars les jours futurs.

On peut dire que I'amélioration des blés dwaslp biais des caractéres présents dans les blés
anciens mérite [l'utilisation d’autres collectioptus performantes, pour mieux mesurer le
phénomeéne du flux de genes qui en résulte aprésephg sélections ; afin de cibler les genes

d'intéréts.
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Annexel: Extraction des gluténines du blé dur et des Blapparenté d’aprés
Singh,Shephered et Cornish 1991 (journal of Ceré&ciencel4 203-208)

20mg de farine ou 1 grain sans embryon broyé atignor

-Introduire 1ml de la solution A.
-Vortexer toutes les 10min.
-étuver 30min a 65°C.
-Centrifuger 1 min & 10000g.

Eliminer le surnageant

-Introduire 1ml de la solution A.
-vortexer

-Etuver 30min & 65°C.
-Centrifuger 1min a 10 000.
-Eliminer le surnageant.

-Introduire 0.5ml de la solution A.
-Vortexer.
-Centrifuger 5min a 10 000.

-Eliminer le surnageant par aspiration.

-Introduire 0.1ml de la solution B1.
-Vortexer.

-Incuber 30min a 65°C.
-Centrifuger 5 min a 10 000.

-Additionner 0.1ml de la solution B2.
-Incuber 15min a 65°C.
-Centrifuger 2min a 10 000.

-Récupérer le suzaay

—Evaporation du surnageant.
1° nuit & 65°C.

-Reprendre le résiduasec
0.2ml de solutionC.

-Vortexer.
-Etuver 15mi%5°C.

-Centrifuger 5min a000.

Révélation des -gliadine.
Sur SDS-Page

T=10.3% etC=1.3%

-Prélever 0.1ml de surnageant(d’autres eépendorfs).

-Additionner 0.1ml de solution C.
-Vortexer.

-Incuber 15min a 65°C.
-Centrifuger 2min a 10 000.

-Révélation des gluténines HPM et FPM.

Sur SDS-page.
T=12.52% et C=0.97%.

Coloration des gels dans 400ml d’une solution diadrichloroacétique a 60% et de bleu de

coomassie a 10%.
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Annexe 2 : Préparation des solutions pour I'extradon des gluténines.

Solution A : (pour 60 échantillons)
Propanol-1 75ml
Eau permutée g9b0oml

Conservation : a faire le jour méme.

Tompan tris HCL 1M pH=8.0:

Tris (hydroxyl methyl) amino methane 6.057¢g
Ajuster & ph=8.0 avec HCL fumant 3ml
Eau permuté gsp 50ml

Conservation : plusieurs semaines au frigo

Solution B :
Propanol-1 10ml
TrisHCL  1ml ph=8.0 1.6mi
Eau permutée asp 20m|

Conservation : a faire le jour de I'extraction.

Solution B1 : (solution B+ 1% DTT) pour 60 échantillons
Solution B ml
DL-Dithiothréitol 70ml

Conservation : a faire le jour de I'extraction.

SolutionB2: (solution B+ 1.4% 4-VP) pour 60 échantillons

Solution B ml
4-vinylpyridine 98ul
Conservation : a faire le jour de I'extraction.
Solution C :
Sodium dodécyl sulphate 0.29
Glycérol 4ml
Bleu de bromophémol 0.002 g
Tris-HCL 1M ph=8.0 0.8ml
Eau permute gsp 10ml

Conservation : plusieurs semaines a températurbmatas.
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Annexe 3 : Score qualité des types alléliques.

Alleles Sous unités de| Score de Score de | Score de Score de Score de
gluténines POGNA et | POGNA PAYNE et | LUKOW BRANLARD
HPM MILLINI et al. al. (1987) | etal. et al. (1992).
(1986). (1989) (1989).
Glu-Al a 1 3 3 3 3 15
b 2% 5 5 3 3 30
C nul 2 2 1 1 0
Glu-B1 a 7 2 2 1 1 8
b 7-8(7*-8) 4 4 3 3 18
c 7-9 5 5 2 2 20
d 6-8 1 1 1 1 2
e 20 1 1 1 - 2
f 13-16 - - 3 - 32
g 13-19 - - - - -
h 14-15 - - - - -
[ 17-18 6 6 3 18
j 21 - - - - 5
Glu-D1 a 2-12 2 2 2 2 7
b 3-12 - - 2 2 9
C 4-12 1 1 1 1 5
d 5-10 6 6 4 4 30
e 2-11 - - - - 7
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Appréciation de la variabilité génétique des blésuts et des blés apparentés par les

marqueurs biochimiques

Résumé :

Cette étude est basée sur la variation des sutés wgluténines de haut poids moléculaire
HPM de deux collections : des blés durs cultieisla deuxiéme des blés apparentés ; en
utilisant I'électrophorese monodimensionnelle.

La premiere collection est de blé dur de 24 vasiéhé&diterranéennes. Et la seconde est un
ensemble de 30 lignées sceurs obtenues a partinderoent spécifique entre deux variétés
syriennes de blé dur cultivéTriticum durum): Cham et Oum rabiBt deux espéeces
différentes du blé apparent&iticum polonicum,Triticum dicoccum(AABB) , fournit par
I'Institut Technique des Grandes Cultures d’El kibro

La technigue SDS-PAGE nous a permit d’estimer grande variabilité génétique des SG-
HPM chez les blés durs cultivés ; ainsi, L’apparitide nouvelles bandes tels ;(16+20) et
(6+16) dans les blés durs indique que les detigtéa qui portent ces nouveaux genes ont
subit des phénomeénes génétiques. Ce qui nous pdiapgtiuyé les suppositions émises sur
I'origine de ces deux nouveaux géenes.

Aussi, pour les blés apparentés; La dominaneg genes provenant de l'espece
T.dicoccum et I'appartenance d&.dicoccum3de l'alléle 1l qui exprime I'excellente
gualité technologique des blés : confirme I'hypsthélu transfert des genes entre les blés
apparenteés teld ;dicoccum T.poloniccumet les blés durs ;et met en considérations le réle

gu’elles jouent ces especes apparentés dans |l@at@in de la qualité des blés durs.

Mots clés: Triticum dicoccum,  Triticum polonicum, Triticum rdm, SDS PAGE,

variabilité génétique.
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High molecular weight subunit glutenin variation in cultivated durum wheat and related
wheat by biochemical marquer

This study is based on the variation of glutesiibunits of higher molecular weight of two cotliens of
cultivated wheat and the second collection of eglatwvheat , by using dimensional electrophoresighe first
collection contains 24 varieties of cultivated durwheat. And the second is a set of 30 lines dérivem
sisters passing between two specific varietiesyofa8 durum wheat cultivationT¢iticum durum: Cham and
Oum Rabi5 and two different species of related whe#icum polonicum, Triticum dicoccurfAABB)
provided by the Institut Technique of Great Cuétr at El Khroub.

The SDS-PAGE allowed us to estimate a large genetriability in SG HPM-related wheats, and the
dominance of genes was from the gemtiscum . Also the presence of new bands in cultivated wheahich
puts us in question about its origin. These resdts be used in improving the technological quaditywvheat

grown.

Key words:

SDS PAGE, genetic diversifititicum durum, Triticum poloniccum, Triticum dicasu.
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