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Résumé - La qualité du blé est définie
principalement par les protéines de réserve du
grain. La séparation et lidentification de ces
protéines est largement utilisée par les techniques
de séparation unidimensionnelle (SDS-PAGE et
A-PAGE) qui ont prouvé leur efficacité chez les
études de diversité génétique. De ce fait, nous
avons testé 'homogénéité de cinquante-trois lots
variétaux (autochtones et améliorées) de blé dur
moyennant le SDS-PAGE afin d'éviter les
risques de mélange variétal. La diversité allélique
de gquarante variétés homogénes au niveau des
loci Glu-Al, Glu-B1, Glu-A3 Glu-B3, Glu-B2 et
Gli-B1 a été ainsi étudiée. Nous avons identifié
27 types d'alléles exprimés par 51 sous-unités et
caractérisés par un indice de diversité D= 0.45.
Les génotypes autochtones possedent un indice
de diversité plus important que celui des variétés
améliorées.
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1. Introduction moulins, les industries des pates et w
Le blé est la %™ céréale cultivée dans le mondemultiplicateurs de semences. Pour la recherche
Le germoplasme autochtone, du fait de sexientifique, tester la pureté d'un génotype est
potentialitts  d’adaptation aux conditiongprimordial. En plus, les accidents qui aboutissent
pédoclimatiques les plus contraignantes, fait dau mélange variétal sont tres fréquents dans les
bassin méditerranéen un centre de diversificatiammamps expérimentaux au cours du semis, du
et par conséquent une zone de grande variabillhattage, de [I'étiquetage et du stockage, car
génétique. Des pistes prometteuses peuveasitisieurs génotypes peuvent étre cultivés dans la
s’ouvrir quant a I'exploitation judicieuse de cettenéme parcelle. Le recours aux ouvriers non
diversité pour le développement de variétégualifiés est un des facteurs qui peut aussi
mieux adaptées aux contraintesaugmenter la probabilit¢é de trouver des lots
environnementales et répondant au mieux aumélangés et contaminés.

exigences liées a la qualité technologique. Hbans ce cadre, nous avons testé en premier lieu
effet, un grand nombre d’accessions locales redteomogénéité de cinquante-trois  variétés
tres peu étudié quant a leur diversité alléligue dautochtones cultivées en Tunisie et en Espagne.
protéines de réserve (gluténine et gliadine). Suite a la sélection des variétés homogéenes, nous
Plusieurs techniques électrophorétiques ont é&&ons étudié leur diversité au niveau de six loci
développées et améliorées pour l'identification efe gliadines et gluténings{u-Al, Glu-B1, Glu-
l'analyse génétique des protéines de réservd3, Glu-B3,Glu-B2etGli-Bl).

telles que les techniques de SDS-PAGE pour

caractériser les sous-unités de gluténine de hautMatériels et méthodes

et de faible poids moléculaires (LMW-GS +Une collection de 53 variétés composée de 28
LMW-GS) (Singh et al. 1991) et la technique Avariétés de blé dur en provenance de la Tunisie
PAGE pour caractériser les différentes souglocales, améliorées et introduites) et 25 variétés
unités de gliadine (Lafiandra and Kasarda 1985)locales espagnoles (Tab. 1) et deux variétés
L'identification variétale par [l'analyse destémoins (Mexicali et Jabato).

prolamines est possibles, car ces protéines sont

produites par une transcription et une traductiadhl. Analyse d’homogénéité et de diversité

directe des génes, donc elles reflétent directement » Extraction et séparation des fractions
le génotype et peuvent étre utilisées pour étudier de gluten

la phylogénie. Le large polymorphisme interi’extraction des gluténines a été réalisée selon le
variétal qui existe au sein des prolamines est dipéotocole de Singh et al. (1991). L'électrophorése
la présence d'un grand nombre d'alléles ages protéines réduites et alkylées (HMW-GS et
niveau de chaque locus. Ces protéindsMW-GS) a été réalisée sur SDS-PAGE
d’endosperme sont exprimées a partir dgolyacrylamide 12%) (Payne et al. 1980).
plusieurs géenes par locus (Ruiz et al. 2005).  L’'analyse des gliadines a été réalisée par
L'utilisation des techniques électrophorése sur gel d'acrylamide (7%) A-
monodimensionnelles pour la séparation Jd€SAGE avec un tampon de lactate d'aluminium
protéines de gluten chez les ceéréales g§iH acide) selon Lafiandra and Kasarda (1985).
recommandée pour I'identification, la « Homogénéités des lots de blé
caractérisation et I'étude de la pureté variétale. analysés

Les perfections récentes dans les protocoles d@e analyse des protéines totales a permis
séparation de SDS-PAGE ont permis de bianétudier 'homogénéité des lots. Selon Igrejas et
séparer les différents alleles de LMW-GS et onl. (1997), un lot est considéré homogéne si un
ouvert la possibilité de les utiliser pour étud@&r minimum de cing profils de cing grains sont
diversité génétique chez les céréales (Pefia etigkntiques, alors que pour notre analyse nous
2004 ; Nazco et al. 2014). avons considéré qu'une variété est homogéne si

La vérification de la pureté variétale estes profils protéiques de six grains pris au hasard
importante pour les agriculteurs (stabilité dé partir d’un lot sont identiques.

rendement /  homogénéité  du cycle
physiologique), les organismes gouvernementaux
qui contrélent I'importation et I'exportation, les
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Tableau 1 Provenance, code, nom, origine et homogénéitdadesies variétés et année d’inscription pour lasétés M ,
améliorées selon Deghais et al (2007). o
Provenance / code Nom Origine/année Homogénéité dets
+/-
BGE 12357 Raspinegro Espagne +
BGE 12359 Recio cafimacizo “ -
BGE 12384 Rojo De Llerna “ +
BGE 12392 Candeal de Salamanca “ +
BGE 12557 Almendral “ +
BGE 13043 Amoros Blanco “ +
BGE 13044 Duro canario “ -
BGE 13045 Clarofino de Balazote “ +
BGE 13063 Farto “ +
BGE 13081 Pisana de Vilanova “ +
BGE 13092 Valencia Blanco “ +
BGE 13095 Paulefio de Mula “ +
BGE 13587 Horcajo “ +
BGE 13594 Villar de Cafias “ +
BGE 13606 Fanfarron “ +
BGE 13611 Recio de Cariete “ +
BGE 13663 Rubio Naranjnuelo “ +
BGE 13668 Claro de la Gineta “ +
BGE 13669 Blat Fort “ +
BGE 13697 Raspinegro Velloso “ +
BGE 13702 Blanqueta “ +
BGE 14247 Rubio Entrelago de Montijo “ +
BGE 18287 Raspinegro Cafiihueco de Calasparra “ +
BGE 18314 Recio Cafiihueco “ +
BGE 18323 Recio De Bienservida “ +
INGC Azizi Tunisie +
INGC Arbi “ -
INGC Agili “ -
INGC Aouadhi “ -
INGC Aouija “ -
INGC Baidha “ +
INGC Bidi “ -
INGC Biskri “ +
INGC Chili “ +
INGC Derbessi “ +
INGC Hamira “ -
INGC Inrat69 “ +
INGC Jenah Khottifa “ -
INGC Mahmoudi “ +
INGC Quard Bled “ -
INGC Richi “ +
INGC Souri “ -
INGC Swabaa Algia “ +
COSEM Karim Tunisie, 1982 +
COSEM Khiar Tunisie, 1992 +
COSEM Maali Tunisie, 2007 +
COSEM Nasr 99 Tunisie, 2003 +
COSEM Om Rabiaa Tunisie, 1996 +
COSEM Razzek Tunisie, 1987 -
STIMA Grécale Italie, 2002 +
STIMA Iride Italie, 1996 +
STIMA Saragolla Italie, 2004 +
STIMA Maéstrale Italie, 2002 -

BGE : Banque de Géne d’Espagne, INGC : Institut Mafiade Grandes Cultures, COSEM : Coopérative Centrale d
Semences de Mannouba, STIMA : société importatliceemences, (+) : lot homogéne, (-) : lot hétérege
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2.2. Analyse statistique

Pour construire une matrice, un systéme
binaire est considéré a partir des différents
niveaux des bandes relatives aux sous unités de
protéines de haut et de faible poids
moléculaires ((1) présence et (0) absence de
bande dans le méme niveau de migration).

Une matrice de similarité par paire est générée
avec le logiciel NTSYSpc-2.02] (NTSYS-
numérique taxonomie et de lanalyse
multivariée ; Rohlf, 1998) en utilisant un
coefficient d'adaptation simple (Sokal et al.
1958). Les constructions phylogénétiques sont
basées sur la méthode des distances
géneétiques: UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Averages) fondée sur
I'Indice de Sokal et Michener (Simple
Matching).

D (Nazco et al. 2014), selon la formule
suivante:

Dy =1-2p3
Oup est la fréquence de9™alléledans I§°™
locus.

3. Résultats et discussion
3.1. Homogénéité

Une variété est homogene lorsque les profils
des protéines de six grains (1-6) sur gel

d’électrophorése SDS-PAGE (12%) sont

identiques sans la moindre différence (Fig. 1).

Ainsi, a partir des 53 variétés analysées, 40 ont
été considérées homogénes dont 23 variétés
locales espagnoles et 17 variétés tunisiennes
(autochtones et améliorées).

|ir ill;# i'll 2
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Figure 1. Electrophorése des fractions du gluten par SDSPAG
Varl (Swabaa-algia), Var3 (chili) et Var 4 (Bisksnt homogénes, la variété Var2 (Hamira) est hgére (mélange d
deux génotypes ou plus) et deux variétés testdEkiCali) et T2 (Jabato).

ww

Selon l'Institut National de Grandes Cultures
et la Banque de Genes d’Espagne, chaque lot
de semences des variétés autochtones utilisées
dans ce travail est multiplié a la base a partir
d'un seul épi pour garantir son homogénéité.
Mais, avec le temps et dans le but de
renouvellement de stock pour chaque année, le
risque de mélange variétal devient fréquent.
Cependant, nous avons constaté que 50% des
variétés autochtones tunisiennes ne sont pas
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homogénes. Pour les variétés modernes
cultivées et commercialisées par des sociétés
agréés qui sont destinées aux agriculteurs, nous
avons remarqué que le risque de mélange est
aussi important. A partir de 10 variétés
ameéliorées et commercialisées nous avons
trouvé 2 variétés qui ne sont pas homogénes
(Maéstrale et Razzak).

Au total, a partir de 28 lots de variétés
cultivées en Tunisie, nous avons identifié 17

A
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La diversité genetique est calculée par I’inM,A
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lots homogeénes (61%) et a partir de 25 lot:
variétés autochtones espagnoles, nous ¢
trouvé qu’il y a 23 variétés homogénes (92
soit un total de 40 vatés homogenes (Til).

3.2. Diversité allélique inter-variétal

gournal of New Sciences
Agriculture
L &
Biotechnology

Les protéines de réserve sont produite
partir d’'une transcription suivie d’ur
traduction directe de genes (spécifit
pour chaque génotype), donc elles reflé
la diversité génétique entles especes et
les variétés.

\\ HMW-GS (90-150 KDa)

L B-LMW-0G5 (4451 KDa)

sont Mexicali (Mex), Alaga (Ala) et Langdom (La

Figure 2. Profil protéique des soumités de gluténines de quelques variétés homogkaessariétés référence utilisé

Le large polymorphisme int-variétal qui
existe au sein des prolamines est le rés
d’'un nombre d’alléles élevé au niveau
chaque locus. Dans notre étude la dive
intervariétale est étudiée au niveau des

Glu-AletGlu-Blde HMW, Glu-A3 Glu-B3 et
Glu-B2 de BLMW (Fig. 2) et Gli-B1 de vy-
gliadine. Ce polymorphisme a été évs
moyennant I'indiceD de diversité (Tab. z

Tableau 2 Indices de diversité totale et spécifi pour chaque locus
Toutes les variété Variétés Locales Variétés Locales Variétés
(Espagne) (Tunisie) améliorées
D (Glu-Al) 0.4¢ 0.66 0.22 -
D (Glu-B1) 0.6€ 0.55 0.53 0.57
D (Glu-A3) 0.6(C 0.70 - 0.45
D (Glu-B3) 0.4t 0.45 0.47 0.25
D (Glu-B2) 0.2t 0.50 0.47 0.25
D @Gli-B1) 0.2¢ 0.30 0.22 0.25
Indice-D
(Totale) 0.4t 0.42 0.31 0.29

Au niveau des 40 variétés sélectionnées s
base de leur homogénéité, nous avons idel
31 profils différents dont 16 apparaiss
seulement chez les variétés autochtones.
avons enregistré un indice de diversité t
D=0,45. La diversité est pb importante che

ISSN 2286-5314

les variétés autochtones que chez les vai
améliorées (Tab. 2), ce qui refléte la perte
polymorphisme génétique au niveau
variétés améliorées.

La diversité étudiée au niveau de six loci vi
de D= 0.29 a D= 0.70 (Tab. 2). U diversité
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importante a été enregistrée au niveau des
Glu-B1 et Glu-A3 la plus faible diversité e
signalée au niveau du loclGli-B1l. Cette
diversité donne une idée importante sul
variabilité au niveau de la qualité pour
variétés. Il a été galement démontré que

qualité du gluten du blé dur dépend des -

unités spécifiques de gluténine et de glias
exprimés par les lodslu-A3 Glu-B3, Glu-B2
(Ruiz and Carrillo 1995; Vazquez et al. 19¢
Glu-Al et Glu-B1 (Martinez et al. 20C;

Edwards et al. 2006) &?li-B1 (Damidaux et
al. 1978 ; Kosmolak et al980 ; DuCros et al
1982). Chez les variétés autochtones, 1
avons enregistré une large diversité au ni\
de ces loci, cela traduit une importa

variabilité au niveau de la qualité gluten dem

variétés autochtondscales par rapport at
variétés modernes.

Le dendrogramme obtenu basé sur la ma
de similarité (Fig. 3), donne un apercu sur
relations génétiques entre les différe
génotypes en fonction de I'expressallélique
de chaque locus. En effet, les coefficients
similarité (CS) entre deux variétés varient
54 a 100 % traduisant une diversité génét
relativement importante. A 60% de similar
les variétés sont regroupées en deux gr
ensembles A et Bt a 82% de similarité ¢
obtient 5 groupes: Grl, Gr2, Gr3, Gr4 et (

(Fig. 3)
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\
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Figure 3. Dendrogramme de similarité de 40 variétés de biddsé sur les alleles des I1Glu-Al, Glu-B1,Glu-A3 Glu-

Le premier groupe (Gr 1) contient la majorité
variétés (28), ce groupe est composé de

variétés dont 6 améliorées (Iride, Sarag
Grécale, Khiar, Maali et Nasr), une vari

a

sousgroupes. Le premier sc-groupe (S-Grl) tunisienne ancienne (Derbessi) et 7 varié
renferme 14 variétés composées de 4 var autochtones espagnoles. Le deuxieme group
locales tunisiennes (Chili, Ntanoudi, Inrat69 € 2) contient seulement 2 variétés ancier
Richi), une seule variété améliorée (Om Rak espagnoles (Rubio Naranjnuelo et Rojo
et 9 variétés autochtones espagnoles. Llerna). Le troisieme groupe (Gr 3) contien
deuxieme sous-groupe (&2) contient aussi 1 variétés locales tunisiennes (Azizi, SwaAlgia,
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Biskri et Baidha). Le Quatrieme groupe (Gr 4Pans notre étude, les variétés autochtm
contient 3 variétés espagnoles et une variédspagnoles présentent une diversité génétique
améliorée (Karim). Le cinquieme groupe (Gr 5plus large que les variétés autochtones
contient 2 variétés locales espagnoles. tunisiennes. Ceci pourrait étre dd au nombre
La similarité la plus faible (54%) est enregistréélevé des variétés espagnoles locales (23) qui
entre les deux grands ensembles (A) et (B) (Figépassent le double de celui des variétés
3). Cette similarité qui est basée sur des lotinisiennes anciennes (9). Cette diversité
(Glu-Al, Glu-B1,Glu-A3 Glu-B3,Glu-B2etGli- observée pourrait étre également liée aux
B1) responsables de la variabilité de la qualité ebnditions climatiques tunisiennes séveres
de la force de gluten (Vazquez et al. 1996(Climat semi-aride et stress abiotique)
Carrillo et al. 1999 ; Martinez et al. 2004 yresponsables d’'une sélection naturelle de variétés
Sissons 2008). Il est donc probable que lgdus adaptées et vers lesquelles les agriculteurs s
variétés qui constituent ces deux ensembles aiesaint orientés.
des forces de gluten et des qualités de péates
différentes. 4. Conclusion

Les optimisations des protocoles de séparation
Les variétés locales tunisiennes sont localiséasonodimensionnelle de SDS—-PAGE ont permis
dans les 2 groupes, Grl (S-Grl) et Grde mieux séparer les différents alleles de LMW et
appartenant a I'ensemble variétal A (Fig.3). LeslMW afin de les utiliser convenablement dans
variétés ameliorées, semi-naines, productives |&tude de la diversité génétique.
relativement similaires sont rassemblées dans llédentification allélique des protéines de réserve
premier groupe et précisément dans le deuxierdes variétés de blé a révélé une diversité
sous-groupe (S-Gr2) a I'exception de la variéténportante. Méme si d'autres méthodes telles que
« Karim » qui se situe au niveau du groupe 4 des réactions de polymérisation en chaines (PCR)
'ensemble B, cette variété serait différente dgseuvent fournir d’'intéressants outils pour ce type
autres variétés améliorées sur le plan qualitatd:étude, I'utilisation de SDS-PAGE
D’ailleurs, d’aprés Ammar et al. (2010), cettenonodimensionnelle s’est avérée tout aussi utile,
variété posséde une faible force de gluten et @fficace et économique particulierement avec des
faible indice de jaune. gels de haute résolution. L'analyse des alléles des

protéines de réserve est bien connue pour étre un
Les variétés locales utilisées dans ce travail optitil puissant pour le génotypage des ressources
montré une large variabilité genétique au niveagénétiques tandis que I'analyse des gluténines et
des chromosomes 1A et 1B, par rapport awes gliadines avec le SDS- PAGE et A-PAGE
variétés améliorées. Ceci pourrait étre traduit pégurnit un outil facile pour lidentification des
une variation sur le plan qualitatif. De méme, desliéles.
études récentes ont montré l'existence d'ur®aprés nos résultats, I'utilisation des techniques
importante variabilité des caracteres qualitatiige SDS-PAGE peut étre recommandée dans
chez les variétés anciennes de blé dur (Moraguesalyse de I'homogénéité variétale par les
et al. 2006,; Aguiriano et al. 2008).producteurs de semences et les organismes de
L'exploitation de cette diversité genétiquecontrole afin de garantir aux agriculteurs une
pourrait aboutir a l'identification de génes etariété homogeéne et offrir aux industriels et
d'alleles utiles qui seront utilisés dans legonsommateurs une qualité uniforme et stable.
programmes d’amélioration de la qualité.
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