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RESUME

Le riz est une céréale importante et stable pour le Sénégal. Mais sa production est
limitée par plusieurs contraintes comme la salinité, d’ou la nécessité de créer de nouvelles
variétés pour remeédier a ce probleme. L’étude de la diversité allelique a été réalisée sur 31
variétés différentes cultivées en Afrique, en utilisant 70 marqueurs SSR sur une population
F2 de 154 individus issus de sahel 108, un parent récurrent et Hasawi, un nouveau donneur.
Au total, 17 QTLs sont détectés en condition de non stress et 15 QTLs en condition de stress.
Les QTLs identifiés sont associ€s aux traits agronomiques comme la hauteur a maturité, le
nombre de talles, le nombre de panicules par m? et le pourcentage de fertilité des panicules.
Ces QTLs sont regroupés sur les chromosomes 1, 2, 7,10 et 11 et seront utiles en sélection
assistée par marqueurs.

Mots-clés : Riz (Oryza sativa), tolérance a la salinité, SSR, QTLs, diversité allelique.



ABSTRACT

Rice is an important stable crop for Senegal but its productivity is limited by many
constraints including salinity. For this purpose, there is a need to develop new varieties to
address this problem. In this study, allelic diversity was conducted using 31 different varieties
grown in Africa. Three different groups were observed using SSR markers. QTL analysis
with 70 polymorphic SSR markers using 154 F2 population resulting from a cross where
Sahel 108 was used as a recurrent parent and Hasawi as a donor. Ours results revealed 17
QTLs in non-saline condition and 15 QTLs for the saline conditions. The QTLs identified
had significant effect on some agronomic traits such as plant height at maturity, number of
tillers, number of panicles per meter square and percent fertile panicles. The QTLs identified
were clustered on chromosomes 1, 2, 7, 10 and 11. These QTLs may be useful in conducting
marker assisted selection in future.

Keywords: Rice (Oryza sativa), salt tolerance, SSR, QTLs, allelic diversity
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INTRODUCTION

Le riz est la deuxiéme céréale alimentaire produite dans le monde, et la premiére
céréale pour I’alimentation avec un rendement moyen de 4,0 t/ha (Courtois et al., 2007). En
effet, il représente la base de 1’alimentation humaine pour 2,5 milliards de personnes dans les
pays en voie de développement, avec des consommations annuelles trés importantes
dépassant, dans certains pays, 100kg/habitant. L’ Asie domine I’économie du riz avec 90%
des surfaces et de la production qui y sont concentrées. L’Amérique latine et 1’Afrique se
partagent les 10 % restants. Le marché du riz est trés étroit car la quasi-totalité est
consommeée sur place et seuls 6% de la production totale sont commercialisés (FAO, 2010).
Les principaux pays exportateurs sont les Etats-Unis, la Thailande et le Vietnam. Quant aux
principaux importateurs, on peut noter les Philippines, le Mexique et I’ Afrique qui couvre a
peine plus de 10% de ses besoins et absorbe le tiers des importations mondiales. Malgré son
importance, I’économie du riz est confrontée a un certains nombres de problémes du fait
d’une production qui augmente moins vite que la consommation, des surfaces agricoles qui
stagnent et des rendements qui progressent moins vite que lors des décennies précédentes. A
cela s’ajoutent des problémes abiotiques et biotiques- dont le plus commun est la salinité- qui
limitent la production. La salinité est 1’une des principales préoccupations du centre
Africarice car elle constitue un probléme majeur dans le delta du fleuve Sénégal, principale
zone de production rizicole. Cette situation a amené les sélectionneurs d’Africarice a réaliser
des croisements pour développer de nouvelles variétés tolérantes a la salinité et adaptées aux
conditions agro-écologiques locales.

La tolérance a la salinité est un caractére quantitatif complexe controlée par de
nombreux genes (Shanon 1985 ; Yeo et Flowesr 1986 ; Singh ef al., 2001). Ainsi, ’utilisation
de la sélection conventionnelle pour la tolérance a la salinité n’est pas facile a cause des effets
environnementaux importants et de la faible héritabilité de la tolérance au sel (Gregorio et
Senadhira, 1993 ; Gregorio et al., 2002). De ce fait, pour créer de nouvelles variétés avec un
niveau ¢élevé de tolérance a la salinité, il faut nécessairement comprendre les mécanismes qui
controlent la tolérance a la salinité, identifier les régions chromosomiques qui gouvernent ces
caracteres, c’est-a-dire réaliser la cartographie de QTL (locus des caractéres quantitatifs).
Cette identification peut €tre réalisée grace a 1’utilisation des marqueurs moléculaires. C’est
pour cette raison que le travail présenté a pour objectif d’identifier des nouveaux QTLs pour
la tolérance a la salinité chez une population issue d’un croisement entre Hasawi, un parent
tolérant a la salinité et Sahel 108, un parent récurrent.

Dans ce document, nous présenterons d’abord la revue bibliographique dans laquelle
nous traiterons des généralités sur le riz ainsi que de la salinité et des techniques de biologie
moléculaire. Ensuite, nous présenterons le matériel utilisé ainsi que les méthodologies
développées. Par ailleurs, nous présenterons et discuterons les résultats obtenus. Et enfin,
nous dégagerons les conclusions et des perspectives.
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Figure 1. Comparaison du génome du riz avec ceux d’autres céréales

Figure 2. Le plant de riz



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

La culture du riz a commencé depuis la révolution du néolithique. Elle s’est
développée d’abord en chine puis s’est étendue dans le reste du monde. Le riz présente une
biodiversité exceptionnelle ; aujourd’hui, prés de 2 000 variétés sont cultivées.

1. Présentation de la plante
1.1. Systématique

Le riz est une graminée qui appartient a la famille des poacées et au genre Oryza qui
comprend une vingtaine d’espéces dont deux seulement sont cultivées : O. sativa et O.
glaberrima.

L’espéce O. sativa, originaire d’Asie comprend deux sous especes :
- La sous espece indica a un épillet treés long, des feuilles vertes claires, un tallage important
et des grains longs et fins. Il est originaire d’ Asie tropicale.
- La sous espece japonica présente un épillet court, des feuilles vertes foncées, un tallage
important et des grains courts et ronds. Il est originaire de la zone tempérée et subtropicale de
I’ Asie.

L’espéce O glaberrima ou riz africain est caractérisée par une ligule courte et
tronquée avec un excellent développement végétatif. Originaire du delta du Niger et du
Sénégal, il présente peu de ramifications secondaires ou, dans certains cas, n’en présente pas.

1.2. Le Génome du riz

Le riz est une plante diploide autogame avec 2n = 2x = 24. De toutes les céréales, le
riz possede le plus petit génome : 430 millions de nucléotides. Le génome du mais est cinq
fois plus gros et celui du blé 40 fois plus gros. C’est la raison pour laquelle, a I’image de
I’espéce Arabidopsis thaliana, le riz sert de modéle pour 1’'un des deux groupes de plantes a
fleurs, les monocotylédones. (www.genoscope.cns.ft/sp) (Fig.1).

1.3. Morphologie

Le riz est une plante herbacée annuelle. Le plant est constitué par une tige, des racines
secondaires ayant des poils absorbants. La racine primaire, qui croit a partir de la semence, ne
vit qu'un court moment. Elle est rapidement remplacée par des racines secondaires
(Lacharme, 2001). La hauteur est variable et peut atteindre Sm pour le riz flottant. Le tallage
forme un bouquet de tiges rondes recouvertes de feuilles sessiles plates en forme de lame,
terminées par une panicule dressée ou pendante et longue de 20 a 30cm. Chaque panicule est
composée de 50 a 300 fleurs ou épillets a partir desquelles les grains se forment. Le fruit est
un caryopse enveloppé dans deux glumelles, et I’ensemble forme le paddy (Fig.2).



Tableau 1 : Surfaces rizicoles et production de riz dans quelques pays

Pays Surface cultivée Rendement (tonne/ha) Production Production (%)
(Mha)
(Mt
Chine 29,88 6,58 196,68 28,70
Inde 41,85 3,19 133,70 19,51
Indonésie 12,88 4,99 64,40 9,40
Bangladesh 11,35 420 47,72 6,96
Viét Nam 7,44 5,23 38,90 5,68
Birmanie 8,00 4,09 32,68 4,77
Thailande 10,96 2,87 31,46 4,59
Philippines 4,53 3,59 16,27 2,37
Brésil 2,87 4,40 12,65 1,85
Japon 1,62 6,52 10,59 1,55
Pakistan 2,88 3,58 10,32 1,51
Etats-Unis 1,26 7,94 9,97 1,46
Cambodge 2,68 2,84 7,59 1,11
Egypte 0,75 10,00 7,50 1,09
Corée du Sud 0,92 7,60 7,02 1,02
production (t)

700 000 - 604 000

600 000 - 502 000

>00000 - 405 000

400 000 -~

300000 - B production (t)

200000 -~

100 000 -

0 .
2009 2010

Figure 3. Productions de riz au Sénégal



2. Cycle de développement

La vie d’une plante de riz se divise en trois phases : la phase végétative, la phase
reproductive et la phase de maturation.

2.1. La phase végétative

Cette phase correspond a un certain nombre de stades :

- le stade germinatif qui s’arréte a la percée de la radicule au niveau du grain ;

- le stade jeune plante correspond a la période comprise entre a la percée de la radicule et
I’apparition de la cinquiéme feuille ;

-le stade tallage coincide avec I’apparition de la cinquiéme feuille et celle de la premiére talle.
L’accroissement se poursuit jusqu’au tallage maximum ;

- le stade d’¢élongation renvoie a 1’élongation des entrenceuds au cours de la période de tallage
actif.

2.2. La phase reproductive

C’est au niveau de cette phase que se forment les organes reproductifs. Elle comprend
les stades suivants :
- le stade initiation paniculaire qui marque le début de la phase reproductive. Le
déclenchement de I’initiation paniculaire dépend de la variété et de la saison ;
- le stade montaison ou développement de la panicule est caractérisé par une enflure de la
gaine foliaire due a une montée de la panicule a I’intérieur de la tige ;
- le stade épiaison correspond a 1I’émergence de la panicule au niveau de l'articulation gaine-
limbe de la feuille paniculaire ;
- le stade floraison commence deux a trois jours apres 1’épiaison et se poursuit jusqu’ a la
sortie complete de la panicule.

2.3. La phase de maturation

Cette phase comprend les stades suivants :

- le stade laiteux durant lequel le contenu du caryopse, qui était aqueux, prend une
consistance laiteuse. Les panicules sont vertes et dressés ;

- le stade pateux ou le contenu du grain se transforme en pate dure. La couleur des grains
évolue progressivement : elle part du vert pour aboutir a la couleur caractéristique de la
variété ;

- le stade mature pendant lequel le grain, mir, devient dur et prend la couleur définitive de la
variété.

3. La production et I’'importance du riz

Le riz est un ¢lément fondamental dans 1’alimentation de nombreux pays, notamment
en Amérique du sud, en Afrique et en Asie. C’est la premiére céréale mondiale pour
I’alimentation. Il est produit dans de nombreux pays comme le montre le Tableau 1 (FAO,
2009).

Au Sénégal, la production de riz paddy, qui était de 502 000 t en 2009 et de 604 000 t
en 2010, a régressé de 405 000 t en 2011. Ce qui correspond a environ 263 000 t de riz blanc,
soit une baisse de 33 %. (ANSD 2012) (Fig.3).
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Globalement entre 1984 et 2004, les surfaces rizicoles ont augmenté de 6%, la
production de riz de 31% et les rendements moyens de 19%. Donc, d’importants progres ont
¢té obtenus compte tenu du niveau de départ déja élevé des rendements en 1984 (3,25t /ha).
Mais, I’effort ne peut étre relaché du fait de ’augmentation de la population d’un milliard
tous les 14 ans. Ainsi, il est prévu une forte progression des besoins de plus 40 a 60% dans
les 25 années a venir. Celle-ci est plus rapide que 1’accroissement tendanciel de la production
mondiale (Trebuil et Hossain, 2004). Cette production sera aussi limitée par des contraintes
biotique et abiotique comme la salinité.

4. Ecologie du riz

Le riz tolére un large éventail de conditions climatiques, édaphiques et hydrologiques
(ADRAO, 1995). Ses besoins en eau sont ¢levés car, pendant la période végétative, il faut
160 a 300 mm par mois, soit un total variant entre 1000 et 1800 mm ; mais cela varie en
fonction du stade de développement. Les fortes pluies sont nuisibles a I’épiaison de méme
que des températures atteignant 50°C peuvent conduire a la mort du plant de riz lequel exige
une hygrométrie comprise entre 70 a 80% pour la floraison. Les températures optimales
varient entre 30 et 35°C pendant la germination, entre 28 et 30°C pendant le tallage, entre 27
et 29°C a la floraison. Mais, pendant la maturation, elles s’¢lévent a 25°C environ. Le riz est
une plante de lumiére qui exige une bonne insolation, facteur directement proportionnel au
rendement. L'optimum est atteint pour des moyennes de l'ordre de 500 calories/cm?/jour.

Le riz préfere cependant les sols a texture fine contenant 40% d'argile, peu perméables
et dont le pH optimum se situe entre 6 et 7. La texture souvent sableuse des sols d’Afrique
tropicale est une contrainte a la productivité en raison du stress di a la sécheresse, a la faible
fertilit¢ du sol et son lessivage. Dans les régions séches du sahel ou la culture du riz se
pratique sous irrigation, on rencontre des problemes de salinit¢é des eaux de la nappe
phréatique. Dans les basses terres situées sur les cotes d’Afrique de 1’Ouest, la production du
riz est affectée par I’intrusion d’eau saline. De plus, la majorité des sols de mangroves que
I’on rencontre le long de cette cote sont des sols salinisés.

5. La salinisation

La salinité est provoquée par une concentration excessive de sels solubles dans le sol.
Le sodium, le magnésium et le calcium sont les principales especes ioniques du sel, mais le
chlorure de sodium (NaCl) est le sel prédominant.

5.1. Les Causes de la salinité

La salinité survient dans les régions cotieres, les régions arides et semi-arides. Dans
les régions cotieres, la salinité est occasionnée par 1’inondation par les eaux de la mer. Elle
est souvent associée a des pH bas, alors que dans les régions arides et semi arides,
I’évapotranspiration tres élevée entraine un mouvement ascendant de I’eau. Ce qui se traduit
par une accumulation de sels au niveau de la zone racinaire, et cette salinité est souvent
associée a des pH ¢€levés. Suivant les causes, on observe deux types de salinité : la salinité
primaire et la salinité secondaire.

La salinité primaire ou salinité naturelle, qui représente 80% des causes de la salinité,
a une origine naturelle. Elle est due a la formation de sel pendant 1’altération des roches, les



conséquences de régression et de transgression de 1’océan (Ceuppens et Wopereis, 1999), la
remontée capillaire des eaux souterraines sous-marines et le transport des sels par le vent.

Les autres causes de la salinit¢ ont une origine humaine, ce type de salinité étant
qualifi¢ de secondaire. En effet, 20% des terres irriguées ont des problémes de salinité
(Pitman et Lauchli, 2004). Lorsque I’irrigation est trop abondante, en 1’absence d’un bon
systéme de drainage, le sol est humidifié en profondeur ; ce qui permet au sel de remonter en
surface. D’autres causes sont sources de salinisation : I’utilisation de produits chimiques et de
produits phytosanitaires, 1’utilisation inappropriée des eaux saumatres pour l’irrigation,
I’absence de travail du sol et d’un bon systeme de drainage des eaux. Cependant, dans les
années a venir, le plus gros probléme sera li¢ au réchauffement climatique et a
I’augmentation de la population mondiale, car I’irrigation va devenir de plus en plus
indispensable notamment dans les régions arides afin de combler les déficits en eau, utiliser
un maximum de terre arables et subvenir aux besoins d’une population croissante. De plus,
les phénoménes d’évapotranspiration, dus a 1’augmentation de la température, vont
augmenter les concentrations de sel.

5.2. Les conséquences de la salinité sur le riz

L’effet de la salinité sur la croissance du riz dépend du stade de développement. Le riz
est trés tolérant a la salinité au moment de la germination, et sensible au stade une a deux
feuilles de la plante. Cette tolérance augmente progressivement durant le tallage et
1’¢longation et décroit a partir de I’initiation florale jusqu'a la floraison. La maturation est peu
touchée par la salinité (Lacharme, 2001).

Chez le riz, on observe des symptomes morphologiques dus a la salinité. En effet, on
note un arrét de la croissance des jeunes pousses qui restent vertes mais compleétement
séches, une réduction de la croissance au stade tallage, une diminution du poids des racines et
des tiges, du volume racinaire. On remarque aussi une réduction du nombre de feuilles vertes,
un raccourcissement de la durée de floraison et de maturation, une diminution des branches
paniculaires, un non-remplissage d’un grand nombre d’épillets, une réduction du poids des
grains et par conséquent du rendement (Lacharme, 2001).

5.3. Les mécanismes de tolérance a la salinité

Il existe deux principales stratégies que les plantes utilisent pour faire face a la
salinité : la compartimentation des ions toxiques au sein de la vacuole et leur exclusion hors
de la cellule (Hasegawa et al., 2000; Borsani et al., 2003;Munns 2005; Yamaguchi et
Blumwald 2005; Apse et Blumwald 2007). Par ailleurs, les plantes modifient la composition
de leur séve; elles peuvent accumuler les ions Na' et Cl™ pour ajuster le potentiel hydrique
des tissus nécessaire pour maintenir la croissance (Munns 2005). En revanche, si cette
accumulation n’a pas lieu, la plante devra synthétiser des solutés compatibles pour ajuster son
potentiel hydrique. Ces solutés compatibles comprennent essentiellement la proline (Chen et
Jiang 2010), la glycine betaine (Wang et Nil, 2000), les sucres et les polyols (Hoekstra et al.,
2001; Phillips et al., 2002). L’accumulation des solutés compatibles permet 1’absorption de
I’eau de I’environnement (Messedi ef al., 2006). Le stress salin induit I’apparition d’espéces
réactives d’oxygene, lesquelles sont neutralisées par des enzymes anti oxydantes comme la
peroxydase, la glutathion S-transférase et la glutathion peroxydase (Noctor et Foyer 1998 ;
Blumwald et al., 2004; Sairam et Tyagi 2004;Munns 2005 ; Tiirkan et Demiral 2009; Ksouri
etal., 2010).



Tableau 2 : Régions et superficies affectées par la salinité au Sénégal (Source INP, 2008)

Zones Superficies (ha)
Casamance 26 2422

Vallée du fleuve 179 765

Fleuve Gambie 192 332

Niayes 7 165
Sine-Saloum 221 360

Sénégal oriental 133 901

Total 996 947




En outre, le stress salin déclenche I’augmentation des hormones végétales comme
I’acide abscissique (ABA). L’ABA joue un role important dans la tolérance a la salinité car il
favorise la fermeture des stomates en changeant le flux des ions dans les cellules de garde. De
méme, "augmentation de I’absorption de Ca>" est liée a celle de ’ABA en conditions de
stress salin contribuant ainsi au maintien de I’intégrit€é membranaire. Cela permet aux plantes
de réguler I’absorption et le transport dans le cas d’exces de la salinité a long terme (Chen et
al., 2001). Les plantes peuvent aussi changer leur voie de la photosynthése en ouvrant leurs
stomates pendant la nuit ce qui entraine une réduction des pertes d’eau par transpiration en
conditions de stress prolongé (Zhu et Meinzer, 1999).

5.4. Salinisation des terres dans le monde

Globalement dans le monde, on perd en moyenne 10 hectares de terres cultivables par
minute dont 3 ha a cause de la salinisation (Kovda, 1983). Aujourd’hui, on estime a, a peu
pres, 400 Mha des terres affectées par la salinisation (Bot et al., 2000). En Afrique, prés de 40
Mha sont affectés par la salinisation, soit prés de 2% de la surface totale. Au Proche Orient,
pres de 92 Mha sont affectés par la salinisation, soit pres de 5% de la surface totale (IPTRID
2006). Les régions du monde les plus affectées par la salinité sont la Tunisie I’Egypte, 1’Iraq,
I’Iran, le Pakistan et la Californie. Au Sénégal, certaines régions sont touchées par la salinité
comme le montre le Tableau 2.

5.5. Les solutions pour la salinité

La salinisation des terres irriguées occasionne des pertes financiéres qui s’éléve a peu
preés a 250 dollars/ha, soit environ 11 milliards de dollars de pertes totales (IPTRID, 2006),
donc des solutions s’imposent pour remédier ce probléme.
Parmi les solutions préconisées, il y’a la méthode de drainage profond qui consiste a :
- rabattre la nappe phréatique pour limiter les remontées capillaires de sel ;
- créer un flux souterrain qui permet d’évacuer 1’exces de sel hors de la parcelle ;
- couper le flux souterrain d’eau chargé en sel d’une parcelle a un autre.
Pour lutter contre la salinité, il faut éviter les concentrations de sel dans le sol. Cette méthode
consiste a nettoyer le sol avant la culture par une forte irrigation, puis a laisser stagner I’eau
pendant un certain temps pour qu’elle dissolve le sel en exces et enfin renouveler 1’irrigation
pendant la culture. Cependant, il faut éviter les apports excessifs d’eau (Lacharme, 2001).

Une autre solution consiste en 1’utilisation de variétés tolérantes a la salinité et des
techniques de biologies moléculaires comme la cartographie de QTL grace a des marqueurs
moléculaires.

6. Détection de QTLs associés a la salinité chez le riz

Pour lutter contre la salinité, il faut nécessairement connaitre les mécanismes de
tolérance a la salinité, identifier les régions chromosomiques associées a ces caracteéres en
utilisant la cartographie de QTL.

6.1. Les loci de caractéres quantitatifs

Un locus de caracteéres quantitatifs ou Quantitative Trait Locus (QTL) est une région
plus ou moins grande d’ADN qui est étroitement associ€ée a un caractére quantitatif. En
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d’autres termes, il s’agit d’une région chromosomique ou est localisé un ou plusieurs geénes a
I’origine du caractére en question. Les QTLs permettent de connaitre le nombre minimum de
locus en cause, leur position dans le chromosome, leurs effets suivant la variation du
caractere, leurs caractéristiques génétiques (additivité, dominance, épistasie) et leur stabilité
selon I’environnement. Pour détecter des QTLs, il faut des marqueurs moléculaires.

6.2. Les marqueurs moléculaires

Un marqueur moléculaire est une séquence d’ADN qui renseigne sur le génotype de
I’individu qui le porte. Un bon marqueur doit étre d’une héritabilité simple, polymorphe,
multi allelique et co-dominant. Contrairement aux marqueurs traditionnels (morphologique et
biochimique), les marqueurs moléculaires ne sont pas influencés par I’environnement et sont
observables a n’importe quel stade de développement de la plante et sur n’importe quel
organe. Les marqueurs sont d’une grande importance dans I’amélioration des cultures a
valeurs agronomiques (Eagles ef al., 2001, Langridge et al., 2001).

Parmi les marqueurs moléculaires, nous avons les marqueurs AFLP (polymorphisme
de longueur des fragments amplifiés), les marqueurs RFLP (polymorphisme de longueur des
fragments de restriction) et les marqueurs microsatellites ou Simple Sequence Repeat (SSR).

- Les marqueurs RFLP

La technique RLFP repose sur la mise en évidence de la variabilité de la séquence
nucléotidique de I’ADN génomique apres digestion par des enzymes de restriction (Botscien
et al., en 1980). Les fragments d’ADN, apres migration sur un gel d’agarose, sont transférés
par capillarité, sous forme dénaturée sur une membrane de nitrocellulose, et révélés par
hybridation dans une solution contenant un fragment d’ADN complémentaire appelé sonde.
Cette derniere permet de repérer par hybridation les fragments d’ADN génomiques qui lui
sont complémentaires. La sonde marquée par du phosphore radioactif permet de détecter la
différence entre deux génotypes par autoradiographie et constitue ainsi le marqueur. Cette
technique, bien qu’elle soit co-dominante, permet une analyse génétique complete.
Cependant, elle présente des limites car elle est lente et laborieuse. Certains auteurs ont utilisé
les marqueurs RLFP pour détecter des QTLs associés a la tolérance a la salinité sur les
chromosome 1, 3, 4, 5, 6, 7 du riz (Zang et al., 1995 ; Lin et al., 1998 ; Bonila ef al., (2002).
Par ailleurs, en 2000, Prassad et coll. ont mis en évidence des QTLs qui controlent la
longueur des racines, suite a I’application d’un stress salin sur le chromosome 6 du riz.

- Les marqueurs AFLP

Cette technique utilise a la fois des enzymes de restriction et ’amplification PCR
(Vos et al., 1995). L’ADN génomique est coupé par deux enzymes de restriction. Des
adaptateurs de séquences, connus et spécifiques aux enzymes de restriction utilisés, sont
ajoutés aux extrémités des fragments de restriction, générant ainsi une matrice pour
I’amplification. Une amplification premiere, dite pré-amplification, est réalisée a I’aide
d’amorces de séquence complémentaire a la séquence des adaptateurs et des sites de
restriction. La deuxiéme amplification, dite sélective, utilise des amorces identiques aux
premicres, mais prolongées a I’extrémité 3° de quelques nucléotides arbitraires. Ainsi, ¢’est la
combinaison enzyme de restriction /amorce qui constitue le marqueur AFLP. Les fragments
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d’ADN sont séparés par ¢lectrophorese sur gel d’acrylamide, puis visualisés par coloration au
nitrate d’argent ou révélés grace a un marqueur radioactif. C’est une technique rapide,
reproductible et puissante ; mais le colt élevé et les difficultés techniques liées au marquage
limitent son utilisation a grande échelle.

Grace a cette technique, des QTLs controlant le poids sec des pousses et des racines,
la concentration de sodium, I’absorption de potassium, la durée de survie des plantes et
d’autres liés au rapport Na'/k~ ont été identifiés chez le riz (MASOOD et al., 2004 ; Koyama
et al.,2001 ; Ming et al., 2005; Lee et al., 2007).

- Les microsatellites ou SSR

IIs ont été développés par Morgante Olivieri (1993). IIs sont constitués de séquences
de di, tri-ou tétra- nucléotidique répétés en tandem. Ces ¢éléments sont uniformément répartis
en plusieurs exemplaires sur I’ensemble du génome d’une espéce et présente un taux de
polymorphisme ¢élevé. Ce polymorphisme repose sur la variation du nombre d’unités de
répétition constituant le microsatellite. Les séquences flanquant ces éléments répétés
permettent de définir les amorces qui seront utilisées pour I’amplification PCR. C’est la paire
d’amorce spécifique des bordures droite et gauche du microsatellite qui constitue le
marqueur. L’analyse des produits amplifiés s’effectue sur gel d’acrylamide ou d’agarose. Les
marqueurs SSR sont co-dominants, reproductibles et faciles d’utilisation. Mais leur
caractérisation initiale est assez lourde car il doit passer par le clonage et le séquencage des
¢léments répétés. Actuellement, la disponibilité des données génomiques du riz dans le Web
et des logiciels de détection des microsatellites rend leur identification plus aisée.

Ainsi, les microsatellites ont permis de détecter des QTLs majeurs de tolérance a la
salinité sur le chromosome 1 (Lang et al., 2001 ; Gregorio et al., 2002 ; Gong et al., 1999 ;
Bonilla et al., 2002 ; Lee et al., 2006). Récemment, diverses investigations ont permis de
détecter des QTLs liés a la longueur des racines en condition de stress salin sur les
chromosomes 1, 4, 7, 8 et 9. De méme, des QTLs associés au poids sec des racines sont
détectés sur le chromosome 9, alors que d’autres, qui controlent les échanges ioniques, sont
mis en évidence sur les chromosomes 3 et 10 et pour la teneur en chlorophylle sur le
chromosome 3. Certains de ces marqueurs sont liés aux microsatellites RM8094 et RM210
(Sabouri et Sabouri, 2008 ; Islam et al., 2011).

6.3. Méthodes de détection de QTL

Il existe différentes méthodes de détection de QTL comme 1’analyse simple marqueur
qui consiste a faire des tests classiques de comparaison de moyennes et d’analyse de
variance. Quant a 1’analyse par intervalle, elle consiste a déterminer le maximum de
vraisemblance et de régression (Lander et Bostein, 1989). Enfin, il y a I’analyse par intervalle
composite dont le principe est 1’élimination de I’impact des QTLs importants (Zheng, 1994,
Jansen et Stam ,1993). Elle présente des avantages comme la précision de la localisation des
QTLs et leur libération de I’effet de geénes majeures. Il existe aussi des logiciels de
cartographie de QTL comme QTL cartographer, mapmaker/QTL et Qgene que nous avons
utilisés lors de cette étude.
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Tableau 3 : Variétés utilisées pour I’étude de la diversité allélique

Génotypes tolérants Génotypes sensibles
1 CAMARO 1 BG-90-2

2 HASAWI (IRRI) 2 ITA212

3 IR4630-22-2 3 IR31785

4 TIR65483-104-13-13-22-16-B 4 KOGONI 90-91-1
5 IR65485-111-5-9-2-11B 5 NERICAL-19

6 IR83424 6 SAHEL 108

7 IR86151-B1-24 7 SAHEL 159

8 IR87233:179-2-B 8 SAHEL177

9 JARMISSA 9 SAHEL201

10 NERICAL-9 10 SAHEL202

11 NERICAL-23 11 SAHEL 217

12 NERICAL-24 12 SAHEL 305

13 NERICAL-27 13 SAHEL328

14 POKKALI(IRRI) 14 SAHEL329

15 TOG7230 (O. glaberrima) 15 IR29 (témoin international)

16 FL478 (t¢émoin international)

Y

. ':?' )

EC <2.5 dSm-1

Control EC of 6.5 dSm-1

Stress
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Figure 4. Culture en condition de non stress Figure 5. Culture en condition de stress

MATERIEL ET METHODES

1. Matériel végétal

Les variétés de riz utilisées pour I’étude de la diversité allelique, entre les différents
parents par rapport a la salinité, sont listées dans le Tableau 3 et comprennent 16 génotypes
tolérants et 15 génotypes sensibles provenant de la collection d’AfricaRice.

Pour I’identification des QTLs, une population F; a été utilisée. Elle est constituée de
66 individus et 94 pour la randomisation, soit un total de 160 individus issus du croisement
entre les variétés Sahel 108 parent récurrent, et Hasawi, un parent donneur tolérant a la
salinité.

2. Culture des plantes au champ

Les plantes F2 ont été cultivées dans deux zones différentes. Les plantes témoins ont
été¢ cultivées a Ndiaye (Fig.4) ou la salinité est développée avec une conductivité EC
inférieure 4 2,5 dsm™. Les plantes soumises & un stress salin ont été cultivées dans la zone de
Ndiol caractérisée par une conductivité de 6,5 dsm™ (Fig.5). Les plantes ont été irriguées
régulierement avec 1’eau du fleuve Sénégal dans les deux essais.

A maturité, les paramétres agro-morphologiques suivants ont ét¢ mesurés : la hauteur
de la plante, le tallage, le pourcentage de stérilité, le nombre de panicules par m?, le poids des
1000 grains, la date de floraison, le rendement et le score. Ce dernier, selon le systéme
d’évaluation standard (SES) produit par I’IRRI, consiste a attribuer des chiffres 1, 3,5, 7 et 9
qui représentent respectivement les valeurs suivantes: fortement tolérant, tolérant,
modérément tolérant, sensible et fortement sensible.

3. Culture des plantes au laboratoire

Les grains des plantes (F1 et F2), environl5 a 20, ont été semés dans des boites de
Petri contenant un papier Kraft imbibé d’eau distillée qui sert de support, puis incubée dans le
laboratoire a la température ambiante. Au bout de 7 jours, les jeunes plantes ont été
transférées dans des bacs contenant de 1’argile prélevée au champ et placés dans une serre ou
les températures varient entre 16 et 45°C, et I’humidité entre 33 % et 69 %. Ces plantes ont
été arrosées régulierement jusqu’au stade 2 a 3 feuilles pour ’extraction d’ADN.

4. Analyse moléculaire
4.1. Extraction de PADN

L’ADN a été extrait a partir de 2 a 3 petites feuilles fraiches de jeunes plantes agées
d’un mois selon le protocole CTAB modifié par Murray et Thompson (1980). Les feuilles ont
€té coupées en petits morceaux puis placées dans un tube Eppendorf de 2 ml contenant 2
billes en inox pour augmenter I’effet abrasif. Les tubes ont ensuite été placés dans une
machine a broyer (Geno /Grinder) pendant 8§ min. Aprés broyage, 800 ul du tampon
d’extraction CTAB ont été ajoutés pour la lyse des parois cellulaires. Les tubes ont ensuite
¢été incubés dans un bain marie a 65°C pendant 1 h. Apres un refroidissement de 5 min a la
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température ambiante, 800 ul d’un mélange chloroforme-isoamylalcool (24 :1 v :v) ont été
ajoutés puis centrifugés (Coulter, BECKMAN) a 12000 rpm pendant 10 min et 600ul du
surnageant ont été prélevés et transférés dans un tube Eppendorf de 1,5 ml. L’ADN a été
précipité avec 600 pl d’isopropanol froid puis incubé a -20°C pendant une nuit. Ensuite, les
tubes ont été centrifugés a 12 000 rpm pendant 10 min puis le surnageant a été éliminé. Afin
de laver le culot d’ADN, 600 ul d’éthanol 70% ont été ajoutés puis une centrifugation de
12 000 rpm pendant 10 min a été réalisée. Apres centrifugation, le surnageant a été éliminé
puis ’ADN a été séché a la température ambiante pendant 1 h puis dissout dans 200 pl de TE
1X. Les solutions d’ADN ont été conservées a -20°C et diluées a 25% pour les réactions
d’amplification.

4.2. Amplification de ’ADN

La réaction d’amplification a été réalisée dans un tube de 200 pl contenant 2 pl
d’ADN (100 ng/ul), 8 ul d’une solution Mixte constituée de 4.2 ul ddH,O, 1 pl de tampon
PCR 10X (1.5 mM), 1 pl de dNTPs (I mM), 0.3 ul de MgCl, (25 mM), 0,5 ul de chaque
amorce (10 mM) et 0.5 pul de Taq polymérase ratio 1 :30 sur un volume final de 10 pl. A la
fin du mélange réactionnel, 9 pl d’huile minérale stérile ont été ajoutés pour éviter
I’évaporation. Les tubes ont ensuite été placés dans un thermocycleur (G-Storm) programmé
a 94°C pendant 5 min pour une pré-dénaturation suivie de 35 cycles avec une dénaturation de
30 s a 94°C, une hybridation de 30 s a 55°C et une élongation de 30 s a 72°C et enfin une
élongation finale de 5 min a 72°C.

4.3. Electrophorese et visualisation des amplifiats

Apres la réaction d’amplification, 3 pl de tampon de charge (bleu de bromophénol),
ont été ajoutés aux ampliats, puis une migration sur gel d’acrylamide (7.5%) ou d’agarose
(3%) a été réalisée. Le gel d’acrylamide a été préparé en ajoutant 55,3 ml de H20 stérile, 3
ml de 10% de TAE ou TBE, 15 ml de 40% d’acrylamide, 600 ul de 10% d’APS et 50 pl de
TEMED.

Apres migration, ’ADN a été coloré dans une solution contenant 5% de bromure
d’ethidium pendant 10 a 15 min, puis éclairé sous UV a 320 nm et photographié a I’aide d’un
systeme Gel doc (Multi Doc. It Digital Imaging System).

S. Analyse des liaisons

L’analyse des liaisons a été réalisée grace a un logiciel qgene version 4.3.10.
L’identification des QTLs a été réalisée par simple marqueur de régression (SMR) et par
composite interval mapping. Pour déterminer les QTLs, nous avons fait 10 000 permutations
avec 4 itérations qui permettent de déterminer le seuil de LOD pour p = 0.05 et p = 0.01.
SMR permet de déterminer I’effet des marqueurs et la corrélation entre les traits.

Le pourcentage de variation phénotypique est calculé a partir de la régression de
chaque combinaison de marqueurs et phénotype. Un seuil de LOD de 2 est utilis€¢ pour
déterminer la présence d’un QTL. Le LOD se calcule de la fagon suivante :

LOD =1logl0 v (présence de QTL)/v (absence de QTL).
Un LOD de 2 indique I’existence d’un QTL 100 fois plus probable que son absence.
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6. Analyse des relations phyllogénétiques

L’utilisation du logiciel GGT a partir du scoring des différents marqueurs et de leur
locus a permis d’obtenir une matrice qui montre les distances génétiques. Cette matrice a
permis de tracer un dendrogramme a partir duquel on peut voir les relations phylogénétiques
entre les génotypes tolérants et les génotypes sensibles.
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Figure 6.Diversité allélique entre génotypes tolérants et génotypes sensibles(RM278)
Légende :L= Lader 1= FL478 ;2=

SAHEL202 ;30= SAHEL177 ;31=1IR31785S

Tableau 4 : Informations fournies par les SSR lors de I’¢tude de la diversité allélique

POKKALI ;3=

HASAWI ;4=
NERICAL24 ;7= IR83424 ;8= CAMARO ;9= IR65485-111-5-9-2-11B ;10= NERICALY ;11= IR65483-104-13-
13-22-16-B ;12= NERICAL27 ;13= NERICAL23 ;14=IR86151-B1-24 ;15= IR4630-22-2 ;16=IR87233:179-2-
B ;17= SAHEL329 ;18= ITA212 ;19= KOGONI 90-91-1;20= BG-90-2 ;21= SAHEL 217 ;22= SAHEL
108 ;23= SAHEL201 ;24= NERICALI19 ;25= IR29 ;26= SAHEL 305 ;27= SAHEL 159 ;28= SAHEL328 ;29=

TOG7230 ;5=

Marqueur chromosome Alléles  alléles fréquence Valeur
rares allélique la PIC'
plus répété
(%)
RM572 1 3 0 61,3 0,550
RM294B 1 1 0 100 0,000
RM493 1 6 1 25,8 0,810
RM10843 1 2 0 71 0,440
RM250 2 2 0 87,1 0,230
RM208 2 6 1 71 0,470
RMS551 4 3 1 64,5 0,470
RMS537 4 2 0 71 0,440
RM273 4 4 0 58,1 0,610
RM336 6 8 2 38,7 0,750
RM477 8 3 1 80,6 0,320
RM281 8 4 0 38,7 0,690
RM278 9 4 0 67,7 0,510
RM215 9 3 1 77,4 0,390
RM467 10 2 1 93,5 0,120
RM311 10 1 0 100 0,000
TOTAL 16 54 8
Moyenne
3,375 0,5

1= PIC, polymorphic information content
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RESULTATS

1. Etude de la Diversité allélique

Parmi les 16 amorces SSR utilisées pour 1’étude de la diversité allélique, 14 se sont
révélées polymorphes, soit 87,5 %. La figure 6 est un exemple d’illustration de profil SSR
obtenu aprés amplification avec le marqueur RM278.

Ces marqueurs ont produit un nombre important d’alléles comme le montre le Tableau
4. Au total, 62 alleles ont été détectés dont 8 alleles rares dont la fréquence des répétions est
inférieure a 5%. Le nombre d’allele par locus est de 2 pour les marqueurs RM467 et RM537.
Il peut aller jusqu'a 8 alleles pour le marqueur RM336, avec une moyenne de 3,375 par locus.
La fréquence allélique est de 25,8% pour les marqueurs comme RM493 et peut aller jusqu’a
93,5% pour RM467.

2. Relations phyllogénétiques entre génotypes

L’analyse de 1’arbre (Fig. 7) présente trois groupes. Le groupe 1 est constitué
essentiellement de variétés tolérantes comme les FL478, Hasawi, Jarmissa et Pokkali. Dans le
groupe 2, on a des variétés tolérantes mais constituées, pour la plupart, par la famille des
NERICA (NERICA-L9, NERICA-L-23, NERICA-L-24 et NERICA-L-27). Et pour le
groupe 3, on a des variétés sensibles constituées principalement par les Sahel (Sahel 201,
Sahel 328, Sahel 305et Sahel 329).

3. Analyses des donnés phénotypiques

L’analyse des données obtenues pour le stress (Fig. 8) montre que sur les 64 individus
étudiés, 30 ont un SES score de 3, et 22 ont un SES score de 1. Les SES score de 1 et 3
indiquent une tolérance considérable par rapport au stress. Par contre, 10 individus ont un
SES score de 5 : donc, ils sont modérément tolérants. 1 individu a un SES score de 7, c'est-a-
dire qu’il est sensible ; et 1 autre a un SES score de 9 qui est tres sensible.

3.1. Comparaison des traits phénotypiques

L’analyse des données phénotypiques montre qu’en condition de stress, la hauteur de
la plupart des plantes est comprise entre 60 et 80 cm, alors que pour le témoin la majorité des
plantes ont une hauteur située entre 120 et 155cm (Fig. 9). La salinité entraine une réduction
de la croissance des plantes.

On constate aussi une diminution nette du nombre de panicules par m? et aussi du
nombre de grain par panicule (Fig.10).
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Figure 7 : Dendrogramme montrant les relations phylogénétiques entre des variétés de riz
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Figure 8: Répartitions des individus en fonction de leur degré de tolérance a la salinité

Légende : 1= fortement tolérant, 3= tolérant, 5= modérément tolérant, 7= sensible, 9=
fortement sensible selon le systeme d’évaluation standard (SES) produit par I’IRRI.
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Figure 9 : Comparaison des hauteurs des plantes stressées et des témoins
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Figure 10: Le nombre moyen de grains par panicule chez les plantes stressées et les témoins
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Figure 11 : Répartition des individus en fonction de leur rendement
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Figure 12: Pourcentage de stérilité des panicules en fonction du stress

23



Cette diminution est aussi notée pour le poids des milles grains qui diminue
légérement. La baisse de tous ces paramétres entraine une réduction du rendement en
condition de stress comme le montre la figure 11.

Par contre, le tallage et le pourcentage de stérilit¢ (Fig. 12) augmentent pour le stress.
De méme, la date de floraison est plus tardive en condition de stress.

3.2. Corrélation entre les traits

L’¢étude du tableau 5 montre qu’en situation de non stress, on note des corrélations
plus ou moins importantes, d’'une part, entre le pourcentage de stérilité et le nombre de
panicule par m? (r = 0,51) et, d’autre part, entre le pourcentage de stérilité¢ et le nombre de
grains par panicule (r = 0,46). Ceci montre une liaison entre ces trois paramétres en condition
de non stress car la diminution du pourcentage de stérilité entraine une augmentation du
nombre de panicules par m?, et aussi une hausse du nombre de grain par panicule.

Pour le stress environnemental, le tableau 6 montre des corrélations plus ou moins
significatives entre le pourcentage de stérilité et la date de floraison (r = 0,44). Il en est de
méme avec le nombre de grain par panicule et le pourcentage de stérilité (r = 0,45). Le stress
salin retarde la date de floraison et accroit le pourcentage de stérilité; ce qui a pour
conséquence une diminution du nombre de grain par panicule.
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Tableau 5 : Corrélation entre les traits chez les plantes témoins (non stressées)

Hauteur Tallage Date de Panicule /m*>  Pourcentage Grain/panicule  Poids 1000 Rendement
(cm) floraison (g/m?) Stérilité (%) (g/m?) Grain (g) des grains
(jours) (g/m?)
Hauteur(cm) 1.0 0.058 -0.08 0.22 0.15 0.18 0.35 0.15
Tallage 1.00 0.27 0.38 0.28 0.13 0.04 0.19
Date de 1.00 0.03 0.18 -0.05 0.13 0.11
floraison
(jours)
Panicule /m? 1.00 0.51 0.35 0.12 0.29
(g/m?)
Pourcentage 1.00 0.46 0.11 0.14
Stérilité(%)
Grain/panicule 1.00 0.25 0.22
(g/m?)
Poids 1000 1.00 0.24
Grain (g)
Rendement 1.00
des grains
(g/m?)
Tableau 6 : Corrélation entre les traits chez les plantes stressées
Score  Hauteur  Tallage Date de Panicule Pourcentage Grain/panicule Poids 1000 Rendement
(cm) floraison /m? (g/m?) Grain (g) des grains
(jours) (gm?)  Stérilité (%) (g/m’)
Score 1.00 -0.10 0.19 -0.03 0.24 0.13 0.06 0.106 0.022
Hauteur (cm) 1.00 -0.22 -0.01 -0.02 -0.05 -0.14 0.194 -0.197
Tallage 1.00 0.12 0.19 0.39 0.43 -0.191 -0.01
Date de 1.00 0.26 0.44 0.23 -0.05 -0.29
floraison
(jours)
Panicule /m* 1.00 0.32 0.26 0.033 -0.16
(g/m?)
Pourcentage 1.00 0.45 -0.063 -0.21
Stérilité (%)
Grain/panicule 1.00 -0.161 0.06
(g/m?)
Poids 1000 1.00 0.22
Grain (g)
Rendement 1.00
des grains
(g/m’)
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3.3. Identification des QTLs

Les marqueurs SSR polymorphes sont répartis de facon aléatoire sur le génome du
riz. Les marqueurs couvrent 681 cM du génome du riz avec une moyenne de 75.66 cM entre
les loci. Les différents profils électrophorétiques obtenus avec les marqueurs ont révélé des
individus homozygotes qui ont soit 1’alléle du parent Hasawi, soit 1’allele du parent Sahel
108, oubien des individus hétérozygotes qui ont I’allele des 2 parents (Fig. 13).

L’étude de I’association entre le phénotype et le génotype a permis de détecter des
QTLs putatifs avec simple marqueur régression et leur interaction €pistatique par composite
interval mapping. Quand on a une association entre génotype et phénotype a un certain locus,
on considere le QTL le plus proche du marqueur.

Les QTLs sont détectés pour 5 traits qui présentent une héritabilité supérieure a 0,4.
Ces QTLs sont : la hauteur des plantes a maturité, le nombre de talles a maturité, la date de
floraison, le nombre de panicule par m? et le pourcentage de fertilité. Ces QTLs sont situés
sur les chromosomes 1,2, 7, 10 et 11.

3.3.1. L’héritabilité des caractéres

Les caracteres comme la hauteur a maturité, la date de floraison, le pourcentage de
fertilit¢ des grains, les grains par panicules et le rendement présentent une héritabilité
supérieure a 0,4 donc ils sont fortement héritables (Tableau 7). Ainsi, on pourra détecter des
QTLs associés a ces caractéres ce qui nous permettra de réaliser une analyse des liaisons
génotype/phénotype.

3.3.2. Analyse avec simple marqueur régression

L’analyse avec simple marqueur régression en condition de stress et non stress salin
est représentée sur le Tableau 8.

L’analyse du tableau 8 montre qu’en condition de non stress, on note 4 QTLs sur le
chromosome 11 (Ph.ll.la; tn.1l.1a; GY.11.1et Pf11.1) qui controlent la hauteur a
maturité, le tallage, le rendement des grains et le pourcentage de fertilité. Ces QTLs sont tous
liés au marqueur RM229. Leur LOD score varie entre 11,5 et 36,5 comme le montre la figure
14. Le pourcentage de la variation phénotypique varie entre 30,5% et 68,9 %. Tous ces QTLs
proviennent de Hasawi sauf le QTL qui controle le pourcentage de fertilité.

Lors de nos travaux, I’analyse des liaisons avec SMR en condition de stress salin a
permis de détecter 4 QTLs sur le chromosome 7 (Ph.7.1a, tn.7.1 Dtf.7.1 Pm.7.1a). Ces QTLs
sont associés au marqueur RM500 et contrélent des traits comme la hauteur & maturité, le
tallage, la date de floraison et le nombre de panicule par m?. Parmi ces QTLs, celui qui a le
LOD le plus ¢élevé peut atteindre 12,8 (Fig. 15). Par ailleurs, notre analyse a montré que c’est
Hasawi qui augmente la puissance de ces QTLs, d’ou leurs effets additifs négatifs.

Quant au pourcentage de variation phénotypique, la valeur la plus élevée est de 36,1%
au sein de la population soumise au stress salin.
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Figure 13 : Profil de I’amplification avec RM264

Légende L=Lader Pl1=Hasawi, P2=Sahel 108, A=allele Hasawi, B=alléle Sahel 108, H=allele
hétérozygote C=alléle absent.

Tableau 7 : Héritabilité des caracteres chez la population F2

Trait Moyenne+ SE Range Héritabilité (h%)
1. Hauteur maturité (cm) 67.58 £ 1.94 39-106 0.61
2. Date de floraison (jours) 97.12 £ 0.94 82-107 0.70
3. Fertilité des panicules (%) | 28.52 £5.26 0-71 0.57
4. Grain/panicule (g/m°) 11.41 +£1.32 0-41 0.46
5. Rendement (g/m°) 103.17 £ 14.08 | 0-394 0.40
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Tableau 8: Analyse des associations avec simple marqueur de régression

Traits QTL

Chrm

marqueur

Position(CM)

Effet
additive

LOD

RZ

Non  Hauteurdes Ph.ll.la*
stress  plantes a
maturité

Nombre de m.ll.1a*
talles

Rendement GY.11.1
des grains

(g/m?)

Fertilit¢ des  Pf11.1%*
panicules
(%)

Stress Hauteur des  Ph.7.1a
plantes a
maturité

Nombre de m.7.1
talles

Nombre de  Dtf7.1
jours pour la
floraison

Nombre Pm.7.1a
panicules/m?

11

11

11

RM229

RM229

RM229

RM229

RM500

RM500

RM500

RM500

73.9

73,9

73.9

73,9

36,1

36,1

36,1

36.1

-16,31

-1,55

-30,69

8,10

-7,04

-1,21

-7,07

36,5

22,1

2

11,5

21,2

2

10,9

8,3

9,9

12,8

68,9

50,7

30,5

48,8

31,8

23,3

28,8

36,1

*existant sur WWWw.gramene.org
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LOD

CIM

SRM

Figure 14 : Illustrations des QTLs les plus représentatifs en condition de non stress

LOD
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p=0.01
p=0.05
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p=0.01

p=0.05

CIM

Marqueur

Figure 15: Représentation des QTLs les plus importants en condition de stress avec SMR et

CIM
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3.3.3. L’analyse avec Composite interval maping (CIM)

L’utilisation de CIM permet de déterminer plus de QTLs sur I’intervalle qui sépare
deux marqueurs comme illustré sur le tableau 9.

Le tableau 9 montre que chez les témoins, les QTLs sont sur les chromosomes 1, 2 et
7. Les QTLs du chromosome 1 sont dtfl.la, Ph.1.1, tn.1.1,Gy.1.1, Pf.1.1 et Pm.1.1b qui
controlent respectivement la date de floraison, la hauteur a maturité, le tallage, le rendement
des grains, le pourcentage de fertilité et le nombre de panicule par m?. L’ensemble de ces
QTLs sont dans I’intervalle RM220-RM259. Le plus important de ces QTLs est celui qui est
associ¢ au tallage avec un LOD score de 24,2 (Fig. 14); de méme, le plus important
pourcentage de variation phénotypique est estimé a 54%.

Sur le chromosome 2, on a un seul QTL Gy.2.1 associé au rendement des grains avec
un LOD de 6. Ce QTL est localisé dans le segment RM263-RM218.

Sur le chromosome 7, on distingue 6 QTLS (dtf.7.1, Ph.7.1b ; tn.7.1, Gy.7.1, Pf.7.1,
Pm.7.1) qui sont associés aux mémes traits agronomiques que ceux situés sur le chromosome
1 et sont localisés entre RM500-RM418. Le LOD le plus élevé des QTLs du chromosome 7
est de 19,1, c’est lui aussi qui contrdle la hauteur a maturité. Ce QTL a la différence
phénotypique la plus importante avec 45,7%.

En condition de stress salin, les QTLs ne sont détectés que sur les parametres hauteur
a maturité, le tallage, la date de floraison, le nombre de panicule par m? et le pourcentage de
fertilité. Aucun QTL n’est détecté pour le rendement des grains.
Pour la hauteur a maturité, on a 3 QTLs Ph.7.1c, Ph.10.1 ; et Ph.11.1b sur les chromosomes
7,10 et 11. Ces QTLs se situent entre RM418-RM336 pour le chromosome 7, entre RM228-
RM330A pour le chromosome 10 et dans | intervalle RM332-RM441 pour le chromosome
11. Ces QTLs ont aussi une source d’allele provenant de Sahel 108 ; leur LOD peut aller
jusqu'a 9.4.

Pour le tallage, un seul QTL (#n.11.1b) est détecté¢ sur le chromosome 11 avec un
LOD score de 6,9, et il a la méme source d’alléle que les QTLs précédemment décrits.
La date de floraison est associ¢e a deux QTLs (Dtf.1.1b, Dtf.10.1) situés sur le chromosome 1
(entre RM220 et RM529), et le chromosome 10 (entre RM228 et RM330A). Ils ont un pic
LOD de 10,4. On remarque que c’est Sahel 108 qui augmente ’effet de ces QTLs avec leurs
effets additifs positifs.

Le nombre de panicule par m? enregistre le plus grand nombre de QTLs en condition
de stress. Ces QTLs se retrouvent sur les chromosomes 1, 2, 7 et 10. Ce parametre est aussi
associ¢ au QTL qui a le plus grand LOD en condition de stress. En effet, il s’agit du QTL
Pm.10.1 situé sur le chromosome 10, entre les marqueurs RM228-RM330A, et qui a un LOD
de 11, comme le montre la figure 15. En outre, il a la variation phénotypique la plus
importante qui est de 32%.

Enfin, on a un seul QTL sur le chromosome 10 1ié¢ au pourcentage de fertilité¢ avec un
LOD de 6,2 et une source d’all¢le provenant de Hasawi, le nouveau donneur.
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Tableau 9 : Analyse des liaisons avec composite interval maping

Traits QTL Chrm marqueur  Position(CM)  Effet LOD R?
additive
Nombre de difl.1la 1 RM220-
Non jours pour la RM259 20.4-38.8 -6,24 13,3 34,4
stress  floraison Dtf.7.1 7 RMS500-
RM418 36.1-42.1 -1,72 11,3 30,1
Hauteur des  Ph.1.1%* 1 RM220-
plantes a RM259 20.4-38.8 -1,27 23,8 53,3
maturité Ph.7.1b 7 RM500-418
36.1-42.1 -12,02 19,1 45,7
Nombre de tn.l.1% 1 RM220-
talles RM259%* 20.4-38.8 -1,71 242 53,9
tn.7.1 7 RM500-
RM418 36.1-42.1 -1,58 14,3 36,7
Rendement Gy.l.1%* 1 RM220-
des grains RM259%* 30,4-38.8 -16,33 14,3 36,3
(8/m?) Gy.2.1* 2 RM263*-
RM218 127.5-67.8 - 6,0 17,2
Gy.7.1 7 RMS500-
RM418 36.1-42.1 -5,30 7,0 19,8
Fertilit¢ des  Pf.1.1 1 RM220-
panicules RM259 30,4-38.8 2,34 21,8 49,7
(%) Pf7.1 7 RM500-418
36.1-42.1 4,21 11,7 30,8
Nombre Pm.1.1a* 1 RM220%*-
panicule/m? RM259%* 30,4-38.8 -58,07 23,6 52,5
Pm.7.1b 7 RMS500-
RM418 36.1-42.1 -32,63 13,4 34,5
stress Hauteurdes  Ph.7.1c 7 RM418-
plantes a RM336 42.1-61 - 5,8 -
maturité Ph.10.1 10 RM228-
RM330A 93 -101.9 5,47 9,4 28,1
Ph.11.1b 11 RM332-
RM441 27,9-32.1 3,80 8,5 25,9
Nombre de tn.11.1b 11 RM229-
talles RM457 73.9-83 0,77 6,9 19,7
Nombre de Dt 1.1b 1 RM220-
jours pour la RMS529 20.4-189.6 1,21 5,0 15,9
floraison Dif.10.1 10 RM228-
RM330A 93-101.9 4,52 10,4 30,2
Nombre Pm.1.1b 1 RM220-
panicule/m RM529 24,6-189.6 -42,66 5,1 16,2
Pm.2.1 2 RM263-
RM318 150,7-151 - 8,6 25,8
Pm.7.1c 7 RM336-
RM455 60,1-65.7 98,46 8,2 24,9
Pm.10.1 10 RM228-
RM330A 17.6-101.9 68,82 11,0 31,9
Fertilité des Pf10.1 10 RM228-
panicules RM330A 17.6-101.9 -2,46 6,2 19,6
(%)
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DISCUSSION

L’étude de la diversité allelique est trés importante pour la conservation effective des
ressources génétiques du riz. Son but est d'aider les conservateurs de banques de matériel
génétique a préserver la diversité génétique, et de permettre aux sélectionneurs de l'utiliser
efficacement (Olufowote et al., 1997).

L’analyse des résultats montre que, pour la diversité allélique, la plupart des variétés
qui se ressemblent phénotypiquement ont un génotype proche; ce qui suggere que la
tolérance a la salinité serait controlée par des genes.

L'utilisation des ressources génétiques de riz disponibles au niveau des banques de
genes est une importante stratégie pour intégrer la variabilité génétique dans les programmes
de sélection du riz. C’est ce qui peut potentiellement générer de nouveaux cultivars de base
génétique élargie, et permettre de nouvelles combinaisons alleliques utiles (McCouch, 2005).
Les variétés traditionnelles de riz, ou variétés locales, ont un niveau ¢élevé d'hétérogénéité
génétique par rapport aux cultivars modernes. Cette variabilité génétique est trés importante
pour les petits agriculteurs, parce que, malgré la capacité de rendement faible, ces variétés
présentent une stabilité a haut rendement (Oka, 1991).

L’analyse des traits phénotypiques en condition de stress montre que la salinité
entraine une diminution de la croissance du fait qu’elle réduit la hauteur et la productivité des
plantes. Elle accroit aussi le pourcentage de stérilité et retarde la date de floraison. Tous ces
parametres contribuent a diminuer le rendement.

On note également une augmentation des talles en condition de stress. En général,
I’augmentation des talles dépend de la variété, de la densité des semis et de 1’irrigation. Cette
¢tude montre que la tolérance a la salinité est contrdlée par des genes, d’ou la nécessité de
cartographier des QTLs liés a la tolérance a la salinité.

En condition de non stress, 17 QTLs sont découverts sur les chromosomes 1, 2, 7 et
11. En plus, on note un nombre important de QTLs sur les chromosomes 1 et 7 qui contrdlent
des caractéres comme la date de floraison, la hauteur a maturité, le nombre de talles, le
rendement des grains, le pourcentage de fertilité et le nombre de panicules par m? Ceci
montre qu’on a des groupes de QTLs sur ces chromosomes ; ce qui s’explique par des genes
pléiotropes. Ces résultats corroborent les travaux réalisés par Xiao ef al., (1996) et Rahman et
al., (2007). Parmi ces QTLs, il existe 9 qui ne sont pas sur gramene et qui peuvent étre
considérés comme de nouveaux QTLs putatifs. En effet, il s’agit de gy. /1.1 et de gy.7.1 qui
sont liés au rendement des grains sur les chromosomes 11 et 7. Il y a aussi les QTLs dtf.1.1a
et ditf.7.1 associés a la date de floraison sur les chromosomes 1 et 7. Quant aux QTLs pf.1./
et pf.7.1, ils contrdlent le pourcentage de fertilit¢ des panicules sur les chromosomes 1 et 7.
Dans cette liste, nous avons enfin un QTL, ph.7.1b, qui controle la hauteur des plantes a
maturité, un QTL, #n.7.1, 1ié¢ au nombre de talles sur le chromosome 7 et un dernier QTL,
pm.7.1b, controlant le nombre de panicule par m? sur le chromosome 7.

Dans ces mémes conditions environnementales, d’autres auteurs ont détecté d’autres
QTLs liés a ces mémes traits agronomiques. En effet, Marri et al., (2005) ont découvert trois
QTLs pour la hauteur des plantes : deux sur le chromosome 1 et un autre sur le chromosome
9. IIs ont aussi découvert deux QTLs qui contrélent le nombre de talles sur le chromosome 2
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et 5, et enfin deux autres QTLs pour la fertilité des épillets sur les chromosomes 1 et 3.
Gutierrez et al., (2010) montrent qu’il existe aussi plusieurs QTLs liés au rendement des
grains sur les chromosomes 1, 3, 4, 6 et 9, deux QTLs pour la hauteur des plantes sur les
chromosomes 4 et 6 et un QTL pour le nombre de talles sur le chromosome 3.

En condition saline, on distingue 14 QTLs putatifs liés a la tolérance a la salinité sur
les chromosomes 1, 2, 7,10 et 11. Ils contrdlent la hauteur & maturité, le pourcentage de
fertilité des panicules, le nombre de talles, la date de floraison et le nombre de panicule par
m?. Des auteurs ont découvert des QTLs liés a la tolérance a la salinité et associés a d’autres
traits sur ces mémes chromosomes. Ainsi, sur le chromosome 7, divers QTLs ont été
répertoriés. Nous avons ceux associés a la concentration de k™ sur les racines et sur les
pousses, ceux associés aux poids sec et au poids frais, a la hauteur des semis et a la surface
foliaire (Lin et al., 2004 ; Kim et al., 2009). Par ailleurs, Islam et a/ (2011) ont découvert 3
QTLs avec un LOD ¢levé sur le chromosome 10. Ils ont montré que la partie distale du
chromosome 1 du riz est une région importante du génome pour la tolérance a la salinité.

Par contre, en condition de saline, il existe des QTLs sur le chromosome 10, mais il
n’y a pas de QTLs liés au rendement des grains. Ainsi, plusieurs QTLs sont concentrés sur un
méme chromosome, notamment les chromosome 7 et 10. Si on compare les QTLs identifiés
dans les deux conditions expérimentales, on constate 1’existence de QTLs présents dans les
deux milieux comme les QTLs situés sur le chromosome 7. Selon De vienne et Causes
(1998), ces QTLs sont appelés QTLs généralistes, contrairement a ceux qui ne sont présents
que dans certains lieux et qui sont dit spécialistes.

En outre, en condition de stress salin, des QTLs sont identifiés sur le chromosome 10
alors que le nombre de QTLs sur le chromosome 1 diminue. Ce qui montre que
I’environnement est un facteur essentiel qui peut avoir une incidence importante sur 1’effet
des QTLs, lesquels peuvent apparaitre ou disparaitre, ou avoir des effets différents, en
fonction des lieux. Environ, 30% des QTLs identifiés présenteraient une interaction avec
I’environnement, et, si les différences entre les conditions environnementales augmentaient,
ce pourcentage pourrait évoluer (Asins, 2002).

Méme si Hasawi a un phénotype inferieur a Sahel 108, Il constitue 77,77% des alleles
pour les nouveaux QTLs en condition non saline alors qu’en condition saline, il intervient a
28.57%. Cela montre qu’en condition de salinité, Sahel 108, avec un phénotype sensible,
augmente la puissance des QTLs liés a la tolérance a la salinité. En effet, le nombre de QTLs
liés a l’introgression de Hasawi pourrait €tre sous-estimé en raison de certaines régions
chromosomiques qui abritent certains introgressions mineures d’Hasawi qui n’auraient pas
¢été détectées avec les marqueurs utilisés.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Cette ¢tude montre 1’impact négatif de la salinité¢ sur le rendement, d’ou la nécessité
de créer de nouvelles variétés pour faire face aux besoins croissants de I’humanité. Cela nous
a conduit a utiliser 70 marqueurs moléculaires aboutissant a la cartographie de 17 QTLs.
Parmi ces derniers, les 9 qui ne sont pas présents sur gramene sont considérés comme de
nouveaux QTLs putatifs en condition de non stress. En revanche, en condition de stress, nous
avons 15 nouveaux QTLs putatifs. Ces QTLs sont liés aux traits agronomiques comme la
hauteur des plantes a maturité, le nombre de talle, le pourcentage de fertilité¢ des panicules, le
nombre de panicule par m? et enfin le rendement des grains qui existent seulement en
condition de non stress. Les QTLs sont localisés sur les chromosomes 1, 2, 7, 10 et 11. Ils
sont robustes car obtenus avec 10 000 permutations et 4 itérations. Les résultats de cette
¢tude tendent a montrer que les caractéres quantitatifs seraient contrélés par de nombreux
QTLs a effets faibles, finement liés et dont I’expression dépendrait en partie de
I’environnement et d’interactions épistasiques.

La connaissance des QTLs permet de mieux connaitre le fonctionnement du génome.
Elle est également importante en sélection, car, avec I’utilisation des techniques
d’introgression, les QTLs peuvent contribuer a I’amélioration des variétés et permettre
d’identifier des génotypes et de gagner du temps. Ils peuvent aussi renseigner sur le milieu,
¢tant donné que certains s’expriment dans certaines conditions environnementales. Dans le
cas de notre étude, certains QTLs peuvent étre exploités en sélection car l'utilisation novatrice
des cartes et des marqueurs moléculaires peut modifier la fagon dont les généticiens utilisent
le germoplasme sauvage et exotique.

Les QTLs liés a la tolérance a la salinité, qui contrélent la hauteur, le tallage, le
nombre de panicules par m? et le pourcentage de fertilit¢ des panicules, peuvent étre
introgressés dans une population par des rétrocroisements, d’autant plus qu’ils contrdlent des
caracteres héritables. La position du QTL peut étre exploitée car le transfert de la région
d’intérét peut étre controlé en utilisant les marqueurs bordant le QTL. Cette étude a aussi
montré que, méme si Sahel 108 a un phénotype sensible, il posseéde des genes qui augment la
tolérance a la salinité : donc il peut étre utile en sélection.

Cependant I’identification des QTLs présente des limites. Assurément, la précision
des QTL nécessite une saturation du génome par des marqueurs polymorphes. Ce qui montre
aussi que l’existence de bons marqueurs est indispensable de méme qu’un génotypage
adéquat et des parents qui présentent un polymorphisme pour les marqueurs. En d’autres
termes, le choix doit étre porté sur des parents qui ne possedent pas un ancétre commun.
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Annexe 1 : Analyse statistique des parametres sur un milieu stressé et un milieu normal

variable G  moy+ SE SD Max min  Range Va EV GV PV H?
Hauteur S 67,58 1,94 15,68 106 39 67 245,83 377,41 586,57 963,9 0,61
maturité 8

C 116,0+2,80 22,56 155 65 90 - 90 90 509 -509 90 - 509
Tallage S 21,83 +1,35 10,88 57 5 52 118,41 72,70 8,49 81,20 0,10
maturité

C 16 + 0,64 5,20 31 6 25 27 - - - -
Date de S 97,12+ 0,94 7,55 107 82 25 56,99 42,99 101,20 144,12 0,70
floraison 9

C 770,67 5,39 92 69 23 29 - - - -
Pan/m? S 350,7+26,3 212,44 775 50 725 45132, 40345, 229,52 4057 0,01

4[

C 381,0+23,3 188,57 950 100 850 35558 - - - -

stérilité S 71,48 £5,26 42,38 100 29 71 1796,4 943,70 700,37 1644, 0,43
0

C 21,63%1,18 9,54 41 4 37 91 - - - -
Grain/pa S 11,41 £1,32 10,65 41 0 41 113,49 198,74 171,75 370,4 0,46
nicule 9

C 37,62+2,09 16,85 75 10 65 284 - - - -
Rendem S 103,1+14,0 113,52 394 0 394 12886, 18521, 12117, 3063 0,40
ent 6 9,

C 323,3+£19,2 155,43 776 32 744 24157 - - - -
Poids S 21,18+1,49 12,04 25 0 25 144,92 76,46 2,729 79,19 0,03
1000
grains C 24,48%035 2,83 32 20 12 8 - - - -

Légende :g=groupe ;s=stress ;c=control; moy=moyenne, SE=standard erreur ;SD=standard déviation;
max=maximum ;min=minimum ;va=variance ; EV=variance environnemental; GV=variance

génotypique ; PV=variance phénotypique; H*=héritabilité; pan/m*=panicule/m?
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Annexe 2 : Parameétres agronomiques mesurés en condition de stress

Hauteur Tallage | Date de Panicule | Poids %
Maturité Maturité | Floraison | score /m? 1000Grain | stérilité rendement | grain/panicule
stress 59 35 86 3 500 22 95 42 4
56 23 86 3 225 23 86 51 10
84 31 86 3 125 20 95 6 3
82 12 99 3 175 - - - -
65 24 99 1 450 22 29 244 25
43 16 107 3 300 20 37 46 8
53 27 102 3 475 22 35 206 20
87 24 107 1 350 24 92 60
105 26 86 3 725 21 64 126
63 34 86 1 625 22 45 373 27
61 24 86 3 750 25 45 394 21
103 36 86 1 125 22 91 14 5
44 24 86 5 425 21 31 366 41
84 17 102 1 525 25 96 28 2
106 20 102 1 575 22 93 97 8
72 21 91 1 575 21 66 281 23
56 16 86 5 325 - - - -
80 23 86 3 525 21 49 184 17
65 14 86 3 350 22 85 58 8
84 33 95 1 150 20 92 13 4
60 96 5 75 100 0 0
62 86 5 75 - - - -
70 16 107 1 325 22 93 30 4
67 8 86 3 50 21 50 8 7
62 11 102 5 175 - - - -
93 23 93 3 400 18 70 150 21
71 12 102 3 275 25 84 52 8
68 5 102 5 100 21 100 0
49 7 102 3 125 0 100 0
51 18 102 3 350 22 51 67 9
93 24 82 1 600 20 88 13 1
70 6 97 3 175 23 100 48 12
51 35 92 1 200 21 78 31 7
50 28 92 3 700 22 35 220 14
39 21 92 1 625 20 84 11 1
84 23 92 1 500 25 94 48 4
46 26 94 1 575 21 62 121 10
42 19 102 3 150 - - - -
73 22 102 1 775 - - - -
91 57 92 1 575 - - - -
63 18 94 3 125 - - - -
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Suite annexe 2

13

12
22
21

11

17

41

192
13
45

217

106

55

101

42

17

38

394

68

78

73

54
53

70

74
82
66

83

59

100

20
20
25

22
22

21

20
20
20

20

22

25

225
350
750

150

150
450
225

125
375
300

100
575
75

200
550
525

150
675

100
550

100
200

175

102

106

102

106
91

107
91

107

102
102
102
102
102

106

102
92

95

107

102

106
106

102

107

53
12
32
14
31

21

33

16
19
14
34
26

13
21

25

16

24

17
32
14
10

52
79
72

80
95

69
58
83
67

55
53
57
61

58
74
77
65

67

55
64
69
47

54
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Annexe 3: Parameétres agronomiques mesurés en condition de non stress

Hauteur Tallage |Datede |Panicule |Poids % Grain
Maturité Maturité | Floraison |/m? 1000Grain | stérilité rendement | /panicule
Non stress 80 13 81 250 24 33 120 20
79 22 71 625 22 27 220 16
130 16 80 300 23 39 97 14
120 14 78 325 30 32 176 18
100 10 78 450 22 18 446 45
89 18 73 250 25 27 256 41
116 18 79 300 25 9 278 37
140 22 77 425 24 21 398 39
150 18 73 325 24 6 289 37
90 25 76 750 22 20 776 47
123 21 76 750 25 25 581 31
133 12 78 250 22 14 198 36
65 13 70 350 20 18 420 60
123 11 92 175 20 14 214 61
137 7 70 150 21 34 32 10
118 17 79 400 22 11 414 47
117 15 70 225 29 7 411 63
125 19 71 525 21 39 187 17
104 11 70 350 24 15 370 44
135 13 70 250 25 23 100 16
129 11 76 300 30 19 378 42
120 18 72 525 28 25 338 23
75 6 79 250 21 25 168 32
103 19 73 300 23 24 352 51
110 10 70 250 25 9 144 23
129 13 80 475 22 31 355 34
97 14 79 250 23 17 293 51
87 17 76 250 24 23 102 17
93 16 76 150 25 8 165 44
114 18 69 600 22 12 370 28
126 14 78 200 25 24 105 21
141 12 78 950 21 22 519 26
78 26 78 700 22 35 216 14
79 21 79 625 22 16 344 25
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Suite annexe 3

78 18 79 200 21 26 118 28
120 11 72 300 20 36 138 23
79 14 71 200 26 10 385 74
120 11 90 175 31 28 293 54
149 14 69 150 27 25 247 61
120 14 79 200 27 17 346 64
130 18 69 700 29 30 568 28
97 24 83 375 29 8 381 35
120 14 71 275 27 21 252 34
132 18 71 275 23 15 474 75
98 14 79 200 22 5 312 71
122 20 79 375 22 37 297 36
125 22 78 450 22 24 257 26
91 25 81 375 21 39 189 24
145 14 78 575 28 30 451 28
98 26 92 500 24 31 324 27
152 17 81 500 32 28 432 27
122 13 79 250 27 15 257 38
127 20 69 775 25 24 349 18
129 6 73 100 23 28 69 30
92 11 91 250 24 19 276 46
110 31 74 550 27 24 624 42
136 15 79 375 27 12 253 25
127 17 81 375 25 8 609 65
125 14 73 475 28 18 466 35
110 23 79 350 26 20 400 44
150 9 73 350 29 7 589 58
155 6 79 850 22 41 468 25
137 16 78 300 25 20 435 58
149 16 81 325 29 31 254 27
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