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Internationale de I’Energie Atomique (AIEA). L’objectif de ce projet est de créer des variétés
de mais adaptées aux conditions pédoclimatiques des régions Nord de la Cote d’Ivoire par la
technique de la mutation induite au rayonnement gamma. Le principal coordonnateur de ce projet
est Monsieur KOUADIO Yatty Justin, Professeur Titulaire a I’Université Jean Lorougnon
GUEDE (UJLoG).
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Introduction

Le mais (Zea mays L.) est une plante monoique a 2n=20, de la famille des Poaceae. C’est la céréale
la plus cultivée avec la plus grande production au monde (Prashanthi et al., 2024). Le mais occupe
la premiere place (41 %) en termes de surface cultivée devant le blé (40 %) et le riz (9 %) (Dedi et
al., 2017 ; Maél, 2019). Il représente également la céréale la plus énergétique en raison de ses atouts
nutritifs, notamment sa richesse en amidon, en protéines et en minéraux (Charcosset & Gallais,
2009 ; Cruz et al., 2019 ; Garutti et al., 2022). Sa culture est pratiquée dans des conditions tres
variées, allant du climat tropical au climat tempéré (Burny, 2011 ; Mbiadjeu-Lawou et al., 2021)
et répond a des besoins de plus en plus croissants pour la vente et la consommation (Boone et al.,

2008 ; Manirakiza, 2020).

Sa production mondiale €tait €évaluée a plus de 1,16 milliard de tonnes en 2022 pour une superficie
totale d’environ 203 millions d’hectares, avec les Etats-Unis, la Chine, le Brésil et 1’ Argentine
comme principaux pays producteurs (FAOSTAT, 2023). En Afrique, avec plus de 92 millions de
tonnes produites en 2022 (FAOSTAT, 2023), le mais occupe, une place de choix dans la
I’alimentation des populations. En effet, il constitue la base du régime alimentaire des populations
rurales et urbaines (Boone et al., 2008 ; Kato et al., 2023). Le role central du mais comme aliment
de base en Afrique est comparable a celui du riz ou du blé en Asie. La position dominante de la
culture de cette céréale en Afrique est liée a son role stratégique a la fois comme produit de rente
et produit de forte consommation (Mugisho et al., 2024). Il est non seulement utilis¢é dans
I’alimentation humaine et animale (volailles, porcins, bovins), mais, sert aussi de matiére premiere
dans certaines industries telles que les brasseries, les savonneries et les huileries (Boone et al., 2008

; Assohoun-Dijeni et al., 2016 ; Dabija et al., 2021).

En Cote d'Ivoire, le mais constitue avec le riz, les céréales les plus produites et les plus consommées
(Robet et al., 2020). Longtemps considéré comme une simple culture de subsistance, le mais
représente aujourd’hui une importante spéculation agricole qui conduit & une intensification de sa
culture. En 2022, pour une superficie totale emblavée estimée a 575 milles hectares, sa production
nationale annuelle était estimée a 1,19 million de tonnes (FAOSTAT, 2023). La culture du mais est
pratiquée dans toutes les zones agro-écologiques du pays principalement dans les régions du
nord ou elle contribue a hauteur de 68 % dans la production nationale (MINAGRI, 2010 ; Essy et
al., 2022 ; Timité et al., 2022).
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En effet, le mais est bien représenté dans les régions du Poro, du Hambol, du Folon, du
Kabadougou, du Worodougou et du Beré (Laopé et al., 2020). Dans les zones foresticres, la culture
du mais prend progressivement une place considérable en tant que culture vivriere complémentant

la culture du riz, du manioc, de I’igname et du taro (Ahouyao et al., 2022).

Selon les estimations de production de la FAO et comparées a la situation des pays voisins, la filiere
ivoirienne de mais semble connaitre une croissance relativement lente (FAO, 2023). Afin de
redynamiser le secteur, I’amélioration de la production du mais représente un axe majeur des
programmes de recherche et a été inscrit comme priorité d’action (priorité 4) dans le PND CI 2012-
2015 (PND-CI, 2012). Ainsi, plusieurs variétés de mais ont été développées et proposées aux
différents producteurs (RONGEAD-Chigata, 2014). De plus, les acteurs de la filiere ont mis en
place en 2013, I'Interprofession Mais de Cote d’Ivoire (IMCI). Par ailleurs, dans le souci
d’accompagner efficacement la filiére, le Fond Interprofessionnel pour la Recherche et le Conseil
Agricole (FIRCA) a signé avec le Groupement des producteurs de Cote d’Ivoire (GMCI), une
convention afin d’apporter un appui au renforcement des capacités de cette organisation (FIRCA,

2013).

Toutefois, malgré ces efforts pour booster la production du mais, sa culture reste confrontée a de
nombreux problemes. Il s’agit, entre autres, de la perte de la fertilité des sols, de la dégénérescence
génétique des variétés, de la forte utilisation de variétés locales a faible rendement et des effets du
changement climatique telle que la sécheresse (N’Da et al., 2013 ; Alexandridis et al., 2023). Cette
derniére est responsable de la baisse considérable de la production (Bamba et al., 2019), en agissant
sur tous les stades de développement de la plante (Kabongo, 2018 ; Siené et al., 2020). De méme,
des récentes études ont montré que depuis 1980, la production des cultures majeures (Mais, Riz,
Shorgo et BIé) a chuté a cause du réchauffement planétaire (Lobell & al., 2011 ; Abdikafi et al.,
2024). Selon les prévisions, face aux tendances actuelles du réchauffement de la planéte, la
production du mais pourrait chuter de 20 % d’ici I’an 2050 en Afrique Subsaharienne (Schlenker
& Lobell, 2010 ; Fosu-Mensah et al., 2019). Face a cette situation, plusieurs solutions ont été
préconisées par la recherche parmi lesquelles figurent en bonne place ’amélioration variétale
(Goalbaye et al., 2019). En effet, le développement de variétés améliorées a haut rendement qui

répondent aux contraintes environnementales reste une des alternatives.
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La sélection constitue donc, un outil extrémement puissant pour I’obtention de ces variétés
performantes en terme de rendement et de résistance a divers stress de I’environnement (Temesgen
& Temesgen, 2024). L’amélioration par voie classique constitue la premicre technique et consiste
a créer de nouvelles variétés par le croisement entre deux parents a caractéres intéressants et
complémentaires (Moussa et al., 2019 ; Siené et al., 2020 ; Shahiba et al., 2023). Cette méthode,
largement utilisée dans les programmes de selection, a permis au Centre national de recherche
agronomique (Deffan et al., 2015), de développer des variétés de mais trés productives et
résistantes a certaines maladies dont la pourriture de la tige et de I'épi ainsi que la rouille
(Bodoharisoa et al.,2009 ; Kouakou et al., 2014). Cependant, la faible diversité génétique de mais
constitue souvent une limite a 1’utilisation de ’amélioration classique. Par ailleurs, 1’ingénierie
génétique a permis via la transgénése d’introduire directement dans le matériel génétique du mais
des génes exotiques provenant d’espéces apparentéeS OU pas sans passer par la voie sexuee
(Bodoharisoa et al.,2009 ; Sharma et al., 2022). Cette technique a alors permis selon Rozas et al.
(2022), le developpement d’Organismes Génetiquement Modifies (OGM). 11 s’agit en particulier,
des espéces résistantes aux insectes tel que le mais Bt (Yang et al., 2023) ainsi que le mais WAXY,
trés riche en nutriments, doux et digeste (Bodoharisoa et al.,2009 ; Lu et al., 2024). Cependant,
cette technologie, bien qu'impressionnante, fait I'objet de nombreuses controverses et révele une
méfiance par rapport a ses impacts sur la santé humaine et sur 1’environnement (Raman 2017 ;
Tsatsakis et al., 2017 ; Brookes & Barfoot, 2020). En plus de ces deux techniques, il existe la
méthode d’amélioration par mutagénése utilisant I’irradiation aux rayonnements (X, gamma, etc.)
(AIEA, 2020). Les irradiations par les rayonnements provoquent des modifications (mutations) du
matériel génétique de I’espece qui peuvent se transmettre aux descendants de I’espéce irradiée pour
donner des lignées mutantes et utiles dans le processus de création variétale (Ma et al., 2021).
Ainsi, la technique de mutation induite par irradiation Gamma a fait ses preuves dans I’obtention
de nouvelles variétés de cultures a travers le monde (Asaré et al., 2017 ; Obraet al., 2019 ; Riviello-
Flores et al., 2022 ; Yasmin & Arulbalachandran, 2022 ; Thenuja et al., 2024).

En Cote d'Ivoire, les rayons gamma ont été largement utilisés comme agent mutagene dans le cadre
de programmes d'amélioration génétique végétale, grace au support technique de 1’Agence
Internationale d’Energie Atomique sur les principales cultures du pays. Il s’agit du riz pluvial
(Sangaré et al., 1984 ; Kouassi et al., 2005), du niébé (Kouassi et al., 2016 ; Kouassi & Zoro, 2018),
du manioc (Kouassi et al., 2012 ; Coulibaly et al., 2014), et du cocotier (Koffi et al., 2013), etc.
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En effet, I’action des rayonnements sur les organismes vivants est capable de provoquer des
modifications dans leur génome. Ces modifications peuvent engendrer de nouveaux génes capables
de donner des espéces végétales adaptées a diverses contraintes liées a leurs cultures (Katiyar et
al., 2022). Ainsi, les mutations provoquées par 1’exposition des semences de mais au rayonnement
gamma peuvent conduire a I’obtention de mutants pouvant tolérer de faibles quantités d’eau dans

le sol (Saibari et al., 2023).

C’est dans ce contexte que se situe cette étude qui a pour objectif général de contribuer a
I’amélioration de la production du mais en Céte d’Ivoire, par la création de lignées résistantes a la
sécheresse au moyen de la technique de mutation induite au rayonnement gamma. Plus

spécifiquement, il s’agissait de :

1) caractériser phénotypiquement de nouvelles lignées mutantes aprés leur création par
irradiation au rayonnement gamma ;

2) évaluer le potentiel de résistance a la sécheresse des lignées développées ;

3) évaluer la variabilite génétique des lignées potentiellement résistantes a 1’aide de marqueurs
ISSR.

Outre I’introduction et la conclusion suivie de quelques perspectives, le présent mémoire comprend
trois grandes parties. La premiére partie, présente les généralités, a savoir une synthese
bibliographique sur le mais et les outils de ’amélioration génétique des plantes. La deuxi¢me
partie, est consacrée au matériel et aux méthodes. Elle expose le matériel utilisé et décrit toute la
méthodologie appliquée afin d’atteindre les objectifs fixés. Les résultats générés seront présentés
et discutés dans la troisieme partie. Enfin, une liste des références scientifiques consultées est

présentée.



PREMIERE PARTIE :
GENERALITES



Généralités

1. GENERALITES SUR LE MAIS

1.1. Origine et distribution du mais

Le mais est cultivé en Amérique centrale depuis des milliers d’années (CIRAD-GRET, 2002).
Certains chercheurs ont affirmé que cette céréale aurait été domestiquée a partir de la téosinte locale
dans la région centrale du Mexique. L’évolution de la téosinte I’ancétre du mais, s’est faite de
maniére naturelle par des mutations génétiques, mais aussi, par 'homme grace a la sélection
massale pendant sa période de domestication (Piperno & Dolores, 2011). A partir du V™
millénaire avant notre ére, la culture du mais s’est étendue rapidement sur toutes les régions
tropicales et équatoriales de I’Amérique Centrale et de I’Amérique du Sud, avec des variétés
toujours présentes aujourd’hui. Les variétés de mais se sont ensuite répandues en Amérique du
Nord (Etats-Unis et au Canada) ou elles se sont adaptées aux zones tempérées (GNIS, 2015). Dés
le XVI¢siecle, les espagnols et les portugais, a travers le commerce triangulaire et la traite négriere,
ont introduit le mais en Afrique (Torrejon et al., 2013).

En Cote d’Ivoire, les foyers de production les plus importants sont formés initialement dans le
Nord, en pays sénoufo et au Nord-Ouest, en pays malinke. Resté trés longtemps secondaire en zone
de forét, le mais n’y a connu son essor qu’a partir des années 50, avec ’arrivée d’hommes
originaires du Nord. Depuis 1995, des champs de culture pure du mais couvrent de vastes étendues

a travers tout le pays (Sangare et al., 2009).
1.2. Position systéematique du mais

Le mais est une monocotylédone, appartenant a la famille des Poaceae. Il appartient a la tribu des
Maydaeou Tripsaceae et est subdivisée en huit genres. Cing parmi ces genres (Coix, Schleracine,
Polytoca, Chionacme et Trilobachne) sont originaires de 1’Asie et les trois autres (Euchlaena,
Tripsacum et Zea), de I’Amérique (Le Conte, 1950). Le genre Zea reste le plus exploité. Il renferme
aussi bien des espéces annuelles que pérennes, des formes sauvages telles que les téosintes et une
forme cultivée, Zea mays. Selon 1’une des classifications faites par Iltis et Doebley (Marchand et
al., 1997), I’espéce Zea mays regroupe quatre sous-espéces que sont : Zea mays subsp.
huehuetenangensis, Zea mays subsp. parviglumis, Zea mays subsp. Mexicana et Zea mays subsp.
mays (L.).

La nomenclature de Zea mays L., proposee par Cronquist (1981) se présente comme suit :
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1.3. Description de la plante de mais

1.3.1. Appareil végétatif

L’appareil végétatif de la plante (Figure 1), comporte des feuilles, une tige et des racines. Les
dimensions des feuilles varient de 10 cm de large @ 1 m de long. Elles sont lancéolées avec des
nervures linéaires et paralleles ainsi qu’une nervure principale évidente (Hoopen & Maiga, 2012).
Les feuilles sont alternes et varient de 8 a 40 en fonction de la variété et présentent chacune une
gaine embrassante possédant des poils courts au niveau de la bordure supérieure (Zoma, 2010). La
tige est longue de 1,5 a 3,5 m et présente un diameétre variant de 5 a 6 cm. Elle contient de la lignine
avec une moelle sucrée, comportant des nceuds et des entre-nceuds. Le systéme racinaire du mais
permet de puiser I’eau et les nutriments dans les couches superficielles du sol. 11 est de type
fasciculé, se forme a la base de la tige sur les nceuds enterrés et les noeuds aériens, dans une zone
ou les entre-nceuds sont trés courts (Karl, 2012). 1y a trois catégories de racines. D’abord, la racine
principale, formée a partir de la radicule avec de courtes ramifications. Ensuite, les racines
secondaires, situees dans la partie basale des entre-nceuds de la jeune tige. Enfin, les racines
d’ancrage, situées au-dessus du sol et qui apparaissent tardivement au niveau des premiers nceuds.
Les racines ont pour principale fonction, I’amélioration de la fixation ainsi que la stabilité de la
plante (Zoma, 2010).
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Figure 1: Plante de mais (Hoopen & Maiga, 2012)

1.3.2. Appareil reproducteur

Le mais est une plante monoique avec un gradient physiologique sexuel (Figure 2). Le caractére
sexuel male domine au sommet, sous une forme de panicule regroupant les fleurs méles. L’ appareil
reproducteur femelle se situe au tiers médian de la plante sous la forme d’un épi, constituant les
fleurs femelles (Zoma, 2010). L'inflorescence male est plus ou moins ramifiée. Sur chaque raceme
s'insérent par paire des épillets biflores. Chaque paire contient un épillet avec un pédicelle ageé et
un épillet sans pétiole. Chaque épillet est constitué de deux fleurs enroulées dans une paire de cing
glumes ciliées. Chacune de ces deux fleurs posséde trois etamines (Karl, 2012). Chaque pied
présente une a quatre inflorescences femelles, disposées a laisselle des feuilles. Chaque épi
contient une rafle sur laquelle les grains sont disposés en lignes verticales (Hoopen & Maiga, 2012).
L’épi est enveloppé par des spathes avec de longs stigmates au sommet appelés soies (Karl, 2012).
En général la viabilité du pollen est de 10 a 30 minutes, mais, selon Bomblies et al. (2005), elle
peut étre plus longue lorsque les conditions sont favorables. Le fruit du mais est un caryopse, ¢’est-
a-dire que le péricarpe soudeé a la graine (Karl, 2012). Les grains sont disposés selon les variétés,
sur 8 a 20 rangés verticales le long de la rafle. Les grains de mais existent sous plusieurs formes
(Figure 3) que sont : ratating, indenté, plat, arrondi, pointu et tres pointu, avec des couleurs variées :

blanc, jaune, roux, doré, violet, noir (Figure 4). lls peuvent avoir souvent des aspects lisses ou ridés.
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Un épi peut porter un nombre de grains variant de 300 a 1 000 avec une masse moyenne a maturité
de 150 a 330 g. Chaque grain comprend un embryon et un cotylédon formant le germe, d’un
albumen et d’une enveloppe rigide qui constitue une barriére a I’entrée des champignons et des

bactéries appelée péricarpe (Hoopen & Maiga, 2012).

PAIRE D’EPILLETS MALES BIFLORES

EPI PANICULE
OU INFLORESCENCE OU INFLORESCENCE
ad Structure
T ™ d'un épillet en fleur
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Figure 2: Appareils reproducteurs du mais (SEMAE, 2024)
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Figure 3: Différentes formes du grain de mais (IPGRI, 1991)
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Le mais, plante héliophile se cultive en savane comme en zone forestiére. Le climat de savane avec

une quantité annuelle de pluie allant de 800 a 1200 mm est le plus approprié a sa culture (Hoopen

& Maiga, 2012). Dans les basses et moyennes altitudes, les températures optimales pour le

développement harmonieux du mais tropical sont comprises entre 30 et 34 ° C. Elle est d’environ

21 ° C pour les hautes altitudes. La température minimale pour une bonne germination des grains

de mais est de 10 a 12 ° C. En dessous de 5 ° C, la germination devient impossible.

Les types de sols favorables a la culture du mais sont des sols profonds, bien structurés, riches en

éléments nutritifs, limons sablonneux, régulierement approvisionnés en eau avec un pH compris

entre 5,5 et 7 (CNRA, 2006).

1.5. Physiologie et développement de la plante

En raison de sa provenance tropicale, le mais possede un métabolisme spécifique qui lui permet

d'avoir un rendement plus élevée pour la réalisation de la photosynthése, c'est-a-dire la
transformation de I'énergie lumineuse en matiere organique (GNIS, 2015).
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Gréce a une photosynthese particuliére, le mais a un cycle de développement relativement court,
ce qui lui permet d’exploiter au mieux la lumiére et la chaleur. La croissance des feuilles de la
plante est remarquable car elle produit rapidement une grande quantité de matiere séche. Le
processus de développement du mais se divise en trois étapes bien distinctes (Figure 5),
caractérisées par la création d'un ou de plusieurs organes essentiels de la plante (GNIS, 2015). Ce

sont : les phases végétatives, de reproduction et de maturation.

1.5.1. Phase végétative

Le grain gonfle sous I'influence de ’humidité. Deux a trois jours aprés le semis, apparait la
radicule, puis la tigelle trois a quatre jours aprés semis. La levée dure en général huit a dix jours
apres le semis (Hoopen & Maiga, 2012). Les réserves de l'albumen sont utilisées pour la
germination du grain. Pour ce faire, la coléoptile perce le sol et émet les premiéres feuilles. A ce
moment, la tige et les feuilles s'étendent afin que le jeune plant devienne progressivement
autotrophe. Les racines du mais se développent également dans les couches superficielles du sol
afin de capter l'eau et les nutriments essentiels a la croissance de la plante (GNIS, 2015). La phase
de croissance varie selon les variétés, la température ambiante et 1’état d’humidité du sol. Trente a
trente-cing jours aprés semis, le mais atteint une hauteur 10 a 15 cm et 50 a 60 cm de hauteur apres

soixante jours (Hoopen & Maiga, 2012).

1.5.2. Phase de reproduction

La phase de reproduction consiste a la formation et au développement des organes reproducteurs
(GNIS, 2015). Des la fin de la phase végétative, I’inflorescence male apparait 45 a 95 jours selon
les variétés apres semis. Quelques jours apres, les inflorescences femelles sont prétes pour la

fécondation, soit cinq a huit jours apres I’apparition des inflorescences males (Hoopen & Maiga,

2012).

1.5.3. Phase de maturation

Le nombre définitif de grains sur la plante est déterminé dés la réalisation de la fécondation. Les
grains se développent quelgues semaines apres en accumulent des réserves d’amidon. Au cours de
ce développement, les grains passent par trois stades successifs : stade laiteux, stade pateux et stade
sec.

Au stade laiteux, le grain a atteint sa forme et ses dimensions définitives. Il peut étre de couleur

variée (jaune pale, violette, rouge ou blanche) et son contenu est laiteux. Ensuite au stade pateux,
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le grain s’écrase facilement, son taux d’humidité est compris entre 50 et 60 % (GNIS, 2015). La
teneur en matiére seche de la plante est alors voisine de 25 % ; les feuilles et les spathes sont vertes.
Ces différentes phases dépendent des variétés. Enfin au stade sec, ¢’est la maturation compléte. Le
grain a une humidité inférieure a 35 %, la teneur en matiere seche de la plante est supérieure a 45

%. La plante est entierement seche (Hoopen & Maiga, 2012).

PHASE DE DEVELOPPEMENT

PHASE VEGETATIVE PHASE DE REPRODUCTION DU GRAIN ET DE MATURATION
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<« « > | < > || < >

Figure 5: Différentes phases du développement du mais (SEMAE, 2024)

1.6. Récolte

Selon le go(t et son utilisation, les épis de mais peuvent étre récoltés frais ou secs. Les épis des
variétés a cycle court sont récoltés frais 60 a 75 jours apres semis et 76 a 110 jours apres semis
pour les variétés a cycle long. lls sont récoltés secs lorsque les spathes sont seches et que les grains
résistent aux rayures de I’ongle (CNRA, 2006). Plusieurs modes de stockages existent, mais, le
plus répandu est la conservation en greniers. Les épis se conserve le plus souvent en spathes, mais
aussi, en gerbes qui consiste a attacher les épis les uns aux autres de facon a pouvoir les accrocher
a un arbre (Akanvou et al., 2006).
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1.7 Activités post-récoltes

Il est essentiel de retirer les spathes afin de favoriser un séchage plus efficace. Les épis de mais
sont séchés sur des surfaces ouvertes, cimentées, sur des claies, sur des baches en plastique, sur des
séchoirs ou dans des cribs. Il est aussi recommandé d'orienter les cribs de maniere perpendiculaire
a la direction du vent afin de garantir une dessiccation optimale (CNRA, 2006). Il est nécessaire de
sécher les grains jusqu'a ce qu'ils atteignent une humidité de 12 %. Le traitement des récoltes
séchées avec de I'Actélic a 2 % DP (pyrimiphos-methyl) de 300 a 500 g pour 100 kg de grains
permet de prévenir les charancons. Le stockage s'effectue dans un endroit ventilé. On peut enfouir
les résidus de récolte dans le sol, les utiliser comme mulch ou les convertir en fumier ou compost
(Hoopen & Maiga, 2012).

1.8. Ravageurs et parasites du mais
1.8.1. Ravageurs

1.8.1.1. Mammiferes et oiseaux

Les cultures de mais sont principalement attaquées par les oiseaux juste apres semis, puis par les
mammiferes au cours de la croissance et de la maturation des fruits. Les oiseaux consomment les
grains semés et les grains matures sur les épis, tandis que les mammiféres consomment les jeunes
pousses et les fruits en maturation (Micaelo et al., 2023). 1l est difficile de protéger les cultures
contre ces attaques mécaniques. Les deux investissements majeurs a effectuer (garde et cloture)
sont peu rentables pour les petites surfaces et seuls les grands producteurs ont les ressources

nécessaires pour les mettre en place (Osipova et al., 2018).

1.8.1.2. Insectes

La productivité du mais n'est pas significativement affectée par les attaques d'insectes, car les
rotations de cultures limitent généralement le développement des populations d'insectes nuisibles.
Les principaux insectes qui s’attaquent aux pieds de mais sont le foreur rose africain (Sesamia
calamistis H.), le foreur africain du mais (Busseola fusca F.), I’altise du mais (Chaetocnema
pulicaria M.), le carabe du mais (Stenolophus lecontei C.) et les termites. Ils attaquent la plante au
niveau du collet et provoquent des desséchements (Kakou, 2011). Le principal insecte qui s’attaque
au stockage de mais est le charangon, notamment 1’espéce Sitophilus zeamais M. Les producteurs
utilisent principalement I'enfumage des greniers traditionnels pour lutter contre les insectes. Il est

plut6t performant pour conserver le mais pendant une période de stockage inférieure a 6 mois (N’da
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et al., 2022). Ces dernieres années, le ravageur le plus préoccupant est la chenille légionnaire
d’automne, Spodoptera frugiperda S., qui a été signalée pour la premiére fois en Afrique en 2016.
Cette chenille représente une menace sérieuse pour les cultures de mais, car elle peut causer des

dommages entrainant une réduction du rendement de 15 a 73 % (Makgoba et al., 2021).

1.8.2. Parasites

1.8.2.1. Plante parasite

En Céte d'lvoire, la Striga (Striga hermonthica B) peut constituer un probleme majeur, mais ses
conséquences peuvent étre facilement réduites en choisissant des semences résistantes et en

effectuant des rotations de cultures (Kostandini et al., 2015).

1.8.2.2. Rhizoctone du mais

Le rhizoctone du mais est causé par un champignon Rhizoctonia solani K. (forme sexuée de
Thanatephorus cucumeris D.). Les pertes de rendement dues a la pathologie sont directement liées
a l'intensite de la maladie et a la présence ou non de vers dans la parcelle. Elles peuvent, dans les
cas les plus graves, entrainer la perte de 30 % de la production. Le rhizoctone appréciant les
conditions d’humidité forte, un meilleur drainage de la parcelle peut étre un facteur limitant au
développement de ce pathogeéne. Dans les parcelles ou la présence de R. solani est avéree, il
convient d'adapter les rotations en y intégrant des plantes non-hétes du champignon (Arvalis,
2012).

1.8.2.3. Rouille commune du mais

Le champignon biotrophe (Puccinia sorghi K.) est le pathogene responsable de la rouille commune
du mais. Cependant, bien que son nom puisse laisser entendre, ce pathogéne ne s’attaque pas au
sorgho, mais se trouve uniquement sur le mais, les téosintes et les Tripsacum comme plantes hotes.
Les pertes de productivité sont directement associées a la nécrosassions de la surface des feuilles
par la rouille. Elles peuvent étre significatives, de ’ordre de 10 a 15 % en cas d'attaques précoces
et de forte pression. L’élimination des résidus permet d'éviter I'amorgage du cycle sexué de la
rouille. Le travail du sol n'est pas une solution majeure pour lutter contre la maladie. L'élimination
des repousses de mais ainsi que des plantes hdtes empéche P. sorghi de se maintenir de maniere
asexuee dans les parcelles et limite I'inoculum en début de culture. Actuellement, la lutte contre les
champignons se limite a la production de semences résistantes et le moyen le plus efficace pour

lutter contre la rouille demeure le choix de variétés (Arvalis, 2012).

15



Généralités

1.9. Méthodes de lutte contre les ravageurs et maladies

Un ensemble de techniques, de traitements chimiques et de pratiques culturales ont permis un
controle satisfaisant des maladies du mais. Cependant, comme l'avance Ristanovic (2001), le
recours aux ressources genétiques constitue une méthode plus rentable et moins nuisible pour
I'environnement. Cette idée est soutenue par Kostandini et al. (2015). Selon ce dernier les dégats
économiques connaissent une baisse significative avec l'utilisation de variétés résistantes. Les
variétés résistantes sont alors la voie de recherche privilégiée. Elles réagissent soit en combattant,
soit en atténuant ou encore en surmontant les atteintes de l'agent pathogéne grace a différents
mécanismes comme la pilosité, la rugosité, la tunique cireuse de ta tige et la sécrétion de substances

chimiques.

1.10. Variétés de mais en Cote d’Ivoire
En Cote d'lvoire, différentes varietes traditionnelles et améliorées sont utilisées pour la

production (Tableau I). La plupart du matériel amélioré est issu du CNRA.

Par ailleurs, le mais est utilisé aussi bien en alimentation humaine et animale qu’aux niveaux

thérapeutique et industriel

1.11. Alimentation humaine

Le mais est cultivé pour ses grains, riches en amidon (environ 63 %), qui constituent 1’aliment de
base de plusieurs populations (FAO, 1995). Il possede selon Jiménez et al. (2015), une valeur
énergétique semblable a celle des légumineuses séches. Dans le passé, il a constitué I'aliment
essentiel de toutes les civilisations précolombiennes. En Afrique subsaharienne et en Ameérique
latine, sa consommation demeure tres élevée dans les pays en développement. Cette céréale est une
composante essentielle du régime alimentaire des habitants des zones rurales en Cote d'lvoire, car
elle est utilisée dans différentes recettes. Le mais éclaté (pop-corn) est régulierement consomme en
grignotage. Les épis frais braisés ou bouillis sont le plus souvent consommeés en dehors des
principaux repas, en guise de friandises (Hongbete et al., 2017). En outre, le mais, qui est
transformé en farine, est cuisiné sous forme de bouillies, de galettes cuites ou encore sous une
forme plus compacte appelée "Kabatoh™ en malinké. On le déguste également sous forme de

couscous. Le tableau 11 expose certaines caractéristiques chimiques des grains de mais.
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Tableau I: Quelques variétés vulgarisées par le CNRA (CNRA, 2006 ; Irié, 2022)

Variétés Caractéristiques
Cycle de Couleur et Des Principales caractéristiques  Rendement
maturité Texture moyen
(jours) grains (t/ha)
EV99-MRP  Précoce (90-95) Blanc semi Tolérante a la sécheresse et a la 3-4
Semi-denté Striure
Riche en proteins
DMRESR-Y Précoce (90-95) Jaune, Tolérante a la Striure 3-4
corné/denté Tolérant au mildew
Riche en proteins
DMRESR-W Précoce (90-95) Blanc corné Tolérante a la Striure 3-4
Tolérant au mildew
Riche en proteins
MDJ Intermediarie  Jaune, corné Tolérante a la Striure et a la 3-4
(100-105) verse racinaire
Violet de Intermédiaire  Violet, Tolérante a la Striure et a la 2-3
Katiola (100-105) corné verse racinaire
GMRP-18 Intermédiaire  Jaune, denté Tolérante a la Striure, 3-4
(100-105) Riche en protéine
EV8728 Tardif Jaune, denté Tolérante a la Striure et a la 3-5
(105-110) verse racinaire
Obatampa  Tardif (105-110) Blanc, denté Tolérante a la Striure, 3-5
Riche en protéine
ACR97 TZL Tardif (105-110) Blanc, Tolérante a la Striure et a la 3-4

Complsyn

corné/denté

verse racinaire Tolérant a S.

hermonthica
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Tableau I1: Composition chimique des principales parties des grains de mais (Irié, 2022)

Composantes chimiques  Péricarpe (%) Albumen (%) Germe (%)
Protéines 3,7 8,0 18,4
Fibres brutes 86,7 2,7 8,8
Cendres 0,8 0,3 10,5
Amidon 7,3 87,6 8,3
Sucre 0,34 0,62 10,8

1.12. Alimentation animale

La plante entiere peut servir au bétail en tant que fourrage frais ou sec ou en tant qu'ensilage. Le
mais est une plante d'embouche, ce qui permet de nourrir plus rapidement les bovins et d'augmenter
la production de lait des vaches. Globalement, les deux tiers de la production de mais sont destinés
a l'alimentation animale, tandis que 27 % sont destinés a l'alimentation humaine, principalement a

travers les produits de la maiserie (Olaf et al., 2022).

1.13. Importance thérapeutique

Le mais offre une protection a lI'organisme en neutralisant les radicaux libres qui causent des
dommages cellulaires et/ou le cancer. Il peut étre utilisé pour apaiser la douleur et a des propriétés
analgésiques (Owoyele et al., 1990). Selon Alhaji et Saganuwan (2010), la pharmacopée
traditionnelle inclut différents styles d'inflorescence femelle (soies) en raison de leurs propriétés
cholagogues, diurétiques et antilithiasiques. Ils sont aussi employés afin d'améliorer la tension
artérielle, le bon fonctionnement du foie et la circulation biliaire. La soie de mais est principalement
riche en potassium, un diurétique puissant. Selon Lans (2006), les racines et les feuilles de mais

sont utilisées pour soigner les maladies d'estomac.

1.14. Importance industrielle

Le mais présente de nombreux avantages dans le domaine de I'agroalimentaire (Kenzy & Wabhaj,
2015). Les produits de la semoulerie sont utilisés dans certains produits alimentaires tels que les
céréales a petit déjeuner et la brasserie. L'extrait de germes de mais est employé dans les domaines
de l'alimentation humaine, pharmaceutique et cosmétique. Le mais est distillé pour produire des
boissons alcooliques tels que le gin, la biere, le whisky de mais (au moins 80 % de mais) et le
bourbon (de 51 a 79 %).
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1.15. Importance économique

La culture du mais en Cote d'lvoire est cruciale non seulement pour la sécurité alimentaire, mais
aussi pour le développement économique, la création d'emplois et la diversification des revenus
des agriculteurs. Elle joue un role clé dans la stabilité économique et sociale du pays (RONGEAD-
Chigata, 2014). En effet, la vente de mais constitue une source de revenus significative pour de
nombreux agriculteurs. Cela leur permet de subvenir a leurs besoins et d'améliorer leur qualité de
vie. En outre, la culture du mais génere également de nombreux emplois, non seulement pour les
agriculteurs, mais aussi pour les travailleurs saisonniers et les acteurs de la chaine de valeur tels
que ceux impliqués dans le transport, la transformation et la vente (Siené et al., 2020). Par ailleurs,
bien qu'il ne soit pas la principale culture d'exportation, le mais est exporté vers d'autres pays

voisins, ce qui contribue aux recettes d'exportation de la Cote d'Ivoire (N’da et al., 2016).
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2. CULTURE DU MAIS ET SECHERESSE

2.1. Culture du mais

La culture du mais en C6te d'lvoire est pratiquée dans toutes zones agro-écologiques du pays et est
essentielle pour la sécurité alimentaire, le développement économique et la création d'emplois. Elle
représente une part importante de l'agriculture ivoirienne et nécessite des efforts continus pour
surmonter les défis auxquels elle est confrontée. Par ailleurs, sa capacité a s'adapter a divers
environnements et a fournir des rendements élevés en fait une culture clé dans de nombreuses

régions du monde (Siené et al., 2020).

2.1. Notion de secheresse

Tardieu (1996), définit la sécheresse comme étant une période prolongée sans précipitation qui
entraine la réduction de la teneur en eau du sol et, ainsi, provoquer le déficit hydrique chez la plante.
Cette secheresse peut également étre définie, soit, en termes de statut de I’eau externe aux alentours
de la plante (sol, air), ou soit en terme de statut de I’eau interne dans les tissus. Ceci signifie qu’il
y a une balance négative entre I’offre ou la disponibilité en eau et la demande de la plante. La
majorité des agriculteurs dans les tropiques produit du mais dans des conditions pluviales et sont
vulnérables a la sécheresse. Bien que la sécheresse a toute étape de la croissance et du
développement des cultures affecte la production, le plus grand impact se produit autour de la
floraison (Sah et al., 2020).

2.2. Symptbémes de stress hydrique

Dans le cas de stress hydrique ou thermique séveéres, le délai entre 1’émission du grain de pollen et
I’émergence des soies (intervalle de floraison) augmente. Cette désynchronisation entraine une
faible quantité de grain de pollen viable au moment ou les soies sont réceptives, provoquant une
fécondation réduite (Verbraeken et al., 2021). Selon la période de stress, I’épi peut présenter une
bonne fécondation a la base et faible au sommet, ou une répartition dispersée des grains (Figure 6).
Tardieu (2006), mentionne que le statut hydrique de la plante passe progressivement par trois
principales phases, selon le développement du stress hydrique. Au cours de la phase initiale, la
transpiration et I’assimilation se déroulent comme si la plante disposait de I'eau a volonté. Cette
phase se poursuit jusqu’au moment ou le niveau d’absorption racinaire ne peut plus satisfaire la
demande climatique que subit le feuillage. La réserve utile du sol est alors épuisée a 50 %. Apres

ce seuil, la plante entre dans la seconde phase, au cours de laquelle la transpiration et I’assimilation
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sont réduites relativement au potentiel hydrique. La plante réagit de fagon dynamique au cours de
cette phase, pour rétablir I'équilibre entre la demande climatique et I'offre du sol, faisant intervenir
des mécanismes qui lui sont propres dont le développement du systeme racinaire, la régulation
stomatique et/ou I’ajustement osmotique.

Quand le déficit hydrique devient plus intense, alors la plante entre dans la troisieme et derniére
phase au cours de laquelle les stomates se ferment complétement, annulant toutes activités
photosynthétiques. Toutes les pertes hydriques de la plante se font alors a travers les voies non
stomatiques (cuticule). Il n'y a plus de gain de matiére seche, la respiration consomme les hydrates
de carbone stockés et la plante passe au stade de survie. La période de survie dépend du rythme de
la transpiration résiduelle et de la tolérance a la dessiccation des tissus vivants restants. Selon
Kabongo (2018), la croissance s’arréte avant qu’aucun abaissement notable ne soit perceptible dans
le contenu relatif en eau. Le premier effet du déficit hydrique est de réduire la vitesse de croissance
des cellules de la tige. Le déficit hydrique induit le dépdt de cire sur le limbe et la gaine de certaines
variétés de céréales. Ce dépot est d'autant plus marqué que l’environnement est plus sec.
L’inflorescence des céréales est relativement protégée de I’évaporation par des surfaces
protectrices comme une cuticule épaisse qui fait que le statut hydrique des inflorescences est
meilleur que celui des feuilles (Shepherd & Griffiths, 2006). Le déficit hydrique provoque la
réduction du nombre de grain par €pi, du nombre d’épis par plant, du poids moyen du grain, de
I’indice de récolte et du rendement en grain (Chenafi et al., 2006). Sous stress hydrique, la matiére
seche augmente progressivement, mais elle reste sous le seuil de 50 %, comparativement a
I'évolution de la matiére seche d’une plante non stressée. Cette réduction est assez conséquente
pour affecter significativement le rendement en grain (Bouzerzour & Benmahammed, 2009).

Le déficit hydrique affecte significativement les composantes du rendement. Le rapport poids des
racines/poids des tiges augmente chez les plantes exposees au déficit hydrique, a cause de la
croissance racinaire au détriment de la partie aérienne (Benmahammed et al., 2008). Parmi les
solutés, accumulés sous stress hydrique, on note une augmentation des sucres solubles, des acides
aminés comme la proline (Hussain, 2006).

Au plan physiologique, le stress hydrique, comme tout stress abiotique entraine la surproduction
d’espéces réactives de I’oxygeéne (ROS) tels que le superoxide (O2") et le peroxyde d'hydrogéne

(H202) chez les plantes. Les ROS, hautement réactives et toxiques, causent des dommages aux
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protéines, lipides, glucides et a I’ADN. Cela engendre un stress dit oxydatif ou stress oxydant. Le

stress oxydant peut causer des dégats souvent irréversibles pour la cellule (Sachdev et al., 2021).
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Figure 6: Conséquence du déficit hydrique pendant la floraison (Kabongo et al., 2016)

2.3. Mécanismes d'adaptation au déficit hydrique

Pour faire face au déficit hydrique, les plantes développent des stratégies adaptatives qui varient
selon I’espéce et des conditions du milieu qui peuvent étre 1’esquive, I’évitement et la tolérance
(Khan et al., 2018). La résistance d’un végétal a une contrainte hydrique peut se définir sur le plan
physiologique par sa capacité a réaliser un deéveloppement harmonieux et du point de vue
agronomique, par une production plus elevée que celle des plantes sensibles (Madhava et al., 2006).
De facon chronologique, le mécanisme de résistance débute par I’activation du ou des génes de
résistance, suivi de la synthese de molécules impliquées dans des réactions physiologiques et des

modifications morphologiques pour une adaptation a la sécheresse (Paes et al., 2022).

2.3.1. Activation des genes de résistance

Face au manque d’eau, la plante pergoit un stimulus qui engendre 1’émission de signaux. Ceux-Ci
sont transmis a ’intérieur de la cellule, déclenchant I’activation de genes codant des enzymes du
métabolisme secondaire pour synthétiser diverses molécules impliquées dans le processus

d’adaptation au stress hydrique (Amina, 2021).
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2.3.2. Molécules impliquées dans la limitation des pertes d’eau

2.3.2.1. Polyphénols

Les polyphénols, également connus sous le nom de « composés phénoliques » (Hennebelle et al.,
2004) ou polyhydroxyphénols, sont des produits chimiques organiques naturels. lls peuvent
également étre synthétisés. Ce sont des métabolites secondaires fabriqués a partir de certains
composés du métabolisme primaire tels que les sucres et les acides aminés. Selon Boizot &
Charpentier (2006), ces composés phénoliques sont naturellement impliqués dans de nombreux
processus physiologiques de la plante (croissance cellulaire, rhizogenese, germination des graines
et maturation des fruits). Selon Tsao (2010) se sont aussi de puissants antioxydants qui participent
aux réactions de défense de la plante face a différents stress biotiques (agents pathogénes, blessures,

symbiose) ou abiotiques (lumiere, rayonnements UV, température, carences, stress hydrique, etc.).

2.3.2.2. Sucres solubles

Les sucres solubles aident la plante faire face au stress. Lors d'un déficit hydrique, ils s'accumulent
dans les tissus des plantes, notamment chez les feuilles. Cette accumulation de sucres solubles est
une stratégie d'adaptation a la sécheresse, qui permet a la plante de maintenir la turgescence de ses
cellules (Chaib et al., 2015). Certains auteurs ont mis en evidence, au cours de leurs travaux,
I’accumulation de sucres solubles chez les plantes confrontées a un déficit hydrique (Déjardin et
al., 1999). Ainsi, Berka & Aid, (2009) ont montré des teneurs élevées en sucres solubles dans les

feuilles des plantes sous stress face a une réduction de la teneur relative en eau du sol.

2.3.2.3. Proline

La proline est un acide aminé qui fait partie des nombreux composés accumulés par les plantes en
réponse a un stress. Son accumulation est lI'une des manifestations les plus remarquables en
condition de stress hydrique ou salin (Spormann et al., 2023). Cette accumulation limite les effets
de ces stress en réalisant 1’ajustement du potentiel osmotique dans le cytoplasme et le maintien de
I'amélioration de la stabilité des membranes cellulaires (Alem & Amri, 2005). Selon Achour et al.
(2015), la proline est un excellent bio-détecteur de stress car son accumulation dans les feuilles, les
tiges et les racines est considérée comme une des réponses induites les plus répandues en cas de
stress. Outre son r6le osmotique, la proline permet aussi ’enroulement des feuilles, qui constitue
un mécanisme de réduction de la transpiration chez les plantes céréaliéres. Elle joue également

plusieurs réles dans le métabolisme de la cellule, dans la protection membranaire, dans la synthése
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des enzymes et favorise aussi la reprise des plantes aprés réhydratation (Dos Santos et al., 2022).
La capacité de son accumulation est souvent mise en évidence par plusieurs sélectionneurs et
physiologistes pour la sélection de génotypes résistants au déficit hydrique sur le blé dur (Quagliata
et al., 2023). Par ailleurs, il semble que I’accumulation de proline est un paramétre transmissible

génétiquement (Szabados & Savoure, 2010).

2.3.2.4. Teneur en chlorophylle

Les pigments chlorophylliens sont & la base de I’activité photosynthétique et toute augmentation
de production chez les plantes est due a une meilleure efficacité photosynthétique (Aissa et al.,
2014). On distingue plusieurs formes de chlorophylles (a, b, c, d et f) qui n’ont pas la méme
structure chimique. Les plus courantes sont les chlorophylles a et b.

Le rapport entre les pigments chlorophylliens a et b est considéré comme un bon marqueur de la
tolérance des plantes au stress hydrique (Nana et al., 2009). Lorsque les plantes sont soumises a un
déficit en eau, on observe généralement une diminution de leur teneur en chlorophylle, comme cela
a été demontré chez le blé dur (Bousba et al., 2009). La baisse de la teneur totale en chlorophylle
(Chl a+b) observée chez les plantes soumises a un stress hydrique s'explique principalement par
deux phénoménes liés. D’une part, la fermeture des stomates entraine une diminution de
I'absorption du CO2 nécessaire a la photosynthese. Cette carence en CO2 conduit a une production
accrue d'especes reactives de l'oxygene (ROS) dans les cellules. D’autre part, ces ROS en exceés
provoguent des dommages oxydatifs, notamment la dégradation des molécules de chlorophylle
(Bouchemal et al., 2018).

2.3.2.5. Proteéines

La synthése de protéines de défense fait partie des stratégies que les plantes ont développées pour
lutter contre leurs ennemis naturels et contre les stress environnementaux (Igbal et al., 2021). Ainsi,
ces protéines jouent un réle dans la réaction de la plante face au stress ; d’ou I’intérét de nombreux
chercheurs pour I’isolement et I’étude de ces molécules dans les travaux de résistance au stress
(Lopes et al., 2023).

2.3.2.6.1. Catalase
La catalase (CAT) est une enzyme antioxydante. Cette enzyme est considérée comme la source
majeure de protection contre le stress oxydatif (Ankita et al., 2019). Elle a la plus grande capacité

de piéger et décomposer rapidement le peroxyde d'hydrogene (H202) (Cecerska-Hery¢ et al.,
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2022). L’activité de la catalase est augmentée lorsque le niveau du stress oxydatif est élevé
(Ighodaro & Akinloye, 2018).

2.3.2.6.2. Ascorbate peroxydase

L’ascorbate peroxydase (APX) est une autre enzyme antioxydante chez les plantes. Elle permet de
lutter contre le stress oxydatif en réduisant le H.O2 en H20. Dans les chloroplastes, I'APX joue un
réle important dans les voies de signalisation du H20, (Gupta et al., 2023).

2.3.3. Réaction physiologique face au stress hydrique

La réaction physiologique de la plante vis-a-vis du stress hydrique se manifeste a travers la mise
en ceuvre d’une stratégie de tolérance du stress. Les mécanismes intervenant dans cette tolérance
permettent de diminuer la perte en eau et de maintenir un état de turgescence cellulaire favorable
au développement foliaire (Sorrells et al., 2000 ; Azzi & Khouai, 2020). Cette réduction des pertes
en eau s’opére par la fermeture stomatique, ce qui engendre une diminution de la transpiration et

une réduction de la photosynthése (Araus et al., 2003).

Par ailleurs, la réponse physiologique au stress hydrique se realise aussi par un ajustement
osmotique (Dos Santos et al., 2022). Cet ajustement osmotique constitue le processus majeur
permettant a la cellule de maintenir sa turgescence sous contrainte hydrique (Argentel-Martinez et
al., 2019). Elle est realisé grace a une accumulation des solutés conduisant a un maintien du
potentiel de turgescence. Les principaux composés impliqués dans la régulation osmotique sont
entre autres des acides organiques, des acides amineés tel que la proline, des sucres totaux et des

composes inorganiques (Sharma et al., 2019).

2.3.4. Modifications morphologiques pour limiter les pertes d’eau

Lorsque les plantes sont soumises a un stress di a la sécheresse, elles réagissent d'abord par des
modifications de leur forme extérieure qui sont consécutives aux activités génétiques et
physiologiques (Yang et al., 2021). L'effet le plus marquant de la perte d'eau est que la plante
pousse lentement. Chez I'ensemble des especes végétales, y compris celles réputées étre les plus
tolérantes au manque d'eau comme la luzerne, la fétuque ou le sorgho, un stress hydrigue entraine
une réduction immédiate de la croissance des organes aériens tels que les feuilles, les tiges, les
entre-nceuds et les ramifications (EI-Ramady et al., 2020). Selon la stratégie adaptative propre a
chaque espéce ou génotype, les plantes développent alors des modifications morphologiques dans
le but de :
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- augmenter leur capacité d'absorption d'eau

- diminuer leurs pertes en eau par transpiration

- optimiser la répartition des ressources entre les différents organes, limitant ainsi la
compétition pour les assimilas (Mouffok & Belhamra, 2020).
Des études ont montré que les plantes soumises a un stress abiotique peuvent s'adapter a des

facteurs environnementaux grace a la plasticité phénotypique (Dos Santos et al., 2023).
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3. AMELIORATION GENETIQUE DU MAIS

3.1. Notion d’amélioration génétique

L'amélioration génétique est le processus par lequel 'Homme modifie une espece végétale donnée
pour répondre a un objectif spécifique qui peut étre la résistance a un parasite ou a un stress ou
I’augmentation du rendement, etc... (Salgotra & Chauhan, 2023). L'amélioration génétique
consiste donc a créer de nouvelles variétés a partir de variétés existantes (Temesgen & Temesgen,
2024). Chez le mais, les programmes de sélection visent I’augmentation du rendement,
I’amélioration de la qualité du grain, 1I’élévation de la résistance aux maladies et aux ravageurs ainsi
que la tolérance aux facteurs d’environnement hostiles comme I’acidité et la sécheresse (Dossa et
al., 2023). 1l existe plusieurs méthodes d’amélioration dont les plus courantes sont : I’amélioration

classique, I’amélioration par transgénése et I’amélioration par mutation induite (mutagénese).

3.2. Amélioration classique du mais

L’amélioration classique est la stratégie la plus utilisée pour I’amélioration de la plupart des especes
vegétales cultivées (Shahiba et al., 2023). Dans le cas du mais, les méthodes d’amélioration
classique les plus utilisées sont : la sélection massale, la sélection "épi a la ligne", I’autofécondation

et I’hybridation, la sélection génealogique et la sélection récurrente.

3.2.1. Sélection massale

La sélection massale est la plus ancienne des méthodes de sélection utilisées en amélioration des
plantes. Elle consiste a choisir, au sein d'une population, des individus présentant les
caractéristiques phénotypiques les plus intéressantes. Les semences des plantes retenues sont
mélangeées et utilisées pour le cycle suivant. Le processus est répétitif. C’est une méthode efficace
pour des caracteres fortement héritables (Singh et al., 2024). Cette ancienne méthode est souvent
appliquée par les agriculteurs eux-mémes. C’est ainsi que les cultures de mais dans différentes
régions, notamment en Ameérique du Nord, ont été établies a partir d’individus choisis dans les
champs en fonction de critéres tels que I’aspect des plantes, les caractéristiques du grain, le délai
de maturité, etc. Ces choix ont entrainé la différenciation de formes locales adaptées a des

conditions particulieres (Mangani et al., 2023).
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3.2.2. Sélection “épi a la ligne”
La sélection “épi a la ligne” consiste a choisir les plantes désirées et de semer les graines recoltées
de celles-ci en ligne. Les graines des meilleures lignées sont choisies pour le cycle suivant. Aucun

croisement et aucune autofécondation n’interviennent (Turner, 2010).

3.2.3. Autofécondation

L’autofécondation est une technique réalisée par I’isolement des inflorescences suivi de leur
autopollinisation (Sukumaran et al., 2020). Le choix des pieds a autoféconder est basé sur des
critéres individuels tels la vigueur, I’aspect général et I’état sanitaire des plantes. L autofécondation
de plantes sélectionnées pendant plusieurs générations (5 ou 6) aboutit a des lignées les plus
homozygotes possibles qu’on appelle lignées consanguines, lignées stables ou lignées pures (Yan
etal., 2017).

Une lignée se definit comme un ensemble d’individus homozygotes pour les génes considerés,
identiques entre eux et identiques a leur parent (Begna, 2021). L’autofécondation chez le mais
favorise D’apparition d’homozygotes récessifs et de caracteres semi-létaux : deéficience
chlorophylienne, stérilité pollinique, malformations diverses. La sélection porte sur ces caracteres,
ainsi que sur la teneur en proteines et en matieres grasses, la précocité, la resistance a la verse et a
divers insectes et maladies (Warman, 2020). Cette technique est utilisée pour maintenir une souche

avec toute ses caractéristiques d’une génération a 1’autre.

Les lignées pures ainsi développées peuvent étre cultivées en parcelles isolées ou les pollinisations
se font entre individus de la méme lignee. Bien que les descendants soient homogenes, ils ne sont
pas parfaitement homozygotes : on les désigne comme des lignées épurées ou ‘inbred lines’ (Aliyi,
2017).

3.2.4. Hybridation

L’hybridation est un terme qui désigne le résultat d’un croisement. La création d’hybrides repose
sur I’obtention de lignées homozygotes par autofécondations successives, puis, sur le croisement
de ces lignées pour produire des F1 a forte vigueur hybride. Cette plus grande vigueur est attribuée

a un stimulus de développement physiologique appelée hétérosis (Labroo et al., 2021).

L’hybridation chez les plantes allogames comme le mais est principalement utilisée pour mettre a
profit I’hétérosis, tres fréquent chez ces plantes : le produit F1 d’un croisement entre deux plantes

différentes de mais a souvent plus de vigueur que les parents (Labroo et al., 2021).
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3.2.4.1. Création d’hybrides
Chez le mais, I’hybridation permet de développer trois types d’hybrides : hybride simple, hybride
trois voies et hybride double (Figure 7).
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Figure 7: Différents types d’hybrides (SEMAE, 2024)

3.2.4.1.1. Hybride simple
Le croisement de deux lignées pures permet d’obtenir une variété appelée hybride simple. La

variété ainsi obtenue est homogéne et 1’effet hétérosis obtenu peut étre maximale (Labroo et al.,

2021).

3.2.4.1.2. Hybride trois voies

L'hybride trois voies est obtenu en croisant un hybride simple avec une lignée pure. Dans cette
configuration, I'hybride simple est généralement choisi comme parent femelle afin d'assurer une
production de semences plus abondante. Comparé a I'hybride simple, I'hybride trois voies présente

une base génétique plus large (Lakore et al., 2023).
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3.2.4.1.3. Hybride double

Le croisement entre deux hybrides simples permet d'obtenir un hybride double. Cet hybride
présente des performances généralement inférieures et une plus grande hétérogénéité phénotypique
par rapport aux hybrides simples ou aux hybrides trois voies (Zemach et al., 2023). En effet,
I'nybride double cumule les diversités génétiques des deux hybrides simples parents, résultant en
une base genétique encore plus large que celle de I'hybride trois voies. Bien que cela puisse apporter
une certaine stabilité, cette forte diversité se traduit également par une plus grande variabilité des
caracteres d'intérét agronomique au sein de la population (Lakore et al., 2023).

3.2.4.2. Rétrocroisement

Le rétrocroisement sert a transférer un caractere particulier dans une variété qui ne le possede pas.
La descendance issue des back-cross successifs entre la variété receveuse et la variété donnant le
caractére est soumise a un criblage pour choisir les plantes possédant ce caractére. Celles-ci sont
recroisées avec la variété receveuse : c’est le rétrocroisement ou croisement de retour (Libberstedt
et al., 2021). Aprés plusieurs rétrocroisements (leur nombre sera d’autant plus élevé que I’on veut
se rapprocher de la forme de départ), on tend vers la variété de départ enrichie du caractére
recherché. Cette méthode peut étre utilisee pour transférer des caracteres monogéniques,
oligogéniques ou méme polygéniques pourvue qu’ils soient suffisamment héritables. Selon
Semagn et al. (2007), elle a été utilisee avec succes chez le mais pour transférer des résistances
(virose), des genes de qualité de grains (opaque-2, sweet, pop, etc.) et des geénes d’intérét

agronomique (nanisme, précocité) Le processus est résumé sur la figure 8.
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Figure 8: Schéma de I’introduction d’un caractére intéressant dans une lignée par
rétrocroisement (SEMAE, 2024)

3.2.5. Création de variétés synthétiques

Une variété synthétique est le résultat de croisement entre un certain nombre (4 a 10) de génotypes
préalablement testés. Elle est propageée apres pollinisation libre. Les génotypes sont testés pour leur
aptitude a la combinaison (Gebremedhin, 2015). Seuls sont utilisés pour produire la variété
synthétique, les génotypes qui donnent de bons résultats avec les autres. Les géniteurs choisis sont
conserveés sous forme de populations, de lignées ou de clones de fagon a permettre la reconstitution

chaque année du méme mélange (Daniel et al., 2021).

La procédure normale consiste a mélanger des quantités égales de semences des géniteurs choisis
(génotypes parentales) (Syn0) et a les planter. La pollinisation ouverte est autorisée. La
descendance obtenue est Synl. Celle-ci est distribuée en tant que variété synthétique ou peut étre
cultivée en isolation pendant une ou deux saisons supplémentaires (Yilmaz-Dizyaman et al.,
2022).
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Un avantage des variétés synthétiques est leur plasticité : comparées aux hybrides F1, elles sont en
effet, hétérogénes et peuvent s’adapter plus facilement a des régions ou les conditions de culture
différent localement ou varient beaucoup d’une région a I’autre. Les variétés synthétiques peuvent
aussi servir de réservoir pour conserver des génes intéressants (banque de génes) en vue de leur

sélection ultérieure (Gebremedhin, 2015).

3.2.6. Création de variétés ccomposites

Une variété composite est produite en mélangeant des semences de diverses composantes
(populations, lignées, hybrides, etc.) phénotypiquement remarquables et en encourageant la
pollinisation ouverte pour obtenir toutes les combinaisons possibles parmi les composantes
melangées. Les génotypes utilisés pour produire un composite sont rarement testés pour leur
aptitude de combinaison. Il n'est donc pas facile de prédire le rendement des variétés composites
(Guptaet al., 2023). La composition des composites peut varier selon les besoins envisagés. Ainsi,
le nombre d'entrées (ou composants) utilisees pour former un composite peut étre plus ou moins
élevé (Henseler & Schuberth, 2020). De ce fait, il a été créé des composites a bases tres variables.
C’est ainsi que chez le mais, le Centre international d'amélioration du mais et du blé (CIMMYT),
basé au Mexique, a mis au point une grande diversité de composites génétiques. D'un cote, le
CIMMYT a créé des composites mondiaux qui peuvent rassembler plusieurs milliers de
constituants différents. Ces "soupes génétiques” trés diversifiees ont pour but de constituer de
veritables réserves de genes. De l'autre c6té, le CIMMYT a également développé des composites
plus restreints, de nature thématique. Ceux-ci regroupent un nombre limité d'entrées, mais qui
partagent un géne d'intérét bien identifié (Taba, 2005). Entre les composites mondiaux a tres large
diversité génétique et les composites thématiques plus restreints, il existe toute une gamme
d'intermédiaires possibles (Camargo et al., 2023). Un composite représente en fait un pool de genes
(Masoni et al., 2019).

3.2.7. Selection généalogique

La sélection généalogique ou filiation en autofécondation débute par le croisement de deux plantes
dont les caractéres sont jugés intéressants et complémentaires. Lorsqu'on croise deux parents, les
plantes issues de ce croisement sont hétérozygotes pour un grand nombre de génes. Afin de réduire
ce niveau elevé d'hétérozygotie, ces plantes sont alors autofécondées. Cela permet de produire une

nouvelle génération de plantes avec un niveau d'hétérozygotie moindre. Le sélectionneur choisit
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alors les meilleurs individus parmi cette nouvelle génération. Ce cycle d'autofécondation suivi de
sélection est répété pendant 4 a 5 générations. A l'issue de ce processus, les plantes obtenues sont
ensuite autofécondées et testées pendant 4 a 5 générations supplémentaires. Cela permet finalement
d'obtenir des lignées fixées, c'est-a-dire génétiquement homogeénes (Begna, 2021).

3.2.8. Sélection récurrente

La sélection récurrente débute par le choix des plantes dans une population. Ces plantes sont
autofécondées et certaines sont encore éliminées en fonction de caracteres qui se manifestent plus
tardivement. Les semences récoltées sur les plantes choisies sont semées en ligne et les croisements

sont réalisés entre les lignes manuellement ou par pollinisation libre (Pang et al., 2017).

Les semences récoltées sur les différentes lignes sont mélangées a partie égale et semées. Une
population synthétique est obtenue. Un nouveau cycle de sélection peut étre entrepris dans cette
population. La population obtenue aprés quelques cycles (sélection suivie de croisement) de cette

sélection récurent sont destinées a produire des variétés synthétiques (Gebremedhin, 2015).

3.3. Amélioration par la biotechnologie
Le mais est une plante dont I’amélioration par les techniques de biotechnologie est des plus

avancées (Yassitepe et al., 2021).

3.3.1. Haplodiploidisation

L’haplodiploidisation est une technigue qui consiste a obtenir des plantes haploides (n) a partir des
organes males ou femelles, puis, a produire des plantes diploides par le doublement du stock
chromosomique. Cette technique est utilisée pour fixer plus rapidement le matériel génétique en
cours de sélection. Cette approche permet de produire des lignées pures en seulement une étape,
contre 7 a 8 générations nécessaires avec les méethodes classiques. Cela a pour effet de raccourcir
considérablement la durée d'un cycle de sélection, qui peut ainsi étre réduite de 3 a 4 ans (Jacquier
et al., 2020).

Le processus d'haplodiploidisation débute par le croisement de deux lignées parentales présentant
des caractéristiques intéressantes et complémentaires. Ce croisement produit la génération F1. Les
plantes de cette génération F1 sont toutes identiques, car issues du méme croisement. Elles servent
alors de plantes meres pour l'obtention de la phase haploide. Lors de la méiose qui se produit dans
ces plantes F1, les recombinaisons et la ségrégation des caractéres s'opérent, conformément aux

lois de Mendel. L’obtention des plantes haploides peut se faire par le prélevement de gamétophytes
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(haploides) sur les plantes de la F1, suivi de leur ensemencement et leur régenération (Bordes et
al., 1997).

Une autre approche pour obtenir des haploides est I'induction d'haploides in situ. Dans ce cas, les
plantes F1 issues du croisement initial sont a nouveau croisées, mais, cette fois avec un inducteur
spécial. Lors de cette fécondation, les chromosomes incompatibles du parent pollinisateur
(inducteur) sont naturellement rejetés (Jacquier et al., 2020). Il est également possible de
provoquer une fécondation anormale en utilisant du pollen dénaturé. Dans ces deux situations, le
résultat est le développement d'un embryon haploide, ne contenant que la moitié du matériel
génétique normal. Ces embryons haploides sont ensuite sauvés et mis en culture in vitro, sur des
milieux de culture spécifiques. Cela permet a lI'embryon de se développer et aux tissus de se
différencier, aboutissant finalement a I'obtention de plantes haploides (Rogo et al., 2023).

Aprés obtention des plantes haploides selon I'une ou ’autre de ces voies, un doublement des
chromosomes est réalisé par I’action d’un agent chimique telle que la colchicine. Les plantes
finalement obtenues par ce processus d'haplodiploidisation sont des diploides homozygotes. Cela
signifie qu'elles possedent deux copies identiques de chacun de leurs chromosomes et donc des
paires de genes ou dalleles identiques. Cette homozygotie est tres intéressante pour les
sélectionneurs, car elle permet d'obtenir des lignées pures, stables et reproductibles. Ces plantes
diploides homozygotes (dihaploides) sont ensuite acclimatées et la sélection se poursuit en serre et
au champ. Le sélectionneur évalue alors les différentes plantes en fonction des criteres
agronomiques et technologiques qu'il recherche (rendement, résistance aux maladies, qualité du
produit, etc.). Ce tri et cette évaluation sur le terrain permettent de sélectionner les meilleures
lignées, qui pourront ensuite étre multipliees et commercialisées. (Navarro-Alvarez et al., 2006 ;
Hooghvorst et al., 2021). Chez le mais, des lignées haploides doublées ont été obtenues aux Etats-
Unis et en France, et des hybrides entre lignées haploides doublées sont vulgarisés en Chine (Vijay
et al., 2019 ; Trindade, 2022).

3.3.2. Transgénese

La transgénese consiste a introduire, par les outils du génie génétique, un géne étranger dans une
cellule végétale afin de lui conférer un nouveau trait phénotypique (Kastler, 2017). L’origine
biologique des genes utilisés est trés diverse. Grace aux techniques de génie génétique, il est

désormais possible de transférer des genes provenant d'autres espéces végétales ou méme
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d'organismes comme les champignons et les bactéries. Cela permet d'élargir considérablement les
ressources génétiques disponibles pour la sélection. Les progres réalisés ces dernieres années dans
le domaine des biotechnologies permettent maintenant d'introduire non pas un seul géne, mais
plusieurs génes a la fois dans une méme plante (Gaufichon et al., 2010). Les génes transférés chez
le mais par la transgénese sont surtout des genes de résistance (herbicides, insectes, virus), mais
aussi, des genes de stérilité male. Dans ce cadre, les laboratoires Monsanto et Ciba Geigy ont
développé des lignées de mais Bt ayant regu un gene de résistance a la pyrale, provenant de Bacillus
thuringiensis (Liu et al., 2023).

3.4. Amélioration par mutation induite

La sélection par mutation, ou sélection par variation, est une approche qui consiste a induire des
modifications geénétiques aléatoires dans les plantes, afin de générer de nouveaux variants
génotypiques. Pour ce faire, I’on fait appel a différentes techniques, comme l'irradiation ou
I'utilisation de produits chimiques mutagénes (Holme et al., 2019 ; FAO/AIEA, 2020). La selection
par mutation est une approche qui a éte développeée des les années 1930. Son objectif est d'accélérer
la mise au point et la sélection de nouvelles caractéristiques agronomiques utiles chez les plantes.
Cette méthode se base sur le patrimoine génétique naturel des plantes. Elle imite le processus de
mutation spontanée qui se produit dans la nature, afin de générer une plus grande diversité

d'individus présentant des variations intéressantes (Anter, 2023).

3.4.1. Definition des mutations

Les mutations sont des changements héeréditaires qui se produisent dans le matériel génétique des
organismes vivants (Merlin, 2013). Les mutations sont a I’origine de la plupart des variations
génétiques et constituent le moteur de I’évolution. Il s’agit d’un processus naturel (mutation
spontanée) qui touche, de maniere spontanée les étres vivants, et qui se traduit par une altération
de leur matériel génétique, qui peut entrainer des modifications de leur organisme. Cependant, les
mutations peuvent étre provoquées (mutations induites) par des méthodes chimiques ou physiques,
pour obtenir des propriétés bénéfiques (Loewe & Hill, 2010). Ainsi, des agents mutagénes
chimiques ou physiques (Figure 9), sont utilisés pour induire artificiellement des modifications

héréditaires et bénéfiques dans le domaine de 1’agriculture.

Les agents mutagénes ont des actions aléatoires, c’est-a-dire qu’ils peuvent modifier n’importe

quelle partie du génome. Il existe une spécificité des agents mutagénes dans la mesure ou, pour un
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agent donné, certains changements de sequence sont privilégiés par rapport aux autres. C’est ainsi
que, pour sa supériorité de pénétrance, le rayonnement gamma est régulierement utilisé sur les

graines et d’autres types de germoplasme afin d’induire des caractéres nouveaux d’intérét
(FAO/AIEA, 2020).

Le processus de sélection par mutation se déroule en deux phases principales (FAO/AIEA, 2020).
- L'induction de mutations : des traitements d'irradiation ou lutilisation de produits
chimiques mutagénes sont appliqués aux plantes afin de générer des modifications génétiques
aléatoires.
- La sélection des mutants : parmi les nombreux individus mutants ainsi obtenus, les
sélectionneurs identifient et retiennent ceux qui présentent les caractéristiques d'intérét, comme de

meilleures performances agronomiques.

Mutagénes
|
I ]
Mutagénes Mutagénes
physiques chimigues
l
AN /
Radiations Rayonnements non Agents d'alkylation
o iani — ar exemple, gaz
ionisantes ionisants par P
exemple, rayons UV moutarde, SME, MMS
Rayonnement Analogues de base
—  particulaire par ex. — par exemple,
rayons alpha, etc. 5-chlorouracile
Rayonnements non Colorant a l'acridine
1 particulaires, par ex, — par exemple, acridine
Rayons X, rayons gamma orange, proflavine

Figure 9 : Mutagenes courants utilisés dans 1’induction de mutations de plantes (FAO/AIEA, 2020)
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3.4.2. Induction de mutations au rayonnement gamma

Plus de 70 % des variétés végétales mutantes qui ont été développées et diffusées ont été obtenues
grace a l'utilisation de mutagénes physiques. Depuis les années 1960, les rayons gamma sont
devenus l'agent mutageéne le plus fréquemment employé dans les programmes d'amélioration des
plantes par mutagenése (Li et al., 2019). Le rayonnement gamma est une onde électromagnétique
comme la lumiére visible ou les rayons X, mais, plus énergétique. 1l est généré par la désintégration
d’un noyau atomique. Les principales sources de rayons gamma sont les isotopes Cobalt-60 (60Co)
et Césium-137 (137Cs) (FAO/AIEA, 2020 ; Balakrishnan et al., 2021). L’exposition aux rayons
gamma peut causer des mutations génétiques. Comme tout mutagéne physique, le rayonnement
gamma entraine le plus souvent des délétions importantes d’ADN. Le degré de mutation dépend
du tissu ainsi que du dosage et de la durée de ’exposition (Du et al., 2022). Pour I’induction de
mutations au rayonnement gamma chez les végétaux, les graines, d’autres propagules (pollen, sport
ou bouture, etc.) ou des plantes entiéres sont exposées a une source de rayons gamma tel que le
Cobalt-60 pour irradiation. Lorsque les mutations génetiques induites par les traitements
mutageénes ne sont pas réparées par les mécanismes de réparation naturels des cellules, cela conduit

a l'obtention de mutations héréditaires (Riviello-Flores et al., 2022).

3.4.3. Sélection des mutants apres irradiation au rayon gamma

La découverte de la possibilité d'induire artificiellement des mutations a l'aide de mutagénes
constitue I'une des avancées les plus marquantes dans I'histoire de la genétique (Xin, 2023). Cette
capacité d'induire des modifications génétiques, ainsi que la détection des mutations résultantes,

sont devenues des éléments clés de la sélection par mutation.

Depuis plus de 70 ans, cet outil est largement utilisé par les phytogénéticiens pour accroitre la
diversité génétique des plantes cultivées. Ils peuvent ainsi identifier et sélectionner de nouvelles
lignées mutantes présentant des caractéristiques agronomiques améliorées, telles qu'une meilleure

productivité ou une résistance accrue aux stress (Riviello-Flores et al., 2022).

La sélection des mutants consiste a identifier parmi les plantes issues d'un traitement mutagene par
irradiation, celles qui présentent les caractéristiques améliorées recherchées. En effet, les mutations
se produisent a des fréquences trés faibles. Pour obtenir une propriété d'intérét, il est donc
nécessaire d'irradier un grand nombre de graines, de les semer, puis de réaliser des cycles successifs

de sélection et de multiplication sur plusieurs générations. Ce processus laborieux permet
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progressivement d'isoler les lignées végétales porteuses des mutations bénéfiques souhaitées,
comme une meilleure productivité ou une résistance accrue aux stress (Mullins et al., 2021). Pour
ce faire, les techniques de sélection conventionnelle comme la sélection généalogique ou d’autres,
peuvent étre utilisées. Au début du processus de sélection, il est important de ne pas confondre les
mutations avec des troubles physiologiques non héritables. En effet, ces troubles physiologiques
peuvent parfois présenter des phénotypes similaires a ceux induits par de véritables mutations
génétiques (Lundgvist et al., 2012). Ceci est particulierement important dans la détection de
mutants a la premiére génération de mutants (M1). En effet, des plantes M1 souffrent souvent de
désordres physiologiques dus aux traitements par les agents mutagénes. Aussi, la M1 ne doit pas
étre utilisée pour la sélection phénotypique des mutants. C’est la génération M2 qui doit étre la
premiere occasion pour la détection des mutants (FAO/AIEA, 2020). La figure 10, montre le
schéma de sélection des plantes par la mutation induite. Les variétés végétales obtenues par
sélection aprés irradiation sont toutes aussi saines que celles issues de selection conventionnelle.
L'irradiation elle-méme ne se transmet pas aux genérations suivantes de la plante irradiée. En effet,
le processus de mutagenese par irradiation ne laisse pas de traces dans le génome des mutants
sélectionnés. Seules les mutations bénéfiques sont conservées et transmises, sans qu'il y ait de
risque de transfert des effets de I'irradiation. Ainsi, les descendants des plantes irradiées ne sont
pas radioactifs (Ma et al., 2021).

Agent mutagéne

Semences de la variété

- »  Plantes méres Semences M2
originale

A 4

M1 l

e Ségrégation de la population M2
(Sélection des mutants)

e Ségrégation de la population M3
(Sélection des lignées)

e Multiplication des semences

A

e Tests multi-locaux

e M4 : Test d’homogénéité

: N

NOUVELLE (S) VARIETE (ES) Evaluation Hybridation

Figure 10: Schéma d’amélioration par la mutation induite (Yusuff et al., 2016)
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3.4.4. Contribution de la mutation induite a la sécurité alimentaire mondiale

La disponibilité d'une quantité suffisante de nourriture constitue 1’une des principales priorités des
gouvernants des pays en développement. L'usage de la mutagénése dans les programmes de
sélection des différentes cultures dans le monde entier a officiellement enregistré plus de 3 300
variétés mutantes au cours des 85 derniéres années (Ghanim, 2024). Une grande majorité des
variétés mutantes homologuées (céréales, légumineuses, plantes oléagineuses, racines et
tubercules, plantes ornementales) I'ont été dans les pays en développement, ce qui a eu un impact
économique positif. La sélection par mutagénése des plantes demeure un outil tres efficace pour
préserver et renforcer la sécurité alimentaire mondiale (Sarsu, 2021).

En Asie, plus de 60 % des variétés cultivées dérivent de mutations induites. La Chine, le Japon et
I'Inde sont les pays qui ont enregistré le plus grand nombre de variétés mutantes ayant un impact

sur la sécurité alimentaire (Ahloowalia, 2004 ; Sarsu, 2021).

En Europe, la recherche fondamentale sur les mutations a débuté a la fin des années 1920. La
sélection par mutagénese est devenue une méthode importante dans les programmes européens de
sélection végétale, ce qui a permis la création et la mise sur le marché de 959 variétés mutantes, en

particulier pour le blé et l'orge (Zakir, 2018).

Aux Etats-Unis, 139 variétés mutantes ont été développées. La premiére parmi ces variétés était le
riz semi-nain, 'Calrose 76', qui est issue de I’irradiation gamma et est officiellement diffusée depuis
1977 en Californie. Ce géne est transféré par la suite, par croisement a avec d'autres variétés et a
conduit au développement de 22 nouveaux cultivars de riz aux Etats-Unis, en Australie et en Egypte
(Rutger, 2009 ; Sarsu, 2021).

En Afrique, les variétés mutantes de riz semi-naines, 'Giza 176’ et 'Sakha 101', ont été homologuées
en Egypte au cours des années 1990, avec un rendement standard passant brusquement de 3,8 a 8,9
t/ha. De plus, la variété 'Giza 196" est cultivée en tant que variété principale avec un rendement de
10 t/ha (Kharkwal & Shu 2009). La technique de mutation induite a également été appliquée avec
succes aux plantes oléagineuses comestibles, telles que le sésame et le carthame. Ainsi, cing
variétés de sésame ont été développées avec un rendement élevé et une bonne qualité entre 1992
et 1996. Deux variétés de carthame ont été mises sur le marché en 2011, avec des rendements
élevés et riches en acide gras oléique. Ces variétés sont résistantes a la tache des feuilles et a la

maladie du charbon; contribuant ainsi a augmenter les revenus des agriculteurs du pays
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(FAO/IAEA, 2023). D’autres variétés mutantes tel que le manioc 'Tekbankye', au Ghana,
présentant une excellente qualité de cuisson, de pilage et tolérante au virus africain de la mosaique
du manioc, a été homologuée en 1997 (Oppong et al., 2021). En Namibie, quatre variétés de sorgho
et sept variétés de niébé avec des rendements supérieurs de 10 a 20 % a ceux des cultivars locaux
dans des conditions de sécheresse ont été distribuées aux agriculteurs (Horn et al., 2018). Au
Soudan, la sélection par mutation induite a abouti au développement d'une variété de banane «
Albeely » a haut potentiel de rendement. De plus, une variété d'arachide tolérante a la secheresse,
« Tafra-1 », a été mise sur le marché en 2018, pour les agriculteurs, ce qui a permis d'ameliorer

leurs moyens de subsistance et d'augmenter les exportations du pays (Abdalla et al., 2018).

En Cdte-d'lvoire, la sélection par mutagénése a débuté dans les années 1970 sur le café en utilisant
la mutation chimique pour créer des tétraploides et des doubles haploides afin de faire des
croisements inter-especes entre Coffea Arabica L. et Coffea canephora. Ces travaux ont conduit
au développement de nouvelles espéces appelées C. arabusta (Capot. 1972). Plus recemment, le
Centre national de recherche agronomique (CNRA), en collaboration avec I'AIEA, a lancé un
programme de sélection de mutations sur I'igname, le manioc et le plantain par usage de rayons

gamma (Sarsu, 2021).
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4. CARACTERISATION DES RESSOURCES PHYTOGENETIQUES

4.1. Notion diversité génétique

La diversité génétique fait référence a la variation qui existe au niveau des génes chez un individu,
une population, une espéce ou une communauté (Parizeau, 1997). En d'autres termes, elle
représente le degré de similarité ou de différence dans la composition génétique. Cette diversité
génétique constitue le fondement méme de la biodiversité. Elle est extrémement importante car elle
représente le matériel de base sur lequel peut travailler le sélectionneur pour developper de
nouvelles variétés. De plus, la diversité génétique peut étre considérée comme une forme
d'assurance, permettant aux organismes de s'adapter a de nouvelles conditions environnementales
(Lewin, 1992).

4.2. Etude de diversité

L'utilisation efficace de la diversité génétique dans les programmes d'amélioration végétale passe
nécessairement par son évaluation et le choix du type de marqueur le plus adapte pour la mesurer
(De Vienne, 1998). Les différentes méthodes d'analyse de la diversité se basent sur l'utilisation de
marqueurs qui renseignent sur le niveau de polymorphisme génétique. Trois principales catégories
de marqueurs sont largement employées a cette fin : les marqueurs morphologiques, biochimiques
et moléculaires. Ces marqueurs permettent de caractériser les individus et de connaitre leur niveau
de diversité genétique. Ils servent ainsi de base pour classer et différencier les organismes lors des

analyses (Kumar et al., 2022).

4.2.1. Marqgueurs morphologiques

Les marqueurs morphologiques font partie des premiers outils utilisés pour étudier la diversité
génétique (Yasui, 2020). Ils se basent sur les caractéristiques phénotypiques des individus, comme
le cycle de maturation, le rythme de croissance, la forme des feuilles, la pilosité, etc. (Stavridou et
al., 2021). Ces marqueurs permettent de discriminer et de différencier les individus grace a leurs
traits morphologiques observables. Ils sont relativement simples d'utilisation, peu colteux et
permettent d'examiner et de classer de grandes quantités de matériel génétique (FAO, 1995).
Malgré leur intérét pour les études de diversité genétique (Anderson et al., 2006), les marqueurs
morphologiques présentent certaines limites. Leur nombre est restreint, ils sont rarement
codominants, peu polymorphes et peuvent étre influencés par des facteurs

environnementaux (Matus & Hayes, 2002). Les marqueurs morphologiques ont servi a caractériser
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des génotypes de mais notamment en Cote d’Ivoire par N’da et al. (2023), au Togo par Agbodan
et al. (2020), Moussa et al. (2018) au Niger et Salami et al., (2020) au Bénin.

4.2.2. Marqueurs biochimiques

L'électrophorese sur gel a permis l'utilisation des marqueurs biochimiques, comme les allozymes,
qui révelent les variantes protéiques. Cette technique se base sur la migration différentielle des
protéines a travers un gel sous l'effet d'un champ électrique. La vitesse de migration dépend de la
conformation, du poids moléculaire et de la charge électrique globale des protéines. L'étude des
allozymes est devenue un outil standard pour analyser la variation biochimique et fournir une
premiere estimation non biaisée de la variabilité génétique (Harry, 2001). Ces marqueurs
permettent de mettre en évidence le polymorphisme de séquence de certaines protéines, reflétant
indirectement le polymorphisme des séquences d'/ADN qui les codent. Ils sont généralement
considérés comme neutres vis-a-vis des conditions environnementales (Ouazzani et al., 1993).
Cependant, les marqueurs protéiques ont pour principale limite de sous-estimer la variabilité
génétique observée (Pasteur et al., 1987). En effet, les protéines ne représentent que 5 a 20 % du
génome, correspondant aux régions codantes. Ainsi, I'information génétique révéelée par ce type de
marqueur ne concerne qu'une partie du génome, ne reflétant pas la totalité de I'information contenue
dans I'ADN.

4.2.3. Marqgueurs moléculaires

L'ADN, qui constitue les chromosomes, contient I'information génétique de chaque individu. Il est
composeé de quatre bases azotées : I'adénine (A), la thymine (T), la guanine (G) et la cytosine (C).
L'ordre spécifique de ces bases le long des chromosomes représente I'information génétique portée
par I'ADN (Minchin & Lodge, 2019). Il existe de multiples différences dans cet enchainement de
bases entre deux variétés, voire au sein d'une méme variété. Ces différences peuvent prendre la
forme de substitutions ponctuelles d'une base par une autre ou de Il'insertion d'un fragment d'ADN
a un endroit précis du chromosome (Hanson & Wolfe, 2017). L'utilisation de marqueurs
moléculaires permet de visualiser une ou plusieurs des différences nucléotidiques existant au
niveau de la molécule d'ADN (Figure 11). Les marqueurs moléculaires correspondent donc a ces
variations dans la séquence d'ADN, qu'elles se trouvent ou non dans des régions codantes.
Contrairement aux marqueurs biochimiques comme les allozymes, les marqueurs moléculaires

ciblent directement le polymorphisme de la séquence d'ADN elle-méme. lls révélent ainsi de
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maniére plus précise et complete la variabilité génétique présente au niveau du génome (Pespeni
et al., 2010).

Afin de révéler les empreintes génétiques de deux variétés, on commence par extraire I'ADN,
généralement a partir d'un échantillon de feuilles. On cible ensuite une ou plusieurs séquences
d'intérét au sein de cet ADN, et on les multiplie en millions de copies grace a la technique de PCR
(Polymerase Chain Reaction). Ensuite, ces séquences amplifiées sont soumises a une
électrophorése. Lors de ce processus, les molécules d'ADN se déplacent dans un gel sous
I'influence d'un courant électrique, a une vitesse dépendante de leur taille. Cela permet de mettre
en évidence les différences de taille entre les séquences de deux ou plusieurs variétés. Chaque
marqueur moléculaire va ainsi donner une empreinte génétique spécifique a chaque variété,
comparable a un code-barres permettant de les identifier. L'utilisation de ces marqueurs
moléculaires offre donc un moyen fiable, rapide et spécifique de caracteriser et de différencier les
génomes des différentes variétés (De Vienne, 1998). Contrairement aux caracteres phenotypiques,
qui peuvent étre influencés par des facteurs environnementaux, les marqueurs moléculaires
permettent d'éviter ces complications. Ils ciblent directement les variations au niveau de la
séquence d'ADN, offrant ainsi une évaluation plus fiable et plus précise de la variabilité génétique.
Cette propriété fait des marqueurs moléculaires des outils trés utiles pour I'étude et la sélection des
ressources génétiques dans les programmes d'amélioration végétale. Ils permettent d'accéder
directement a I'information génétique sous-jacente, sans les biais liés a I'expression phénotypique.
(Hasan et al., 2021).

Il existe plusieurs types de marqueurs moléculaires, correspondant a différentes techniques
d'analyse de I'ADN. Les plus connus sont : RAPD, RFLP, AFLP, SSR, ISSR et SNP.
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Figure 11: Principe général de I’utilisation des marqueurs moléculaires pour la comparaison
d’individus (SEMAE, 2024)

4.2.3.1. Random Amplified Polymorphic DNA ou amplification aléatoire d’ADN
polymorphe (RAPD)

Cette technique consiste a réaliser une amplification PCR avec des amorces d'environ 10 pb
définies de facon aléatoire. Si les deux sites d'hybridation sont suffisamment proches, alors
I'amplification PCR est possible. Une variation dans la séquence des sites entre individus sera
détectée par un polymorphisme du nombre et de la longueur des fragments d'’ADN amplifiés
(Williams et al., 1990). Si I'un des sites cibles est absent chez un autre individu, il n'y aura pas
d'amplification de la séquence correspondante lors du processus de marquage. Cela se traduira par

l'observation d'un polymorphisme de présence/absence du fragment amplifié. (Figure 12)
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Figure 12: Amplification aléatoire de I’ADN avec des amorces de séquence arbitraire
(SEMAE, 2024)

4.2.3.2. Restriction Fragment Length Polymorhisms ou Polymorphisme de la longueur des
Fragments de restrictions (RFLP)

La technique RFLP (Figure 13) correspond a I’identification de fragments particuliers, homologues
entre plusieurs individus grace a I'utilisation de sondes moléculaires. La particularité de la
technique RFLP réside dans le fait qu'une simple substitution d'une seule paire de bases dans la
séquence d'ADN peut suffire a empécher la reconnaissance et la coupure par I'enzyme de restriction
utilisée. C’est cette spécificité qui est utilisée pour la mise en évidence du polymorphisme. En effet,
la présence ou l'absence d'un site de reconnaissance pour une enzyme de restriction donnée dans la
séquence d'ADN entraine un polymorphisme de longueur des fragments générés apres la digestion
enzymatique. La technique RFLP présente un bon potentiel de transfert entre espéces, méme assez

éloignées (Santoni et al., 2000).
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Figure 13: Principe de la technique RFLP (SEMAE, 2024)

4.2.3.3. Amplified Fragment Length Polymorphism ou polymorphisme de longueur des
fragments amplifiés (AFLP)

La technique AFLP est basee sur la mise en évidence du polymorphisme de site de restriction et
d’hybridation aléatoires d’amorces. L’ADN purifi¢ est d’abord coupé par deux enzymes de
restriction (EcoRI et Msel). Elles ont la capacité de couper 'ADN au niveau de sites nucléotidiques
spécifiques, appelés sites de restriction. Ces sites de restriction sont généralement composés d’un
nombre pair de paires de bases, le plus souvent 4, 6 ou 8 paires de bases. Apres la digestion de
I'’ADN par les enzymes de restriction, des adaptateurs de séquence connue, d'une longueur comprise
entre 10 et 15 paires de bases, sont ajoutés aux extrémités cohésives des fragments d'’ADN générés.
Deux cycles successifs d’amplifications sélectives sont réalisés a 1’aide d’un couple d’amorce
(Figure 14). Le nombre de fragments amplifiés détermine le nombre de bandes produites en
fonction de la taille du génome. La techniqgue AFLP permet de révéler un polymorphisme de type

présence/absence (Vos et al.,, 1995). Cette technique est plus utilisée dans la réalisation des
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empreintes génétiques hautement informatives afin de comparer des génotypes géenétiquement tres

proches.
Individu A Digestion Individu B
de I’ADN par I'action
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Addition d’un adaptateur
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| ) ‘ B} .
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“ e
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Figure 14: Principe de la technique d’AFLP (SEMAE, 2024)
EcoRlI et Msel : enzymes de restriction PCR : Polymerase Chain Reaction

4.2.3.4. Simples Sequences Repeats ou microsatellites ou sequences simples répétées (SSR)

Un microsatellite ou SSR est une séquence d’ADN constituée de répétitions en tandem de motifs
mono, di, tri ou tétra nucléotidiques (Figure 15). Les plus courantes sont (A)n, (AT)n, (GA)n,
(GT)n, (TAT)n, (GATA)N, etc., la valeur de n pouvant aller de quelques unités a plusieurs dizaines.
De tels motifs sont tres abondants dans le génome des organismes eucaryotes. Chez les végétaux

supérieurs, les premieres estimations indiquent qu'il y aurait en moyenne un microsatellite di-
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nucléotidique tous les 30 a 100 kb (Morgante & Olivieria, 1993). Ce type de séquence d'ADN
constituée de courts motifs répétés, appelés microsatellites ou SSR, est trés fréquent dans les

génomes.

4.2.3.5. Inter Simple Sequence Repeat ou Séquences Inter-microsatellites (ISSR)

Parmi les différents types de marqueurs moléculaires disponibles, tels que les RFLP, AFLP, RAPD,
SSR, SNP et autres, les marqueurs ISSR présentent des avantages particuliers pour I'étude de la
diversité génétique. En effet, les marqueurs ISSR, basés sur lI'amplification des régions situées entre
les séquences microsatellites, se caractérisent par leur simplicit¢ de mise en ceuvre et leur cott
relativement faible comparé a d'autres approches moléculaires (Abdelazi et al., 2020 ; Hossain et
al., 2020). La technique ISSR, principalement développée par Zietkiewicz et al. (1994), repose sur
I'amplification par PCR des régions situées entre les séquences microsatellites. Contrairement aux
marqueurs SSR qui ciblent directement les motifs répétes des microsatellites, la technique ISSR
vise a amplifier les régions présentes entre ces répétitions microsatellites (illustrée dans la Figure
15). Dans cette approche, les amorces utilisées sont constituées d'une séquence de microsatellites,
et parfois d'une partie arbitraire en 5' ou en 3' (appelées amorces ancrées). Concretement, la
technique ISSR repose sur une simple réaction de PCR qui permet d'amplifier les fragments d'ADN
flanqués de régions microsatellites. Contrairement a l'utilisation d'amorces spécifiques ciblant les
séquences flanquantes des microsatellites, la méthode ISSR n'a pas besoin de connaitre
préalablement la séquence étudiée. Cela confere a cette technique I'avantage de pouvoir amplifier
un grand nombre de fragments d’ADN en une seule réaction PCR. De plus, les marqueurs ISSR se
sont révélés supérieurs aux marqueurs RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) en termes
de détection du polymorphisme génétique et de reproductibilité des résultats (Ye et al., 2008). La
technique d'amplification inter microsatellites (ISSR) est une méthode flexible qui peut étre utilisée
dans de nombreux domaines de la recherche génétique (Yin et al.,, 2002). Elle s'avére
particulierement utile pour les études de diversité génétique, de génétique des populations, de
taxonomie moléculaire, de recherche de mutants somatiques et de cartographie génétique. Jusqu'a
présent, les ISSR ont été largement employés dans I'étude de la diversité génétique d'especes
forestieres ou d'intérét agronomique, comme le mais. Dans ces contextes, les marqueurs ISSR ont
souvent été utilisés en complément a d'autres techniques moléculaires telles que les RAPD ou les
RFLP, ou bien pour réaliser des comparaisons entre différentes approches (El-Hosary & EI-Akkad,
2018 ; Soliman M et al., 2021).
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Figure 15: Fragment schématique d'’ADN présentant des microsatellites (SSR) et des régions inter
microsatellites (ISSR) (Tagu, 1999)

4.2.3.6. Single-Nucleotide Polymorphism ou polymorphisme nucléotidique unique (SNP)

Les SNP, ou polymorphismes de nucléotide unique, correspondent a des variations génétiques au
niveau d'un seul nucléotide dans la séquence d'ADN, entre différents individus d'une méme espéce.
Par exemple, un SNP peut correspondre au changement de la séquence simple brin AGGCTGA en
AGGTTGA (Santoni et al., 2000). Ces modifications ponctuelles sont en fait les mutations les plus
fréquentes dans le génome avec les petites insertions/délétions (Rafalski, 2002). Robert & Pelletier
(2018) ont montré que chez I’étre humain, elles se produisent en moyenne toutes les 100 a 300
bases. Les différents types de SNP sont les transitions (changement de A par T ou de G par C et
réciproquement) et les transversions (changement de A par G ou C ou de T par G ou C et

réciproquement).

La source principale de polymorphisme dans un génome est I'apparition de mutations ponctuelles
(Figure 16) qui modifient une seule paire de bases (Nordstrom et al., 2000). Lorsqu'une variation
d'un seul nucléotide atteint une fréquence d'au moins 1 % au sein d'une population, elle peut alors
étre utilisée comme marqueur genétique, et est alors qualifiée de SNP (Carlson et al., 2006). Ces
SNPs sont identifiés en compilant et en analysant les données de séquencage de I'ADN. lls peuvent
se situer aussi bien dans les régions codantes que non codantes du génome. Grace a I'évolution
constante des techniques de détection moléculaire, ces SNPs peuvent étre révélés par différentes
méthodes rapides, telles que la PCR, la spectrométrie de masse, les puces a ADN ou

I'électrophorese rapide (Kim & Misra, 2007).

Chez la gourde, quelques SNPs ont été détectés (Decker-Walters et al. 2001). Ces auteurs ont
montré que cette variation suggérait une introgression avec d’autres espéces ou peut-étre

I’existence de deux espéces parmi les accessions de Lagenaria sphaerica analysées.
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Figure 16 : Hlustration d'une substitution ponctuelle, « snip » ou SNP entre les sequences de
I’ADN 1 et 2 (Nickerson et al., 1997)
La molécule d’ADN 1 différe de la 2 par un seul nucléotide (polymorphisme C/T).
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1. SITE D’ETUDE

Cette étude a été conduite sur une parcelle expérimentale de I'Université Jean Lorougnon GUEDE
de la ville de Daloa (Figure 17). Cette ville est située dans le Centre-Ouest de la Cote d'lIvoire.
Daloa, chef-lieu de la région du Haut Sassandra, est situé a 140 Km de la capitale politique
Yamoussoukro. La végétation qui était constituée de forét dense a aujourd’hui disparu au profit
des différentes cultures de rente (Sangaré et al., 2009). Quant au relief, il est composé de sols de
type ferralitique. Par ailleurs, le département de Daloa est irrigué par le fleuve Sassandra et par son
affluent la “Lobo* dont les ramifications le D¢ et le Gore inondent I’ensemble de la région (Ligbhan
et al., 2009). Le climat de la région comporte quatre saisons dont la grande saison des pluies
marquée par des orages d’avril a mi-juillet, la petite saison seche, de mi-juillet a mi-septembre, la
petite saison des pluies, de mi-septembre a novembre et la grande saison seche, de décembre a
mars (Assi, 2023). Les saisons séches et humides alternent avec des températures variant de 24,65

°Ca 27,75 ° C en moyenne. Il tombe en moyenne 1317 mm de pluie par an (Yao et al., 2020).
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Figure 17: Carte présentant la ville de Daloa
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2. CREATION ET CARACTERISATION PHENOTYPIQUE DE LIGNEES MUTANTES
APRES IRRADIATION AU RAYONNEMENT GAMMA

2.1. Matériel

2.1.1. Matériel végétal

L'étude a éte réalisée a partir d’un materiel végétal constitué de plants de mais developpées a partir
de semences de la varieté EVV8728 irradiees aux rayonnements gamma aux doses 200 et 300 grays.
Cette irradiation a été faite au laboratoire de « Genetic and Plant Breeding » de 1’Agence
Internationale de I’Energie Atomique (AIEA) a Seibersdorf en Autriche. La variété EV8728 (non
irradiées), provient de la station du Centre National de Recherche Agronomique (CNRA) de
Ferkéssédoudou.

Le choix de cette variété a été guide par le fait que, lors des travaux préliminaires 1I’impliquant ainsi
que d’autres variétés améliorées obtenues du CNRA telles que MAATRZB-SR-C1-W, DMR-ESR-
W, GMRP18 et MDJ, elle a non seulement présenté une meilleure adaptation aux conditions

pédoclimatiques du Nord, mais aussi a été la plus favorable a I’irradiation au rayonnement gamma.

2.1.2. Matériel technique
La réalisation des travaux a nécessité I’'usage du matériel suivant :

v"un tracteur pour la mise a nu et le labour de la parcelle ;
un ruban-meétre de 50 m de long pour la délimitation de la parcelle ;
un ruban-meétre metallique pour la mesure de la hauteur des plantes ;
des dabas pour la réalisation des poquets de semis et le sarclage ;
un systéme d’arrosage goutte a goutte pour un apport régulier d’eau ;
un pied a coulisse pour la mesure du diameétre au collet des plantes ;

des enveloppes (grandes et petites) pour I’isolement des épis et des panicules ;

AN N N NN N

une balance électronique pour déterminer la masse des épis et des grains.
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2.2. Méthodes

2.2.1. Création des lignées par sélection généalogique

Apres irradiation des semences de la variété mere EV8728, celles-ci ont été semées. Les plantes
M1 (premiére génération mutante) issues de ces semences ont été autofécondées pour obtenir les
semences M2 (deuxieme génération). Une sélection phénotypique a été conduite sur les plantes
issues de ces semences M2 pour choisir les individus exhibant des caractéres différents du témoin
EV8728. Le processus de semis, suivi d’autofécondation-sélection a été répété jusqu’a 1’obtention

des lignées M5 (cinquieme génération).

Sous la conduite d’un expert délégué par I’ATEA, une sélection phénotype supplémentaire a été
réalisée parmi les lignées M5. Trois principaux criteres ont guidé cette sélection :
a) la couleur des graines : les différentes lignées ont d’abord été classifiées selon trois
principales couleurs. 11 s’agit des couleurs jaunes, rouge et blanche ;
b) le rendement des lignées: seules les lignées ayant une bonne production ont été
sélectionnées ;
c) P’homogénéité des épis : elle a été un critére primordial pour cette sélection car celle-ci

suppose la fixation de caracteres engendrés par I’irradiation.

En ce qui concerne le processus d’autopollinisation, la Figure 18 présente quelques étapes de sa
réalisation. Un mois apres le semis, un contrdle quotidien est réalisé afin de détecter I’apparition
des épis et I’émission de pollen. Dés I’apparition de 1’épi, celui-Ci est recouvert par une enveloppe
pour éviter ’exposition des futures soies (stigmates) a du pollen étranger. Dés apparition d’une
quantité importante de pollen sur la panicule, celle-ci est isolée par une grande enveloppe. Le
lendemain, entre 9 h-11 h, le pollen est récolté et délicatement versé sur les soies de 1’épi. L’épi est

a nouveau recouvert par la grande enveloppe et poursuit son développement jusqu’a la récolte.
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Figure 18: Quelques étapes de I’autopollinisation

A : Isolement de 1I’épi ; B : Isolement de la panicule ; C : Collecte de pollen ; D : Mise & nu des soies et pollinisation ;
E : Epi enveloppé aprés pollinisation
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2.2.2. Caractérisation phénotypique des lignées développées

2.2.2.1. Matériel végétal

La caractérisation phénotypique a porté sur 37 lignées mutantes essentiellement de couleur jaune,

choisies dans la population M5 sélectionnée (Tableau I11).

Tableau I11: Liste des lignées sélectionnées pour la caractérisation

Numéro Code Lignée
1 TO TO
2 S01 L1
3 S03 L2
4 S04 L3
5 S08 L4
6 S13 L5
7 S18 L6
8 S25 L7
9 S33 L8
10 S47 L9
11 S54 L10
12 S56 L11
13 S58 L12
14 S66 L13
15 S72 L14
16 S76B L15
17 S77 L16
18 S80 L17
19 S82 L18
20 S90 L19
21 S91 L20
22 S102 L21
23 S112 L22
24 S115 L23
25 S126 L24
26 S131 L25
27 S133 L26
28 S135 L27
29 S145 L28
30 S148A L29
31 S5148B L30
32 S159 L31
33 5168 L32
34 S180 L33
35 S189 L34
36 S193 L35
37 S195 L36
38 S197 L37
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2.2.2.2. Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental utilisé pour la réalisation de cette étude était celui de Fisher avec trois
blocs B1, B2 et B3 (Figure 19). La randomisation entre les lignées a été réalisée au moyen du
logiciel CropStat 7.2. Les blocs, distantes de deux métres, comptaient chacun 38 lignes (37 lignes
pour les 37 lignées et une ligne pour le témoin) séparées les unes des autres de 0,8 métres. Chaque
ligne comportait 12 poquets distantes de 0,4 métres. Au total, le dispositif comprenait 114 lignes
de 4,5 métres chacune.

2.2.2.3. Mise en place de la parcelle expérimentale

Avant l'installation du dispositif, la parcelle a d'abord été débarrassée de sa végétation, puis
labourée (Figure 20A). Un piquetage a d’abord été réalisé suivant le dispositif expérimental.
Ensuite, un systeme d’irrigation goutte a goutte a été installe (Figure 20B). Les poquets ont par la
suite été creusés (Figure 20C) et le semis (Figure 20D) a été réalisé en déposant trois graines dans
chaque poquet. Une cuillerée a café d’un mélange a volume égal de deux pesticides en poudre
(VYTAL 3G et PYRICAL 5G) a été ajoutée dans chaque poquet pour protéger les graines contre

les insectes et les mille-pattes du sol (Figure 20E). Enfin, les poquets ont été recouverts de terre.
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Figure 19: Schéma du dispositif expérimental

A : Disposition des blocs ; B : Schéma détaillé d’un bloc
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Figure 20: Différentes étapes de la mise en place de la parcelle

A : Labour de la parcelle ; B : Systéme d’irrigation installé ; C : Réalisation des poquets ; D : Semis ; E : Insecticide
déposé dans un poquet.

2.2.2.4. Entretien de la parcelle

Un entretien manuel régulier a permis de maintenir la parcelle et ses environs dans un état de
propreté. L’insecticide KAPAAS 80 EC a été utilisé par pulvérisation hebdomadaire, a la dose de
500 mL/ha pour lutter contre la chenille légionnaire d’automne (Spodoptera frugiperda). La
parcelle a bénéficié d'un apport régulier d'eau via un systéeme d'irrigation goutte-a-goutte, mis en

fonctionnement tous les deux jours pendant les tranches horaires les moins ensoleillées (7h-9h ou
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17h-19h), en évitant les jours de précipitations. Deux semaines aprés semis, un démariage a été

réalisé afin de laisser deux plantes par poquet.

2.2.2.5. Données collectées

La collecte des données a conserné 15 plantes prises au hasard sur chaque ligne, dans chaque
répétition, soit 45 plants évalués par lignée. Quinze descripteurs du mais homologués par I'TPGRI
(1991) ont eté utilisés. 1l s’agit de :

% Paramétres phénologiques

v' Délai de germination (DGer) : correspond au nombre de jours requis pour que 50 %
des graines ensemencées germent ;

v' Délai de floraison male (FOM) : c’est le temps (en jours) au bout duquel 50 % de la
panicule produit du pollen ;

v' Délai de floraison femelle (FoF) : ¢’est le temps (en jours) au bout duquel les soies

apparaissent ;
v’ Ecart a la floraison (ECF) : ¢’est I’intervalle de temps (en jours) entre les floraisons

male et femelle

% Parameétres de croissance et de developpement
Les parametres de croissance ont été déterminés a maturité et ont concerné :
v' Diamétre au collet (Diam) : c’est la mesure en millimétre du diamétre de la plante
au niveau du collet ;
v Hauteur de la plante (Haut) : indique la taille des plants en centimétres, depuis le
niveau du sol jusqu'a la base de la feuille paniculaire ;
v' Hauteur d’insertion de 1’épi (HIE) : elle correspond a la mesure en centimeétre du

niveau d’insertion de I’épi depuis le sol jusqu’a son nceud d’insertion ;

Quant aux parametres de croissance, ils ont essentiellement concerné :
v Taux de germination (TGer) : c’est le pourcentage des grains germés ;

v" Nombre de feuilles (NbF) : il s’agit du nombre total de feuilles sur chaque plante ;
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+ Parameétres de rendement
Ils ont été mesurés aprés séchage au soleil, avec un taux d’humidité autour de 14 %. Ce sont :

v' Longueur (LE) de I’épi : c’est la mesure en centimétre de la longueur 1I’épi
débarrassé de sa spathe ;

v Diameétre (DE) de I’épi : c¢’est la mesure en millimétre du diamétre médian de I’épi
débarrassé de sa spathe ;

v' Masse de I’épi (ME) : c'est la mesure en grammes de I'épi une fois débarrassé de sa
spathe ;

v Nombre de grains par épi (NGE) : c¢’est le nombre total de grains sur chaque épi ;

v' Masse de cent grains (P100G) : indique le poids en grammes d'un échantillon de
cent grains, prélevés sur chaque épi ;

v" Rendement en grains de chaque lignée : il s’agit du rendement en grains calculé

selon la formule ci-dessous :

Masse totale de la production (T
Rdt (T/ha) = P ) @

Surface cultivée (ha)

2.2.2.6. Analyses statistiques
Les données collectées sur le terrain ont d’abord été consignées dans un classeur avec Microsoft

Excel 2016 et analysées au moyen des logiciels SPSS 22.0 et R 3.6.3.

Le logiciel statistique SPSS a éte utilisé pour mener, d'une part, une analyse de variance (ANOVA)
a un facteur, avec la lignée comme variable indépendante. Cette analyse a permis de mettre en
exergue I’effet ou non de la lignée sur le parametre considéré en comparant les moyennes sous
I’hypothése nulle d’égalité de moyennes. En cas de différence significative (lorsque la valeur de la
probabilité p associée aux tests statistiques est inférieure a 0,05), le test post-hoc de Student-
Newman-Keuls, au seuil de 5 % a été realisé. Ce test a pour objectif de classifier les lignées en
fonction du parametre choisi. Ce logiciel, a d’autres part, servi a calculer les corrélations entre les

différentes variables mesuréees selon la méthode de Pearson afin d’apprécier le lien entre elles.

Le logiciel R a été utilisé pour conduire des analyses multivariées. La premiére analyse a consisté

a réaliser une Analyse en Composantes Principales (ACP) afin de structurer la diversité des lignées
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étudiées. Ainsi, le nombre de composantes a retenir pour cette analyse a été déterminé sur la base
des valeurs propres. En effet, selon Shah et al. (2018), les axes dont les valeurs propres sont

inférieures a 1 sont exclus.

La seconde analyse, une Classification Hiérarchique Ascendante (CHA) a permis de réaliser le
regroupement des lignées en différentes classes homogeénes, sur la base de leur distance

euclidienne.
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3. EVALUATION DU POTENTIEL DE RESISTANCE A LA SECHERESSE DES
LIGNEES DEVELOPPEES

3.1. Matériel

3.1.1. Matériel végétal

Le matériel végétal (Figure 21), ayant servi a la réalisation de cette étude a été constitué de 37
lignees développées et utilisées lors de la précédente étude. La variété mere EV8728 (non irradiée)
sensible a la sécheresse et deux variétés homologuées, Kabamanoj (T02) et VN10 (T03), résistantes

a la sécheresse ont servi de témoins.

Figure 21: Plantes des lignées de mais évaluées

3.1.2. Matériel technique
3.1.2.1. Matériel technique au champ

Le matériel utilisé au champ a été identique a celui ayant servi a mise en place du précédent essai.

3.1.2.2. Matériel technique au laboratoire
Le matériel suivant a été utilisé pour mener a bien cette étude :
v" une balance électronique (Kern, Allemagne), pour déterminer les différentes masses ;
des mortiers, pour broyer les échantillons de feuilles ;
un bain-marie (GFL, Allemagne), pour I’incubation des broyats;

un vortex (Hms-350, France), pour homogénéiser les solutions ;

NSRNERNEEN

une centrifugeuse (Labfreez, Chine), pour la séparation des phases des différentes broyats
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v"un spectrophotométre (Jenway, Royaume-Uni), pour la lecture des densités optiques ;
v un réfrigérateur (Liebherr, Allemagne) et un congélateur (Siemens, Allemagne) pour la

conservation des échantillons.

3.2. Méthodes

3.2.1. Dispositif expérimental et mise en place de la parcelle

Une parcelle de 1463,76 m? (68,4 m X 21,5 m) a été utilisée pour réaliser cette étude. Le dispositif
expérimental (Figure 22) était constitué de deux sous-parcelles A et B comportant chacune trois
bloc randomisés. Chaque bloc comportait 37 lignées et 3 témoins dont un sensible et 2 résistants a
la sécheresse. La sous-parcelle A a été soumise a un arrosage normal (depuis le semis jusqu’a la
récolte). Quant a sous-parcelle B, elle a normalement été arrosée jusqu’a 1’épiaison. En effet,
I’irrigation a été interrompue a partir de cette étape jusqu’a la récolte. Cette parcelle a servi de
parcelle test de résistance a la sécheresse. La randomisation de chaque bloc a encore été réalisée a
’aide du logiciel CropStat 7.2. Chaque bloc renfermait 40 lignes (37 lignes de lignées et 3 lignes
de témoins) de 4,4 m chacune. L’espacement entre deux lignes était de 0,8 m. Chaque ligne

comportait 12 poquets distants de 0,4 m. Au total 240 lignes ont été obtenues.

La mise en place de la parcelle, le semis ainsi que I’entretien des plantes ont été réalisés selon la

méthodologie décrite dans la premiére partie.
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Figure 22: Schéma du dispositif expérimental
A) Parcelle normalement arrosée ;
B) Parcelle test de résistance a la sécheresse
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3.2.3. Données collectées

Les données collectées ont porté des parametres physiologiques, biochimiques et agronomiques.
Les données physiologiques portaient essentiellement sur la densité et le degré d’ouverture des
stomates. Les composés biochimiques ont concerné les pigments chlorophylliens (chlorophylles a,
chlorophylles b et chlorophylles totales), les composés phénoliques, les sucres totaux, les protéines

totales, la proline ainsi que deux composés enzymatiques (1’ascorbate peroxydase et la catalase).

3.2.3.1. Détermination de la densité et du degré d’ouverture des stomates

Deux semaines apres I’interruption de I’irrigation au niveau la sous-parcelle B, des empreintes
stomatiques des feuilles sous paniculaires de chaque lignée, ont été prélevées pour déterminer le
nombre et le degré d’ouverture des stomates. Ce prélévement a porté sur trois plantes par lignée,

soit un total de 240 prelévements pour les deux sous-parcelles.

Les empreintes des stomates ont été prises selon la méthode décrite par Koffi et al. (2014). La face
supérieure de la feuille a d’abord été nettoyée a I'eau distillée et égouttée avec du papier buvard
(Figure 23A et 23B). Une partie de cette face a été ensuite recouverte d’une mince couche de vernis
aongle incolore, tout en évitant de recouvrir la nervure centrale (Figure 23C et 23D). Aprés séchage
de 15 a 20 minutes, le vernis est méticuleusement détaché a l'aide d'un ruban adhésif transparent,

puis, collé sur une lame de microscope préalablement étiquetée (Figure 23E et 23F).

Au laboratoire, chaque lame a été observée au moyen d’un microscope optique (Olympus, Japon)
muni d’une caméra numerique (Zeiss, Allemagne). Le nombre de stomates a été déterminée par
comptage au grossissement 10X puis, ramené a I’'unité de surface foliaire pour déterminer la densité
(DS) des stomates (Djinet et al., 2016).

La longueur et la largeur des stomates ont été mesurées au grossissement 40X a I’aide du logiciel
ImageJ. Le degré d’ouverture des stomates qui correspond a la surface des pores des stomates
(SPS) a €eté déterminee a partir de la formule de Kardel et al. (2010) :

SPS = (L*W*r) / 4 @

L : longueur des stomates ouvertes en mm ; W : largeur des stomates ouvertes en mm ; T = 3,14
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Figure 23: Quelques étapes du prélévement d’empreintes stomatiques

Application d’eau sur la feuille ; B) Nettoyage de la feuille ; C) Application du vernis ; D) Collage du ruban adhésif ;
E) Décollage du ruban adhésif ; F) Fixation du ruban sur la lame

3.2.3.2. Extraction et dosage des composés biochimiques
L’extraction et le dosage des composés biochimiques ont été réalisés sur des échantillons de feuilles
paniculaires, préleves par lignée, deux semaines aprées I’application du stress. Les échantillons

prélevés ont été conservés a -30 ° C jusqu’a ’extraction des COMposés.

3.2.3.2.1. Extraction et dosage des pigments chlorophylliens

L’extraction et le dosage des pigments chlorophylliens de chaque lignée ont été réalisés selon la
méthode de Lichtenthaler (1987). Une quantité de 0,1 g de feuilles fraiches a ét¢ mise dans un
volume de 10 mL d’acétone 95 %. L’ensemble a été par la suite conservé a ’obscurité a 4 ° C
pendant 48 heures. Un volume de 3 mL de cette solution a été ensuite prélevé pour la lecture de la
densité optique (DO) a 663 nm et a 647 nm. Le calcul des différentes concentrations a été effectué

selon les formules suivantes (Mackinney, 1941) :
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Chlorophylle a (ug/g MF) = 12,25*D0663 - 2,79*D0647 *(V/1000*m)
Chlorophylle b (ng/g MF) =21,5¥D0O647 - 5,10¥D0O663 *(V/1000*m) @
Chlorophylle totale (ng/g MF) = 7,15*D0O663 + 18,71*D0O647*(V/1000*m)

V : volume de solution prélevée pour la lecture de DO (3 mL dans notre cas) m : masse de feuille utilisée (0,1 dans
notre cas)

3.2.3.2.2. Extraction et dosage des composés phénoliques

L’extraction des composés phénoliques pour chaque lignée a été réalisée selon la méthode de
Kouakou (2009). Un échantillon de 500 mg de feuilles fraiches a été placé dans 10 mL de méthanol
96 %. Le mélange a été incubé a 1’obscurité pendant 10 h a 4 °© C. Aprés centrifugation a 5000
tours/min pendant 10 min, le surnageant obtenu a éte filtré sur une membrane Millipore (0,45 pm)

et a constitué I’extrait phénolique brut.

Le dosage des composés phenoliques a été réalisé selon la meéthode de Singh (2000). Pour ce faire,
0,5 mL du réactif de folin-ciocalteux a 5 N ont été ajoutés a 0,9 mL d’eau distillée. Le tout a été
additionné de 0,1 mL d’extrait phénolique. Le mélange a été agité, puis 1,5 mL de carbonate de
sodium a 17 % ont été ajoutés. Apres une incubation de 30 minutes a la tempeérature ambiante, la
DO de chaque solution a été lue au spectrophotométre a 765 nm. Le taux de phenols totaux a été
déterminé¢ a 1’aide d’une courbe d’étalonnage réalisée avec différentes concentrations d’une

solution mére d’acide gallique (200 pg/mL).

3.2.3.2.3. Extraction et dosage des sucres totaux

L’extraction des sucres totaux pour chaque lignée a été réalisée conformément au protocole
d’extraction des composés phénoliques. Leur dosage a cependant été réalisé selon la méthode de
Dubois et al. (1956) légerement modifiée et adaptée a notre matériel végétal. Une solution d’acide
sulfurique concentré (H2SO4) a permis de rompre les liaisons osidiques entre le D-glucose et le D-
65 fructose mettant en solution tous les sucres présents qui ont été par la suite révélés par le phénol.
Ainsi, 0,2 mL de phénol 5 % et 0,2 mL d’extrait phénolique ont été prélevés et placés dans un tube
a essai. Le mélange réactionnel a été complété a 1 mL avec de I’eau distillée auquel, 1 mL d’acide
sulfurique concentré (97 %) a été ajouté. La solution a été incubée pendant 5 min au bain bouillant,
puis refroidie a I’obscurité pendant 30 min. L’intensité de la coloration produite par la réaction a

¢té mesurée au spectrophotometre a la longueur d’onde de 490 nm contre un témoin ne contenant
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pas de sucres. La densité optique a été¢ convertie en quantité de sucres totaux, puis, exprimée en
ng.g! de feuilles fraiches grace a une droite d’étalonnage construite a partir d’une solution meére

de glucose.

3.2.3.2.4. Extraction et dosage des protéines

L’extraction et le dosage des protéines de chaque lignée ont été réalisés selon la méthode de
Bradford (1976). L’extraction des protéines a été réalisée a froid (sur glace). A cet effet, 500 mg
de feuilles fraiches ont été broyés en présence de 0,05 g de polivinylpirrolidone (PVP). Le broyage
a été réalisé en présence de 5 mL de solution tampon de phosphate de sodium 0,1 M a un pH de
7,9. Le broyat ainsi obtenu a été centrifugé a 10 000 tours/min pendant 30 min et le surnageant

obtenu a constitué I’extrait brut.

Pour le dosage, 5,1 mL de milieu réactionnel ont été utilisés. Ce milieu contient 0,1 mL d’extrait
brut et 5 mL de solution de bleu de coomassie. La préparation de la solution de bleu de Coomassie
a été réalisée selon la méthode suivante : 0,2 g de bleu de Coomassie a été dissout dans 10 mL
d’éthanol 95 % auxquels 20 mL d’acide orthophosphorique ont été ajoutés. Puis, le volume final a
été ajusté a 200 mL avec de I’eau distillée. Le mélange réactionnel a été incubé dans un bain de
glace a ’obscurité pendant 30 min. Ensuite, la teneur en protéine a été lue au spectrophotometre a
595 nm. Dans le tube témoin, I’extrait a été remplacé par le tampon phosphate. La solution de
Sérum Albumine Bovin (SAB) (250 pg.mL™) a servi de solution de protéine de référence et a
permis de tracer une courbe d’étalonnage. Le taux de protéine a été déterminé a I’aide de cette

courbe d’étalonnage, et a été exprimée en microgramme par gramme de matiére fraiche (pg.g™' de

feuille).

3.2.3.2.5. Extraction et dosage de la proline

L’extraction et le dosage de la proline de chaque lignée ont été réalisés selon la méthode de Dreir
& Goring (1974). Ainsi, 100 mg de feuilles fraiches ont été écrasées dans un volume de 3 mL de
méthanol a 40 %. L’ensemble a été chauffé au bain-marie a 85 ° C pendant 30 minutes. Apres
refroidissement dans de la glace fondante et centrifugation a 4000 tours pendant 10 mn, 1 mL du
surnageant a été prélevé. Un mL d’acide acétique glacial, 25 mg de ninhydrine et 1 mL d’un
mélange [ [120 mL d’eau distillée, 300 mL d’acide acétique (CH3COOH) et 80 mL d’acide
phosphorique (H3PO4)] ont été ajoutés. L’ensemble a été homogénéisé a I’aide d’un vortex et porté

a I’ébullition a 100 ° C, pendant 45 mn jusqu’au virage a la couleur rouge. Apres refroidissement,
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5 mL de toluéne ont été ajoutés a la solution suivie d’agitation puis laissée au repos pendant 30 mn.
Un volume de 3 mL du surnageant a été prélevé pour la lecture de la densité optique (DO) au

spectrophotométrie a 528 nm. Le calcul de la concentration (C) de la proline a été effectué selon la

C (mM/g MF) = DO / €xL @

€=0,9986 mM.L"!.cm™ ; L : Longueur du tube de spectrophotométre en cm

formule suivante :

3.2.3.2.6. Extraction et dosage des protéines enzymatiques
L’¢étude quantitative des enzymes a uniquement porté sur la catalase (CAT) et ’ascorbate

péroxydase (APX) qui sont des enzymes antioxydantes.

3.2.3.2.6.1. Extraction des protéines enzymatiques

L’extraction des enzymes de chaque lignée a été réalisée selon la méthode de Kouakou (2003).
Ainsi, 500 mg de feuilles fraiches ont été broyés dans 5 mL de tampon phosphate 0,1 M en présence
de 0,05 g de PVP. Cela permet de fixer les composés phenoliques sur des substrats. Au cours du
broyage, 0,1 mL d’une solution composée de 5 % de polyéthyléeneglycol 6000 (pour fixer les
polyphénols), de 0,25 % de thiosulfate de sodium (pour protéger les sites enzymatiques), de 15 %
de glycérol (pour la stabilité des systemes enzymatiques), de 1 mM d’EDTA (pour éviter I’action
inhibitrice des ions métalliques) et enfin de 15 mM de mercaptoéthanol (comme composeés
réducteurs pour prévenir les oxydations enzymatiques) ont éte utilisés. Apres centrifugation, a 5000

tours/min pendant 20 min, le surnageant obtenu a constitué 1’extrait brut d’enzymes.

3.2.3.2.6.2. Dosage de I’ascorbate peroxydase et de la catalase

Les activités de la catalase et de ’ascorbate peroxydase de chaque lignée de mais ont été
déterminées selon la méthode de Zhou ef al. (2003). Celle-ci a été modifiée et adaptée a notre
matériel végétal. Le dosage de l’ascorbate peroxydase a été réalis¢é avec 3 mL de volume
réactionnel comprenant 0,1 mL d’extrait enzymatique et 2,9 mL de solution ascorbique. L’activité
de I’ascorbate peroxydase a été lue au spectrophotometre a 290 nm contre un blanc réalisé avec le

tampon tris-HCI. L’activité a été exprimée en mol/min/g de matiere fraiche.

Le dosage de la catalase a été réalisé avec le méme milieu réactionnel dont 0,1 mL d’extrait

enzymatique, 1 mL de H2O2, et 1,9 mL de tampon Tris-HCI. Un essai témoin a été réalisé ou I’eau
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oxygénée (H20.) a été remplacée par le tampon Tris-HCI. L’activité de la catalase a été lue au
spectrophotomeétre a 240 nm et exprimée en mmol/min/g de matiére fraiche. Le coefficient

d’extinction molaire du produit formé a la longueur d’onde de 240 nm est égal 4 36.10° Mlcm™.

3.2.3.3. Détermination des parametres agronomiques

Sur le plan agronomique, les mesures ont essentiellement concerné le taux de senescence des
feuilles (TSF) et le rendement en grains des lignées (Rend). Le taux de senescence des feuilles
représentait le pourcentage de feuilles mortes des plantes de mais. Celui-ci a été déterminé suivant
une échelle allant de 1 a 10. Les lignées ayant la plus faible quantité de feuilles mortes ont été
codifiées 1 tandis que le code 10 a été attribué aux lignées avec le plus grand nombre de feuilles

mortes. Le rendement en grains des lignées a été déterminé selon la formule suivante :

Masse totale de la production (T
Rend (T/ha) = P M @

Surface cultivée (ha)

3.2.4. Analyses statistiques

Les données collectées ont été analysées au moyen des logiciels R.3.6.3 et SPSS 22.0. Le logiciel
SPSS a servi a réaliser une analyse de variance (ANOVA). En cas de significativité du test
ANOVA, le test de Student-Newman-Keuls utilisé en post ANOVA a été réalisé au seuil de 5 %
pour la classification des lignées en fonction du paramétre considéré. Par ailleurs, afin de tester
I’effet du stress sur les parameétres considerés, ledit logiciel a servi a réaliser le test t de Student au
seuil de probabilité 5 %. Le logiciel R a par ailleurs été utilisé pour une analyse en composantes
principales (ACP) en utilisant les descripteurs les plus discriminants et les facteurs générés ont

permis de structurer la diversité des lignées étudiées.
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4.

EVALUATION DE

LA VARIABILITE GENETIQUE

DES

POTENTIELLEMENT RESISTANTES A L’AIDE DE MARQUEURS ISSR

4.1. Matériel

4.1.1. Matériel végétal

Pour la réalisation de cette etude, le matériel végétal utilisé a été constitue de jeunes feuilles
prélevées sur des plantes des lignées potentiellement résistantes a la sécheresse, sélectionnées lors

du précédent chapitre. La variété mere EV8728 a servi de témoin.

4.1.2. Matériel technique

Cette étude a été possible grace a un ensemble de matériel dont ’essentiel est présenté par le tableau

V.
Tableau 1V: Matériel technique au laboratoire
N° Matériel Roéle
1 Verrerie classique de laboratoire Support pour les expériences
2  Lyophilisateur (Labfreez, Chine) Déshydratation des échantillons de feuilles
3 Balance électrique (Kern, Allemagne) Réaliser des pesées
4 Tissue Lyser (Qiagen, Pays-Bas) Broyage des feuilles
5 Micropipettes (Eppendorf, Allemagne) Prélevement avec précision des solutions
6 Bain-marie (GFL, Allemagne) Incuber les extraits
7 Vortex (IKA, Suéde) Homogénéiser les solutions
8 Etuve (Memmert, Allemagne) Séchage du matériel
9 Centrifugeuse (Labfreez, Chine) Séparer les constituants des extraits
10 NanoDrop (Thermo Scientific, USA) Quantifier I’ADN
11 Congélateur (Siemens, Allemagne), Conserver les divers extraits et produits
réfrigérateur (Liebherr, Allemagne)
12 Dispositif d’¢lectrophorése (Consort, Chine) Migration et séparation des bandes d’ADN
13 Plague magnétique chauffante (IKA, Suéde) Préparer les solutions
14 Trans-illuminateur photographique (Syngéne, Visualiser et photographier les bandes d’ADN
Canada)
15 Thermocycleur (Labnet International USA) Amplifier les fragments d’ADN
16 Distillateur (GFL, Allemagne) Distiller I’eau

LIGNEES
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4.2. Méthodes

4.2.1. Echantillonnage

Un mois apres le semis, des échantillons de feuilles ont été prelevés de maniere aléatoire sur 10
plantes par lignée. Chaque échantillon prélevé a été immédiatement placé dans une enveloppe et
conservé dans de la glace. L'ensemble des échantillons a ensuite été transporté au laboratoire et
stocké au congélateur a -80 ° C. Deux semaines plus tard, ces échantillons ont été lyophilisés
pendant 48 heures. Quelques étapes de cette phase sont présentées a la Figure 24.

Figure 24: Quelques étapes de I’échantillonnage

A : Plants de mais bons pour prélevement ; B : Prélevement d’échantillon de feuille ; C : Mise d’une feuille prélevée
dans une enveloppe ; D : Conservation au champ des échantillons dans de la glace pilée ; E: Conservation des
échantillons au laboratoire a - 80 ° C ; F : Lyophilisation des échantillons ; G : Feuille lyophilisée.
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4.2.2. Extraction d’ADN

L'extraction de I’ADN génomique a porte sur 5 plantes par lignée. Elle a été réalisée conforment
au protocole du kit Promega avec de Iégeres modifications. Ainsi, 50 mg de feuilles lyophilisées
ont été écrasées a I’aide d’un broyeur automatique (Tissue Lyser 1) dans des tubes Eppendorfs de
2 mL. Ensuite, 600 uL d’une solution de lyse des noyaux cellulaires ont été ajoutés. Aprés mélange
au vortex, une incubation a été réalisée au bain-marie a 65 ° C pendant 15 minutes. Suite a un
refroidissement pendant 5 minutes a température ambiante, 200 pLL d’une solution de précipitation
de protéines ont été ajoutés. L’ensemble a vigoureusement été vortexé puis centrifugé a 15 000 G
pendant 3 minutes. Un volume de 400 pL du surnagent a délicatement été transféré dans des
microtubes de 1,5 mL contenant chacun 600 pulL d’isopropanol. Le contenu de chaque tube a
délicatement été agité manuellement par renversement-redressement des tubes jusqu’a ce que la
pelote d’ADN soit visible. Une deuxieme centrifugation a été réalisée a 15 000 G pendant 1 minute.
Le surnageant a ¢té éliminé, et le culot représentant 'ADN a été soigneusement lavé (par
renversement-redressement) avec 600 pl d’éthanol 70 %. Puis, une troisiéme centrifugation sous
le méme programme que la seconde a eté realisée. Apres cette centrifugation, le surnageant a
ensuite été éliminé avec précaution. Les tubes ont ensuite été séchés a I'étuve pendant 15 minutes
a une température de 50 ° C. Une fois refroidis pendant 5 minutes sur le plan de travail, 50 pL
d'une solution de réhydratation ont été ajoutés dans chaque tube. L'ensemble a alors été laisseé sur
la paillasse toute la nuit afin de permettre la réhydratation de 'ADN obtenu. Le lendemain matin,
une digestion de I’ARN contenu dans chaque solution d’ADN a été réalisée par ajout de 2 uLL d’une
solution de RNase. L’ensemble a été incubé a 37 ° C pendant 30 minutes au bain-marie. Apres
refroidissement a la température ambiante, les extraits ont été stockés a 4 ° C au réfrigérateur
jusqu’a leur dosage le lendemain. Quelques étapes de ’extraction de I’ ADN sont présentées sur la
Figure 25.
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;\‘“” F ‘

Figure 25: Quelques étapes de I’extraction de I’ADN

A : Mise des échantillons au Tissue Lyser pou broyage ; B : Ajout de solution de lyse aux broyats ; C : Mélange des
échantillons par vortex ; D : Centrifugation ; E : Elimination des surnageants ; F : Précipitation de I’ADN

4.2.3. Evaluation de la quantité et de la qualité de ’ADN extrait

La concentration (ng/ul) et la pureté des différents extraits d’ADN ont été déterminées au moyen
d’un NanoDrop (Figure 26). En outre, une évaluation de la quantité et de la qualité de I’ADN a été
aussi réalisée sur gel d’agarose 1 %. Pour ce faire, 4 pL de chaque extrait d’ADN complémentés
de 6 pl de bleu de bromo-phénol ont eté déposes dans des puits sur un gel d’agarose a 1 %. Une
électrophorése a été ensuite réalisée pendant 30 minutes a 100 Volts dans du tampon TBE 0,5 X.

Le gel a finalement été visualisé et photographié au trans-illuminateur a UV.
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Figure 26: Utilisation du NanoDrop pour le dosage de I’ADN génomique

4.2.4. Amplification des fragments d’ADN par PCR (Réaction de Polymérisation en Chaine)
4.2.4.1. Préparation des solutions d’ADN a amplifier

Les extraits d'/ADN des différents individus d'une méme lignée ont été mélanges selon la méthode
du "Bulk DNA". Chague mélange a éte réalisé en prélevant 10 pL d'extrait d’ADN a 50 ng/ uL par
individu (Mefti & Bourzerzou, 2012). La méthode de « bulk DNA » a été utilisée pour la prise en
compte dans nos analyses, d’une éventuelle variabilité intra-lignée. Cette stratégie (Bulk DNA) est
largement utilisée pour I’évaluation de la variabilité chez les plantes (Reyes-Val et al., 2013 ;
Konan et al., 2020).

4.2.4.3. Réalisation de la PCR

La PCR a éte réalisée pour chague échantillon dans un volume réactionnel final de 15 pL. Ce
volume comprenait 3 pL de tampon PCR 5 X ; 1,5 uL de MgCl2a 25 mM ; 0,3 uL de dNTP a 10
mM ; 4 uLL d’amorce ISSR & 10 uM ; 0,08 pL de Taq polymérase 5 U ; 2 uL d’ADN a 50 ng/ pL

et 4,12 uL d’eau stérile. Cette réaction a été effectuée dans un Thermocycleur. Le programme de
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polymérisation utilisé consistait en une premiére étape de dénaturation initiale pendant 2 minutes
a 94 ° C ; suivie d’une seconde étape de 35 cycles comportant chacun une dénaturation a 94 ° C
pendant 30 secondes, une hybridation a la température d’hybridation de 1’amorce choisie pendant
45 secondes, une élongation pendant 2 minutes a 72 ° C et enfin une derniére étape d’élongation

finale pendant 5 minutes a 72 ° C.

La denaturation est la séparation des brins de I’ADN par chauffage (94 ° C) qui cause la rupture
des liaisons hydrogeénes. L’hybridation consiste en la fixation des amorces aux sites
complémentaires par refroidissement rapide. L’élongation est la synthése de nouveaux fragments
d’ADN grace a la Taq polymérase.

4.2.4.2. Choix des amorces

Pour réaliser la PCR, 10 amorces ISSR ont été selectionnées la base de leur bon profil
électrophorétique et le grand pourcentage de polymorphisme généré lors de travaux antérieurs (Ali
et al., 2011 ; Mahamoud & El-Mansy, 2012 ; Konan et al., 2020). Le tableau V présente les

caractéristiques des amorces utilisees.

Tableau V: Caractéristiques des amorces utilisées

N° Amorces Séquences T° d’hybridation
1 ISSR 7 5’-GTGGTGGTGGTGYC-3’ 57,9
2 ISSR 857 5’-ACACACACACACACACCG-3’ 57,7
3 ISSR Dat 5’-GAGAGAGAGAGAGAAC-3’ 44
4 ISSR N5 5’-GAAGAAGAAGAAGAARC-3’ 42,7
5 ISSR 17899A 5’-CACACACACACAAG-3’ 43,3
6 ISSR 807 5’-AGAGAGAGAGAGAGAGT-3’ 47
7 ISSR 887 5’-GCATCTTCTCTCTCTCTCTC-3” 47,9
8 ISSR 17899B  5’-GGCAACAACAACAACAA-3’ 48,8
9 ISSR 1 5’-CACTCCTCCTCCTCCTCC-3” 56,2
10 ISSR 844A 5’-GCCACACACACACAAC-3’ 51,5

4.2.4.4. Migration des fragments apres amplification
Les produits de PCR ou produits d’amplification ont fait 1’objet de migration dans une cuve a
électrophorése horizontale sur un gel d’agarose a 2 % (2 g d’agarose pour 100 mL de tampon TBE

0,5 X) auquel, 2 puL de bromure d’éthidium (BET) ont été ajoutés.
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Cette technique repose sur la séparation des fragments d’ADN en fonction de leur taille sous
I’action d’une tension ¢électrique. Pour ce faire, le contenu (produit PCR ou amplicon) de chaque
tube a été déposé dans chaque puits du gel a ’aide d’une micropipette ajustable. La migration a
ensuite été réalisée sous une tension électrique de 100 volts pendant 1 heure dans un tampon TBE
0,5 X.

4.2.4.5. Révélation des fragments amplifiés

Le gel a été placé dans le trans-illuminateur photographique sous lumiere ultraviolet (UV), aprés
migration, pour la révélation ainsi que la photographie des bandes d’ADN amplifiées. Cette
révélation a été possible grace au bromure d'éthidium (BET) qui avait été ajouté au gel d'agarose.
Le BET est un agent chimique qui s'intercale entre les bases azotées de I'ADN. Sous I'éclairage
UV, le BET incorporé a I'ADN devient fluorescent, permettant ainsi de visualiser les fragments
d’ADN amplifiés par PCR qui sont présents dans le gel.

4.2.4.6. Lecture des gels issus de I’électrophorése
La lecture visuelle des gels a permis de réaliser une matrice binaire de valeurs 0/1 traduisant
respectivement 1’absence/présence de bandes a chaque locus considére. Seules les bandes claires

et parfaitement visibles ont été considérées comme marqueurs ISSR.

4.3. Analyse statistique
Les logiciels GenALEX 6.5, FreeTree et TreeView ont servi a analyser les données moléculaires
recueillies. Le nombre total de bandes et le taux de polymorphisme ont été déterminés pour chacune

des amorces utilisées.

La diversité géenétique au sein des lignées étudiées a été estimée via le logiciel GenALex. En outre,
ce logiciel a permis de réaliser une analyse multivariée. Cette analyse a consisté en une Analyse en
Coordonnées Principales (PCoA) et a permis de visualiser les tendances de la distance génétique
entre les lignées étudiées. Cette PCoA a été basée sur les corrélations pour permettre la
transformation des variables ou marqueurs ISSR en axes ou variables synthétiques. Elle a
également permis de définir les marqueurs qui contribuent activement a la description de la
structuration de la variabilité et d’obtenir une projection des lignées en fonction de leur proximité.
Enfin, la matrice binaire réalisée a été analysée avec le logiciel FreeTree pour générer une matrice
de distance génétique présentant les coefficients de dissemblance (dissimilarité) de Jaccard entre

les différentes lignées selon les données des marqueurs ISSR.
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Une analyse typologique a été ensuite réalisée en utilisant la méthode du neighbor-joining avec le
logiciel FreeTree. Celle-ci a permis d’élaborer, grace au programme TreeView, un dendrogramme

mettant en relief la relation entre les lignées étudiées.
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Résultats et discussion

1. CARACTERISTIQUES PHENOTYPIQUE DE LIGNEES MUTANTES CREEES
APRES IRRADIATION AU RAYONNEMENT GAMMA

1.1. Résultats

1.1.1. Lignées mutantes produites

Suite a I’irradiation au rayonnement de la variété EV8728 et de la sélection généalogique pendant
5 générations, 264 lignées mutantes de mais ont été obtenues. Aprés sélection, dans cette
population de lignées, sous la supervision de I’expert de I’AIEA, 61 lignées ont été retenues dont
40 de couleur jaune, 15 de couleur rouge et 6 de couleur blanche. La Figure 27 présente quelques

épis des lignées retenues.

Figure 27: Quelques épis des lignées de la génération M5 sélectionnées
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1.1.2. Caractérisation phénotypique des lignées retenues

1.1.2.1. Variation des caractéres phénologiques

Le Tableau VI expose les moyennes des caractéres phénologiques en fonction des lignées étudiées.
L’analyse de ce tableau a indiqué un effet trés significatif (p-Value < 0,001) de la lignée sur les

traits, a I’exception du délai de germination.

Les délais de floraison male et femelle ont respectivement varié de 55,76 a 67,52 jours et de 55,10
a 67,28 jours apres semis. La lignée L21 a été la plus précoce avec des délais de floraison méle et
femelle respectifs de 55,76 et 55,10 jours tandis que la lignée L34 a été la plus tardive car ayant
libéré du pollen au bout 67,52 jours et émis des soies 67,28 jours aprés semis. La lignée L21 a été
plus précoce que le témoin TO (EV8728) qui a présenté des délais de floraison males et femelle
respectifs de 56,03 et 55,72 jours.

L’écart a la floraison (méle et femelle) a été faible dans I’ensemble de la population de mais étudiée

car ayant varié entre 0,18 (L9) et 4 jours (L30).

Tableau VI: Valeurs moyennes des parameétres phénologiques chez les lignées étudiées

LIGNEES Dger (JAS) FoM (JAS) FoF (JAS) EcF (JAS)
L1 5,33+0,5° 56,65:1,5 55,77+1,6° 0,87+1,0°
L2 5,33+0,5° 57,35+2,4° 56,41:+2,2" 0,94:1,0°
L3 5+0,0° 56,81+2,2° 55,37+1,4% 1,43+1,1°
L4 5,33+0,5° 63,04£2,3" 62,29+3,0™ 0,75£1,0°
L5 5,33+0,5° 61,84:4,6 60,5613, 7% 1,28+1,4¢%
L6 5,33+0,5° 62,29+1,3 59,65+1,3 2,63+1,6™
L7 5,33+0,5° 60+3,0" 58,4311, 6" 1,56+1,4"
L8 5,33+0,5° 57,761,0 56,62:1,4" 1,14+0,6%
L9 5,3340,5° 60,68+1,4 60,5+1,4 0,18+0,3°
L10 5,66+1,1° 60,26+2,7h 58+3,6¢ 2,26+1,4
L11 5,3340,5° 59,97+0,3" 59,47+0,6" 0,540,5
L12 5,3340,5° 57,41+1,9° 5742 0,410,6%
L13 5,3340,5° 60,27+1,9h 59,80+2,1! 0,4740,9°
L14 5,3340,5° 59,82+1,3" 58,2621,6' 1,55+0,9"
L15 5,33+0,5° 56,64:+1,1° 56,020, 7 0,62:0,8
L16 5,33+0,5° 57,48+1,5° 55,6116 1,88+1,19
L17 5,66:+0,5° 61,09:+1,01 60,2810,8 0,810,9°
L18 5,33+0,5° 60,70£2,3 58,81+1,29 1,88+1,5¢
L19 5,33+0,5° 58,4621,5° 57,161,5¢ 1,30+1,2¢
L20 5,3340,5° 56,92:+0,8 56,51+0,9 0,40£0,5%
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L21 5,33+0,5? 55,76+1,12 55,10+1,12 0,66+0,8°
L22 5,33+0,5? 59,62+1,99 59,17+1,99" 0,45+0,9°
L23 5,33+0,5? 57,47+2,0° 56,52+1,6% 0,95+0,9¢
L24 5,66+0,5° 57,69+1,6¢ 56,59+1,5% 1,09+1,0%
L25 5,66+0,5° 60,3+2,1N 59,6+1,5' 0,7+1,0°
L26 5,66+0,5° 56,81+1,8° 55,72+2,0° 1,09+0,9
L27 6+0,02 60,85+1,21 58,75+1,2g 2,09+1,9'
L28 5,33+0,5° 61,0541 5" 57,94+1 3¢ 3,10+1,5"
L29 5,33+0,5° 58,58+1,9 57,83+1,2¢ 0,75+0,8°
L30 5,33+0,5° 62,0540, 7K 58,05+1,0° 4+0,9°
L31 5,66+0,52 58+2,14 55,78+1,6° 22141 4
L32 6+1,0? 62,95+1,2™ 60,83+1,2' 21241 1
L33 6,33+0,52 60,5+1,3 58+1,0ef 2 5+1,4!
L34 5,66+1,12 67,52+2,1° 67,28+2,2° 0,24+0,72
L35 5,66+0,5° 61+1,5 59,8420 1,2+1,3¢
L36 6+1,0? 57,77+1,5¢ 56,58+1,9 1,19+1,2¢
L37 5,66+1,12 65,48+2 5" 63,51+3,3" 1,97+1,1"
TO 5,08+0,22 56,03+1,82% 55,72+1,3° 0,31+0,8?

F 0,66 60,31 54,06 16,37

P 0,918 < 0,001 < 0,001 < 0,001

DGer : délai de germination : ecr : Ecart a la floraison ; FoF : Floraison femelle ; FoM : Floraison méle ; JAS : Jours
aprées semis ; F : constante ou variable de test de Fisher ; p : probabilité associée au test ’ ANOVA un facteur ; les

moyennes affectées de lettres différentes sont significativement différentes (Test Student-Newman-Keuls, a 5 %).

1.1.2.2. Variation des parametres de croissance et de développement
L’évolution des valeurs moyennes des parameétres de croissance et de développement mesurés pour
I’ensemble des lignées de mais étudiées est présentée par le Tableau VII. Les résultats ont montré

une variation hautement significative (p < 0,001) pour chacun des parameétres étudiés.

Concernant les parametres de développement, toutes les lignées ont d’une part, présenté un bon
pouvoir germinatif avec des taux de germination supérieurs a 50 %. Avec 52,77 %, la lignée L24
a enregistré le plus faible taux ; tandis que les lignées L1, L2, L3, L10, L13, L15, L32, L19 et L36
ont donné les taux les plus élevés (supérieurs a 93 %). Le taux de germination enregistré chez le
témoin TO est de 89,58 %.

D’autre part, au niveau du nombre de feuilles, la plus faible valeur (16,8) a été observé chez la
lignée L20, et la plus forte valeur (21,93), chez la lignée L35. Le témoin TO a présenté en moyenne

18,41 feuilles par plante.
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Awu titre des parametres de croissance, pour le diametre au collet, la lignée L19 a présenté la plus
faible valeur (12,18 mm), alors que la plus grande valeur (19,81 mm) a été observée chez la lignée
L35. Dans I’ensemble, dix lignées ont présenté des diamétres au collet supérieurs a celui du témoin
TO (16,61 mm). Ce sont les lignées L5, L13, L15, L18, L22, L29, L31, L32, L33, L35 avec des

valeurs moyennes comprises entre 16,83 et 19,81 mm.

Considérant la hauteur des plantes et d’insertion de 1’épi, la lignée L36 a montré les valeurs les
plus faibles, avec respectivement 98,93 et 40,2 cm en moyenne. Les plus grandes plantes (196 cm)
avec les plus hauts niveaux d’insertion d’épis (102,13 cm) ont été observés chez la lignée L35. De
plus, la lignée L13 a affiché un haut niveau d’insertion d’épi avec 101,33 cm. Globalement, neuf
lignées ont présenté des plantes plus grandes que celles du témoin (165,47 cm). Il s’agissait des
lignées L5 (169,6 cm), L24 (172,13 cm), L15 (174,27 cm), L28 (176,57 cm), L13 (177,8 cm), L29
(178,25 cm), L26 (188,4 cm), L31(190,13 cm) et L35 (196,53 cm). De méme, les lignees L4
(85,07), L15(92,4), L24(95,8 cm), L28 (99,29 cm), L29 (85,88 cm) et L31 (89,33 cm) également

présenté des niveaux d’insertion d’épi supérieurs a celle du témoin.

Tableau VII: Valeurs moyennes des parametres de croissance et de développement chez les

lignées

LIGNEES Tger (%) NF Diam (mm)  HIE (cm) Haut (cm)
L1 96,29+3,2" 20+0,0™ 14,58+0,59  45,33+4,6%  121,53+8,7°
L2 95,37+4,2"  17,73+0,8° 14,81+2,1% 57,07+13,2° 122,13+13,2°
L3 93,51+4,2"  19,6%0,7 13,54+2,7°  76,33+14,7™  140,87+16,2°
L4 87,03+11,2° 19,26+1,2"  14,14+15° 8507+154"  1454+127
L5 87,96+4,2°  18,6+0,61  17,55+2,9" 81,53+12,1™  169,6+16,5'
L6 87,035,7° 18+1,0¢ 14,3241,9% 53,27+8,9¢  121,8+11,8°
L7 83,33+7,3° 20,73+2,1° 15,30+2,3" 71,87+16,4  147,93+15,8¢
L8 90,74+6,4%  18,6+0,9"  14,69+1,7%  68,27+11" 125,67+8,7
L9 86,11+21,6°  17+0,6a°  14,33+1,4% 57+8,6° 158,6+7,5'
L10 94,44+9.6" 18,86+0,99 13,35+1,9% 60,07+15,7¢" 152,13+22 5"
L11 84,25+10,5° 18,26+0,7°  16,08+1,5M 51,07£7° 128,2+8,8°
L12 86,11+5,5° 20+0,0™ 13,88+0,1° 58,67+20,6° 148,4+1,59
L13 93,51+11,2"  20+1,0M 17,37+1,5% 101,33+20,3"  177,8+11,2°
L14 77,77455%  17,93+1,3%  13,85+1,8° 49,73+12,4° 130,87+15,3«
L15 93,5145, 7"  19,4+0,9'  17,84+24™  924+11,3%  174,27+19,3™
L16 88,88+4,8"  19,46+1,6' 16,48+3,39 58,6+14° 143,2+28¢f
L17 90,74+3,29  19,26+1,0" 16,01+2,5™  55,87+9% 159,6+11,4"
L18 87,96+4,2° 18,66+1,09 16,83+1,2"  80,67+8,2"  160,53+8,6"
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L19 97,2240,0" 17,93+1,4% 12,18+1,2%  67,53%6,19  149,73+7,49
L20 87,96+8,4°  16,8+0,5% 13,7242  54.67+6,19  146,13+6,1f°
L21 79,62+18,9¢ 17,53+0,7°°  15,00+2,4° 60,87+14,2°" 131,53+17,7%
L22 81,48+9,7¢ 18+0,8¢ 18,07+2,1"  72,8+6,8 159,4+9,8
L23 87,96+4,2¢  19,4+1,2! 15,70+1  68,93+13,8" 147,27+15,79
L24 52,77+4,8%  19,88+1,0¢ 14,84+22%  0958+13,6"  172,13+11,8™
L25 61,11+2,7°  19,62+1,00  15,98+2f 66,47+9,9"  162,93+13,6'
L26 57,40+3,2% 1957+1,10  16,28+1,7% 79,67+15,1™ 188,4+17°
L27 62,03+8,0° 19,37+1,1" 15,96+2,1% 54,71+11,3% 138,29+14,8¢
L28 61,11+0,0° 19,93+1,1' 14,66+2,4% 9929+10,4° 176,57+18,5"
L29 63,88+2,7° 20,26+1,0" 17,95+1,8" 85,88+6,2°  178,25+14,8°
L30 69,92+1,9%  21,40+0,7° 1557+3,79  72,86+19K 160+29,7
L31 90,7445,79  19,26+1,2"  17,23+2,1]  89,33+12,5°  190,13+16,2¢
L32 94,44+4,.8"  19,73+0,9¢  19,10+1,8°  71,8+11,5 157,2+17,4M
L33 85,18+11,2¢ 17,4+1,2°  18,37+1,9° 70,6+11,5%  151,53+11,9"
L34 78,70+22,29 18,13+1,1%  14,07+2,2° 50,47+6,3  132,73+7,8%
L35 80,55+17,3¢ 21,93+0,7¢9 19,81+2,99 102,13+14,5' 196,53+27,8"
L36 97,22+2,7"  18,6+0,8 15,79+29 40,2+8,8? 98,93+15,42
L37 82,40+16,7¢ 19,53+0,9'  14,98+2,1° 54,33+18,2¢  110,07+9,8%
TO 89,58+7,39  18,41+1,2¢" 16,61+2,9" 78,17420,5™  165,47+19,2K
F 5,35 19,46 9,24 21,93 32,04
P < 0,001 <0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

Tger : Taux de germination ; NbF : Nombre de feuilles ; Diam : Diamétre au collet des plantes ; HIE : Hauteur
d’insertion de I’épi ; Haut : Hauteur de la plante ; F: constante ou variable de test de Fisher; p: probabilité associée au
test ’ANOVA un facteur; les moyennes affectées de lettres différentes sont significativement différentes (Test

Student-Newman-Keuls,a 5 %).

1.1.2.3. Variation des paramétres de rendement
Le Tableau V111 présente la variation des moyennes des parametres de rendement. Ce tableau révéle
un effet hautement significatif (p-Value < 0,001) de la lignée sur I’ensemble de ces composantes

du rendement.

Pour la masse de I’épis, une forte variation des moyennes a été observée. Ainsi, la lignée L9 a
produit des épis avec les plus faibles masses (27,2 g) tandis que les épis de la lignée L29 ont été les
plus lourds (122,3 g). Cependant, cette masse (122,3 g) bien qu’étant la plus élevée parmi la

population de lignées étudiée, demeure statistiguement identique a celle du témoin T0 (123,81 g).

La masse de 100 grains des lignées étudiées a également varié. La lignée L3 a donné la plus faible
masse de 100 grains (12,04 g). Les plus grandes masses de 100 grains ont été obtenues chez les
lignées L29 (31,41 g) et L14 (32,21 g). Par rapport au témoin TO (24,45 g), les lignées L1 (25,66
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g), L10 (27,78 g), L15 (29,31 g), L29 (31,41 g) et L14 (32,21 g) ont présenté des valeurs moyennes
supérieures a celle du témoin. Les lignées L12 (24,57 g), L31 (24,65 g) et L30 (24,8 g) ont présenté
des moyennes statistiquement identiques au témoin.

Quant au nombre de graines par épi, hormis la lignée L1, qui a donné une moyenne (431,59 graines)
statistiquement identique a celle du témoin TO (458,33), toutes les autres lignées ont enregistré des

nombres de graines par épi inférieurs a ceux du témoin.

Les ligneées L37 et L9 ont enregistré les rendements en grains les plus faibles avec les valeurs
respectives de 0,75 et 0,82 t/ha. La lignée L1 avec un rendement de 3,44 t/ha, statistiquement

identique a celui du témoin TO (3,45 t/ha) a été la plus productive des lignées.

Tableau VIII: Variation des parametres de rendement chez les lignées étudiées

LIGNEES ME (g) M100G (g) NGE Rend (t/ha)
L1 112,31+15,9¥ 25,66+3,7¢ 431,59+31,2! 3,44+0,4'
L2 53,76+6,8° 18,09+0,3b° 230,62+31,6¢ 1,30+0,1¢
L3 31,13+3,4% 12,04+0,82 247,76+42,8¢ 0,92+0,1%
L4 43,84+19,5° 18,99+5,0¢ 221,66+55,3° 1,35+0,6°
L5 83,82+5,99 20,16+0,4% 286,22+47,0° 1,80+0,3¢
L6 70,12+4,1% 21,02+1,4% 243,33+25,7¢ 1,59+0,1%
L7 78,14+18,5' 21,44+1,9% 272,35+45,3¢ 1,84+0,4¢
L8 53,33+4,9° 23,03+2,2% 237,82+8,3¢ 1,71+0,1¢
L9 27,2+4,92 21,01+1,4% 126,22+15,62 0,82+0,0?
L10 76,02+10,7¢ 27,78+3,6° 221,7546,4° 1,92+0,2¢
L11 62,00+14,1% 18,77+3,0° 288,82+64,0° 1,3340,7¢
L12 76,32+7,7¢ 24,57+0,5% 290,27+9,8° 2,22+0,19
L13 66,68+0,5¢ 15,98+1,3° 330,45+7,89 1,64+0,1%
L14 54,10+5,5¢ 32,21+22,7" 230,25+16,7¢ 2,23+1,4"
L15 107,68+11,3 29,3142, 2f 294,88+35,2¢ 2,6940,2!
L16 70,91424, 2% 18,14+1,1%¢ 286+61,9° 1,63+0,4%
L17 A4, 77+2,7° 18,72+0,4¢ 195,27+15,72° 1,14+0,0°
L18 84,91+8,09 22,9440, 7% 314,40+29,35" 2,25+0,1"
L19 40,36+5,0°° 12,51+1,7% 266,91+45,1¢ 1,03+0,1%
L20 42,80+2,3° 18,49+2,0° 205,78+40,0 1,17+0,1¢
L21 31,14+11,6% 13,33+1,5% 223,75+33,5¢ 0,93+0,2%
L22 67,65+5,1¢ 23,72+42,3% 292,65+12 4¢ 2,17+0,3f
L23 74,48+48,6° 20,69+1,0% 251,87+13,0¢ 1,63+0,1%
L24 73,5546,3¢ 17,28+2,4% 304,21+35,5° 1,66+0,4%
L25 59,21+11,0% 19,77+0,4% 160,41+18,5% 0,99+0,1°
L26 86,60+62,1" 22,71+1,1% 391,07+67,1" 2,7640,3
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L27 70,28+13,9% 20,30+0,7% 243,30+56,6¢ 1,55+0,4°
L28 74,54+14,4° 13,48+0,7% 312,33+42,0f 1,31+0,1¢
L29 122,33+13,5' 31,41+1,89 308,08+34,4 3,03+0,5%
L30 100,53+10,6' 24,80+1,8% 302,97+18,2¢ 2,34+0,0"
L31 76,00£7,9° 24,65+1,4% 246,04+19,0¢ 1,89+0,1¢
L32 55,97+3,5¢ 20,49+2, 3% 229,47+25,2¢ 1,45+0,0°
L33 59,49+3,4% 16,74+3,1°° 248,33+26,6¢ 1,28+0,1¢
L34 47,9542 7° 19,82+0,9% 186,88+3,2° 1,15+0,0°
L35 102,46+24,3' 22,99+1,2% 287,43+63,7¢ 2,05+0,3°
L36 56,40+3,5° 16,18+2,2° 241,16+36,2¢ 1,20+0,0°
L37 35,93+13,7° 13,04+0,6% 185,25+46,2° 0,75+0,12
TO 123,81+7,2 24,4544, 4% 458,33+66,2! 3,45+0,4'

F 8,96 4,32 9,6 10,09

P < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

Rend : Rendement en grains ; M100G : Masse de 100 grains ; ME : Masse de 1’épi ; NGE : Nombre de grains par
épi; F: constante ou variable de test de Fisher; p: probabilité associée au test ’ANOVA un facteur; les moyennes

affectées de lettres différentes sont significativement différentes (Test Student-Newman-Keuls,a 5 %).

1.1.3. Corrélation entre les caractéres étudiés et factorisabilité des données

La matrice de corrélation de Pearson des différents caracteres etudiés est rapportée dans le Tableau

IX. Des corrélations positives et tres significatives (r > 0,7) ont éte observees entre certains couples

de parametres. Il s’agissait des couples floraison male et femelle (r = 0,94), masse de 1’épi et

nombre grains par épi (r = 0,77), masse de 1’épi et rendement en grains des lignées (0,89),

rendement en grains des lignées et la masse de 100 grains (r = 0,76) ainsi que le nombre grains par

épi (0,81), la hauteur des plantes et le niveau d’insertion de 1’épi (r = 0,83).

Par ailleurs, I’indice KMO global pour la matrice (0,631) et le test de spheéricité de Bartlett

(361,699) présentés dans le tableau X sont significatifs (p = 0,000). Ces résultats confirment que

la matrice de données peut étre soumise a des analyses factorielles exploratoires.
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Tableau IX: Matrice de corrélation entre les variables mesurées

Tger FoM  FoF NbF ME MI100G NGE Rend Diam HIE Haut

Tger -
FoM -0,12 -
FoF -0,07 0,94 -
NbF -0,30 0,09 -0,01 -
ME -0,19 -0,23 -0,28 0,53 -
M100G -0,06 -0,11 -0,10 0,18 0,64 -
NGE -0,07 -042 -0,44 035 0,77 0,26 -
Rend -0,08 -0,35 -0,35 0,35 0,89 0,76 0,81 -
Diam -0,07 005 0,04 0,32 047 0,23 0,26 0,31 -
HIE -0,27 -0,06 -0,10 0,48 0,40 0,04 0,35 0,25 0,47 -
Haut -0,35 -0,08 -0,09 041 0,46 0,26 0,30 0,34 0,51 0,83 -

Tger : Taux de germination ; FoM : Floraison male ; FoF : Floraison femelle ; NbF : Nombre de feuilles ; ME :
Masse de 1’épi ; M100G : Masse de 100 grains ; NGE : Nombre de grains par épi ; Rend : Rendement en grains ;
Diam : Diamétre au collet des plantes ; HIE : Hauteur d’insertion de I’épi ; Haut : Hauteur de la plante.

Tableau X: Indice de KMO pour la matrice et test de Bartlett

Indice de Kaiser-Meyer-Olkin pour la mesure de la qualité 0,631
Test de spheéricité de Bartlett ~ Khi-deux approx 361,699
Ddl 55
Signification 0,000

1.1.4. Structuration de la diversité inter-lignées

1.1.4.1. Choix et analyse des axes

L'Analyse en Composantes Principales (ACP) a transformé les 11 descripteurs brutes ou
parametres mesurés en autant de facteurs ou Composantes Principales (Axes). La premiere
Composante Principale (Axe 1) a le plus contribué a la variabilité (39,91 %) tandis que la derniere
(Axe 11) a le moins contribué (0,1 %). Les valeurs propres ont varié de 0,01(axe 11) a 4,39 (axe
1).

Par ailleurs, I’inertie des axes factoriels indique d’une part si les variables sont structurées et
suggere d’autre part le nombre judicieux de composantes principales a étudier. Les 2 premiers axes
de I’analyse ont exprimé 60,18 % de I’inertie totale du jeu de données (Tableau XI) ; cela signifie
que 60,18 % de la variabilité totale du nuage des individus (ou des variables) est représentée dans
ce plan. C’est un pourcentage assez important, et le premier plan représente donc convenablement

la variabilité contenue dans une grande part du jeu actif de données. Cette valeur est nettement
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superieure a la valeur référence de 36,47 % ; la variabilité expliquée par ce plan est donc hautement
significative (cette inertie de référence est le quantile 0.95-quantile de la distribution des
pourcentages d’inertie obtenue en simulant 3706 jeux de données aléatoires de dimensions
comparables sur la base d’une distribution normale). Une estimation du nombre pertinent d’axes a
interpréter suggére de restreindre ’analyse a la description des 2 premiers axes. Cette observation
suggére que seuls ces axes sont porteurs d’une véritable information. En conséquence, ces deux
premiers axes ont été choisis pour la structuration de la diversité au sein des lignées de mais
étudiées.

Tableau XI: Valeurs propres et pourcentage de variance des axes de I’ACP

Valeurs propres initiales

Composante Total % de la variance % cumulé
1 4,390 39,907 39,907
2 2,230 20,270 60,177
3 1,407 12,788 72,965
4 0,940 8,550 81,514
5 0,751 6,830 88,344
6 0,512 4,657 93,001
7 0,493 4,480 97,481
8 0,127 1,152 98,633
9 0,094 0,852 99,485
10 0,046 0,414 99,900
11 0,011 0,100 100,000

1.1.2.4. Contribution des parameétres a la construction des axes

L’examen des coordonnées des variables (Tableau XI1) a montré que les paramétres de production
(masse de I’épi, nombre de grains par épi et rendement) ont le plus concouru a la construction du
premier axe. Le second axe a quant a lui été élaboré par les parameétres de floraison (floraison male

et floraison femelle).
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Tableau XI1: Contribution des paramétres a la réalisation des axes

Parametres Axe 1 Axe 2
ME 0,92 -0,02
Rend 0,87 -0,25
NGE 0,79 -0,28
Haut 0,67 0,44
HIE 0,62 0,45
NbF 0,57 0,41
Diam 0,54 0,39
FoM -0,38 0,79
FoF -0,42 0,75
Tger -0,26 -0,42
M100G 0,579 -0,09

Tger : Taux de germination ; FoF : Floraison femelle ; FoM : Floraison méale ; NbF : Nombre de feuilles ; Diam :
Diamétre au collet des plantes ; HIE : Hauteur d’insertion de 1’épi ; Haut : Hauteur de la plante ; Rend : Rendement
en grains ; M100G : Masse de 100 grains ; ME : Masse de 1’épi ; NGE : Nombre de grains par épi.

1.1.2.5. Projection des variables sur le cercle corrélation

La Figure 28 présente la projection des variables sur le cercle de corrélation. Les corrélations entre
les différentes variables sont fonction des angles qui séparent les vecteurs représentant ces
variables. Plus deux variables sont fortement corrélées, plus I’angle formé par leurs vecteurs est
faible. L’examen du cercle de corrélation a confirmé les corrélations entre les variables

précédemment observées avec la matrice de corrélation.

En outre, le cercle de corrélation a révélé une importance significative de la majorité des paramétres
dans la discrimination des lignées, a I’exception du taux de germination et de la masse de 100

grains (vecteurs plus courts).
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Figure 28: Cercle de corrélation des variables aux facteurs

1.1.2.6. Projection des individus dans le plan factoriel

La figure 29 présente la projection des lignées sur le plan forme par les axes 1 et 2. La dispersion
des lignées dans ce plan a permis de distinguer 7 groupes. Le groupe 1 était composé des lignées
L9 et L37, caractérisées par leur tardiveté et leur faible production. Les lignées L2, L3, L19, L20,
L21 et L36 ont formé le groupe 2. Il s’agit des lignées a faible nombre de feuille, de masse de
graines, de croissance et de rendement. Le groupe 3 renfermait les lignées a plus faible nombre de
grains par épi. Ce sont, les lignées L4, L6, L11, L17, L25, L27, L32 et L33. Le groupe 4 était
composeé des lignées L8, L10, L12, L14, L16 et L23 avec de fortes masses de grains. Les lignées
L5, L7, L13, L18, L22, L24, L28, L30 et L31 ont composé le groupe 5. Ces lignées sont
caracterisées par de grandes plantes ayant des hauteurs d’insertion d’épis les élevées. Le groupe

6, avec des individus a forte production renfermait uniquement la lignée L1 et le témoin TO ; tandis
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que le groupe 7 étaient composé des lignées L15, L26, L29 et L35. Ce dernier renfermait des

lignées a forte croissance, a feuillage abondant et & haut rendement en grains.
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Figure 29: Projection des lignées dans le plan factoriel

1.1.5.6. Analyse de la distance génétique entre les lignées sur la base des caractéres
phénotypiques étudiés

Les distances génétiques entre les différentes paires de lignées de maris étudiées ont été calculées
au moyen des distances de Manhattan sur la base des 11 caracteres étudiés. Il ressort de cette

analyse que le coefficient de similarité entre toutes les paires de lignées a varié de 0,657 a 1. Les
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lignées L28 et L24 ont été les plus proches génétiquement avec un coefficient de similarité de 1.
Cependant, avec 65,7 % de ressemblance, les lignées L1 et L9 ont été les plus génétiquement
éloignées.

1.1.5.7. Classification hiérarchique ascendante des lignées

Les coefficients de similarité calculés ont permis de réaliser la classification hiérarchique
ascendante (CHA) des lignées étudiées. Le dendrogramme (Figure 30), issu de cette analyse a été
réalisé avec la méthode d’agrégation de Ward, au point du niveau de troncature 0,3 a confirmé la
structuration en sept groupes statistiquement distincts des lignées comme précédemment révélée
par I’ACP.
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Figure 30: Dendrogramme issu de la classification hiérarchique ascendante des lignées
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1.2. Discussion

Dans 1’objectif de produire une base génétique plus large du mais, les semences de la variété
EV8728 ont été I’irradiées. La sélection généalogique conduite durant 5 générations a permis le
développement de 264 lignées mutantes de mais. Ce nombre important de lignées obtenues a partir
d’une seule variété mére indique d’emblée 1’efficacité du rayonnement gamma pour générer des
modifications dans le génome du mais. En effet, selon Zafar et al. (2022), I’irradiation gamma est
une onde électromagnétique qui a la capacité de provoquer de fagon aléatoire de nombreux
changements au niveau de I’ADN des plantes. Le résultat obtenu dans la présente étude est
conforme a ceux de plusieurs auteurs ayant développé une grande variabilité en utilisant
I’irradiation gamma dans leurs travaux de création variétale. C’est le cas par exemple de Saibari et
al. (2023) sur I’arachide, de Ahmad et al. (2022) sur les plantes de teck, de Ali et al. (2022) sur la
tomate et de Larekeng et al. (2022) sur le Frake.

L’évaluation de la diversité génétique de 37 lignées sélectionnées parmi celles développées, a été
réalisée en utilisant des descripteurs phénotypiques. Les résultats obtenus ont montre des
différences tres significatives entre les lignées étudiées, mais aussi entre ces lignées et le témoin
EV8728 pour la quasi-totalité des caracteres considérés. Ces résultats mettent en exergue le pouvoir
discriminant des caracteres utilises pour évaluer les lignées. En effet, dans la détermination de la
diversité génétique au sein d’une population végétale, les descripteurs utilisés se doivent d’étre
assez discriminants (N’da et al., 2015). La pertinence des caracteres choisis dans ce travail est en

accord avec Cinyabuguma et al. (2018), Banza et al. (2019) et Samba (2023). Ces auteurs

rapportent que les caractéres végeétatifs (hauteur de la plante et hauteur d'insertion de I'épi), la durée
du stade végétatif (délai de floraison) et certains paramétres de I'épi sont de bons criteres pour la
distinction des variétes de mais. Les résultats obtenus témoignent d’une grande diversité génétique
entre les lignées étudiées. Cette grande variabilité pourrait s’expliquer par I’irradiation appliquée
aux semences de la variété EV8728. Selon Riviello-Flores et al. (2022) et FAO/AIEA (2020),
I’exposition des semences au rayonnement gamma engendre dans le génome de celles-ci des
modifications a I’origine de différents caractéres phénotypiques. Nos résultats corroborent ceux de
Nanhapo et al. (2024) qui ont obtenu au cours de travaux de sélection apreés irradiation de semences

de vigne, plusieurs lignées exhibant une grande diversité génétique.
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Les paramétres de germination (délai et taux de germination) sont des criteres importants pour
évaluer la capacité de germination de chaque lignée (Manon, 2020). Les résultats de cette étude
ont révélé des délais de germination variant de 5 a 6 jours aprées semis et des taux de germination
supérieurs a 50 %. Ces résultats traduisent une bonne capacité germinative de I’ensemble des

lignées étudiées. Des résultats similaires ont été rapportés par Cinyabuguma et al. (2018) en

Zambie et Siéné et al. (2020) en Céte d’Ivoire.

Les résultats ont aussi montré une grande variation du taux de germination allant 52,77 % (L24) a
97,22 % (L32 et L19). Ces divers taux de germination pourraient s’expliquer entre autres par un
effet génétique. En effet, Oluwaranti et al. (2020) et Bizouerne (2021), travaillant respectivement
sur le mais et la tomate ont rapporté que la germination des semences au champ est fonction des
performances génétiques. Granado-Rodriguez et al. (2021), ont aussi affirmé que la différence de
germination des semences pourrait étre dépendante du génotype. Par ailleurs, les taux de
germination largement supérieurs a celui du témoin TO enregistrés chez les lignées L3, L13, L115,
L10, L32, L2, L1, L32 et L36 laisse entrevoir 1’effet bénéfique de I’irradiation gamma sur le
pouvoir germinatif de celles-ci. L’effet bénéfique de I’irradiation gamma sur le pouvoir germinatif
des graines a été démontré par les travaux de de Djibo & Lei (2014) et Zanzibar & Sudrajat (2016)

respectivement sur la tomate et le Magnolier (Magnolia champaca L.).

L’examen du cycle végétatif a montré d’importants écarts entre les différentes lignées étudiées.
Les delais ont varié de 55,76 a 65,48 et 55,10 a 63,51 jours respectivement pour les floraisons male
et femelles. Ces variations du cycle floral des plantes sont liées a la variabilité génétique des lignées
(Dooner et al., 2019). En effet, étudiant I’'impact des génes sur le cycle de floraison chez le mais,
Kahriman et al. (2015) ont attribué ces variations a une différence de génes. Les résultats obtenus
dans la présente étude sont donc la conséquence des différentes mutations induites par I’irradiation
au rayonnement gamma. Le cycle de floraison chez le mais est un caractere assez complexe. En
effet, plus de 60 QTLs pour le temps de floraison impliquant 5 a 6 régions chromosomiques ont
été détectés chez le mais (Durand, 2012). Du et al. (2021) étudiant les bases génétiques de la durée
de floraison a l'aide de deux populations haploides doublées chez le mais, ont montré que la
variation des délais de floraison étaient liés au génotype de chaque lignée. Aussi, 12 QTLS ont été
identifiés pour le délai de floraison par ces auteurs. Des mutations au niveau de ces nombreux

QTLs pourraient alors étre a I’origine de la diversité de délai de floraison dans notre étude.
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La précocité a la floraison de la lignée L21 par rapport au témoin TO (EV8728) traduit I’effet
bénéfique de I’irradiation gamma sur le cycle végétatif. En effet, le raccourcissement du délai de
floraison par I’irradiation gamma a déja été rapporté par des auteurs. C’est le cas des travaux
d’Asaré et al. (2017) sur le gombo qui ont montré que les plantes issues des semences irradiées ont
été les plus précoces a la floraison par rapport aux plantes témoins. Par ailleurs, les résultats ont
montré Iallongement du délai de floraison chez certaines lignées. Ce retard a la floraison est
également d0 aux mutations provoquées par les rayons gamma, affirmation soutenues par les

travaux de Singh et al. (2017) chez certaines variétés de tubercules.

Quant a Pécart a la floraison, elle a été relativement faible, au plus 4 jours, indiquant la
synchronisation des floraisons méle et femelle de ces lignées. Nos résultats sont en accord avec
ceux de Mercer & Perales (2019), qui ont rapporte que l'intervalle de temps requis entre la floraison
méle et femelle chez le mais n’excéde pas cing jours. De plus, une forte corrélation positive a été
enregistrée entre les floraisons méle et floraison femelle, comme cela a été démontre par de Moussa
et al. (2018).

Les résultats obtenus ont montré que 76 et 68 % des lignées ont respectivement présenté des
hauteurs et des niveaux d’insertion de 1’épi statistiquement inférieures au témoin. Cela montre que
I'irradiation gamma a réduit la taille de certaines ligneées. Les mémes observations ont éte faites
par Singh et al. (2009) sur des mutants de blé obtenus par irradiation gamma, ces auteurs ont trouvé
des mutants plus courts que le parent non irradié. De méme, Nikiema (2021) a observé une
diminution significative de la hauteur des mutants de sorgho par rapport au témoin non irradié. Ces
réductions de taille et de hauteur d’insertion d’épis observées peuvent étre bénéfiques. En effet, la
hauteur de la plante et le niveau d’insertion de 1'épi représentent des parameétres trés importants
dans la culture du mais (Modolo et al., 2013 ; Banza et al., 2019). Ces deux parametres affectent
directement I'efficacité de l'utilisation des nutriments, la résistance a la verse et, donc, le rendement
du mais (Useni et al, 2013 ; Wang et al., 2023). En outre, selon Zhao et al. (2022), la réduction de
la croissance baisse le centre de gravité, augmente la résistance mécanique de la tige basale et
accrotit la force d'ancrage des racines du mais, ce qui conduit a une résistance accrue a la verse.

S’agissant du nombre de feuilles, les plantes témoin TO ont été nettement moins garnies en feuilles
que la quasi-totalité des lignées étudiées. Ces résultats laissent supposer un effet stimulateur des

rayons gamma sur la production de feuilles. Des résultats similaires ont été obtenus par Asaré et
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al. (2017) au cours de leurs travaux sur des mutants de gombo issus d’irradiation gamma. Pour ces
auteurs, I’irradiation a stimulé la kinétine, 1’hormone régulatrice de croissance pour 1’émission

foliaire.

Dix lignées sur les 37 étudiées ont donné des plantes de diamétres supérieurs a celles du témoin
TO. Ce résultat révele aussi bien I’effet dépressif que bénéfique de I’irradiation gamma sur le
diametre au collet. Ce double effet de I’irradiation gamma sur le diamétre des plantes a également
été observé par Asaré et al. (2017) sur des mutants induits de gombo, Mounir et al. (2022) et
Ulukapi & Ozmen (2018), respectivement sur le topinambour, aussi appelé artichaut de Jérusalem
(Helianthus tuberosus L.) et sur le haricot. Le pourcentage élevé de lignées ayant présenté un
diamétre au collet supérieur au témoin témoigne de I'effet bénéfique de I’irradiation sur ce
parametre. En effet, le diametre au collet des plantes constitue un bon indicateur de la capacité
assimilatrice de la plante et de sa production en biomasse, c’est donc un bon indicateur de
productivité (Fagherazzi et al., 2021) et de résistance a la verse (Zhang et al., 2021). Kikakedimau
et al. (2022) ont obtenu des résultats similaires avec des mutants de mais qui présentaient des

valeurs de diamétre au collet plus élevées que le témoin non irradieé.

La masse de 100 grains élevée chez certaines lignées par rapport au témoin laisse entrevoir 1’effet
bénéfique de I’irradiation gamma sur ce paramétre. Des résultats similaires ont €té obtenus par
Khah & Verma (2015) et Fernane-Meliani et al. (2021) qui ont observe un effet stimulateur des
rayons gamma sur la masse des semences de blé tendre. De méme, Tabti (2018) a également
identifié des mutants de lentille (Lens culinaris M.) avec des masses plus élevées que celles du

témoin non irradié.

En matiére de rendement en grains, aucun gain notable n’a été observé au niveau des lignées
comparativement au témoin non irradié. Cet effet dépressif de I’ionisation gamma sur le rendement
en grains du mais a déja été rapporté par Yadav et al. (2019). En effet, les travaux de ceux-ci ont

montré des taux de réduction par rapport au témoin de 22,8 a 56,9 %.

A l'aide d’une Analyse en Composantes Principales (ACP), ’ensemble des informations recueillies
a permis de distinguer 7 groupes de lignées. Ce résultat a été confirmé par la Classification
Hiérarchique Ascendante (CHA). Cette structuration de la diversité a montré pour chaque groupe
des traits spécifiques intéressants. Ces groupes constituent de ce fait, des réservoirs intéressants de

genes pour ’amélioration du mais.
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Conclusion partielle

Ce premier volet de notre étude a été initiée afin de créer des lignées de mais par la mutation induite
au rayonnement Gamma. Ainsi, la sélection généalogique utilisée au cours de cing générations de
culture a permis d’obtenir 264 lignées mutantes de mais. En outre, une caractérisation
phénotypique de 37 de ces lignées développées a révélé d’importantes différences significatives
non seulement entre les lignées choisies, mais aussi entre ces lignées et le témoin non irradié.
Concernant certains caractéres, un gain significatif pour certaines lignées par rapport au témoin a

été observé. Notamment la précocité et la vigueur des plantes.

La diversité phénotypique observée traduit I’existence d’une diversité génétique. Cette diversité
entre les lignées a été structurée en sept groupes statistiquement distincts par 1’analyse en

composantes principales et confirmée par la classification hiérarchique ascendante.
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2. POTENTIEL DE RESISTANCE A LA SECHERESSE DES LIGNEES DEVELOPPEES
2.1. Résultats

2.1.1. Effet du stress hydrique sur la densité et le degré d’ouverture des stomates

Les résultats relatifs aux paramétres stomatiques sont consignés dans le Tableau XIII. L’examen
de ce tableau réveéle un effet hautement significatif du stress hydrique sur les paramétres considerés.
En effet, les valeurs moyennes des parametres considérés pour chacune des lignées sous stress ont

significativement diminué par rapport aux valeurs enregistrées en condition d’arrosage normal

(Figure 31).

La lignée L21, en condition normale a présenté des feuilles avec de faibles densités stomatiques
(284 stomates/um?) tandis que les plus fortes valeurs ont été observées chez les lignées L27, L30 et
L37 avec des densités moyennes d’environ 589 stomates/um? Sous stress hydrique, la lignée L36
a présenté les feuilles les moins pourvues de stomates avec 322,8 stomates/um? en moyenne, tandis

que la Lignée L27 avec 583,6 stomates/um? a enregistré la plus forte valeur.

En condition normale d’apport d’eau, le degré d’ouverture des stomates a vari¢ entre 0,13 mm?
(L21) et 0,25 mm? (L33). Sous stress hydrique, la plus faible valeur (0,15 mm?) a été enregistrée
chez les lignées L7, L9, L11, L21, L25 et L34. Cette valeur demeure statistiquement identique a

celle enregistrée chez le témoin résistant T03 (0,1 mm?).

Tableau XI11: Variation des parametres stomatiques en fonction du stress appliqué

Dansité (stomates/pm?) SPS (mm?)
LIGNEES NS S NS S
L1 428,7+9,8% 413,2+7,2° 0,17+0,01° 0,18+0,01®
L2 444,245 9° 433,8+7,8° 0,22+0,01% 0,17+0,05®
L3 464,6+3.2° 415,6+4,2° 0,22+0,01% 0,17+0,02®
L4 454,5+6° 449,3+4,3° 0,23+0,09% 0,19+0,07®
L5 428,7+3d° 392,5+4,6° 0,17+0,02° 0,21+0,05®
L6 377,0+1,9% 377,0+1,9° 0,17+0,01° 0,17+0,01®
L7 511,345,9° 485,546, 2°f 0,1620,02° 0,15+0,01°
L8 402,8+3,5" 366,7+4,9" 0,22+0,02% 0,23+0,03"
L9 464,8+9,6° 431,3+8,2° 0,1620,02° 0,15+0,02°
L10 377,1+3,4% 377,0x1° 0,17+0,03° 0,18+0,02®
L11 464,8+7,2° 459,7+6,2° 0,18+0,01° 0,15+0,03°
L12 377,0+4,8% 397,745,2¢ 0,23%0,.01% 0,21+0,02%®
L13 444,2+7° 415,8+5,9° 0,19+0,03° 0,17+0,03*
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L14 547,5+5,9f 532,045,8f 0,17+0,01° 0,16+0,01®
L15 509,6+3,1° 481,146 5 0,22+0,01¢ 0,18+0,03%®
L16 380,1+2,1¢ 377,1+3,2° 0,22+0,01¢ 0,17+0,0%

L17 454,542 9° 441,62 6° 0,21+0,02° 0,19+0,03%®
L18 340,9+2,6° 366,745,3° 0,22+0,02¢ 0,19+0,04%®
L19 511,3+9,5° 477,7+8,5°F 0,20+0,03° 0,17+0,04%®
L20 461,4+4,3° 495,8+10°f 0,18+0,02° 0,16+0,03%
L21 284,0+3? 371,9+10,7° 0,13+0,01? 0,15+0,02?
L22 454 5+4 4° 454 5+4 4° 0,19+0,03° 0,19+0,03%®
L23 490,745,1° 506,1+7,4° 0,16+0,01° 0,16+0.01%®
L24 408,045,4° 389,9+4,4° 0,21+0,02° 0,20+0,02%®
L25 530,3+9,7f 502,7+7,2°f 0,15+0,01%® 0,15+0,004%
L26 470,0+10,8° 420,9+8,8° 0,20+0,01° 0,18+0,02%®
L27 588,8+7,6° 583,6+7,9° 0,17+0,03° 0,17+0,03%®
L28 459,7+8,1° 415,848 4° 0,16+0,01h° 0,16+0,01®
L29 485,5+6,4° 451,945 8° 0,16+0,03b° 0,17+0,03%®
L30 588,8+8,5¢ 522,4+10,7° 0,21+0,01° 0,19+0,03%
L31 356,4+3,5° 369,3+3,8° 0,24+0,01¢ 0,19+0,05%
L32 402,8+2,6° 392,5+3,4° 0,23+0,05% 0,21+0,05®
L33 356,4+1,9° 402,8+6,5¢ 0,25+0,03° 0,21+0,04%
L34 433,8+4,4% 439,0+3° 0,16+0,03° 0,15+0,03%
L35 459,7+1,9° 379,6+8,6° 0,18+0,03° 0,18+0,02%
L36 387,3+8,1¢ 322,8+13,9% 0,19+0,01° 0,20+0,01%®
L37 588,8+4,9¢ 547,5+8,1% 0,18+0,01° 0,19+0,02%
T01 426,9+6,6% 427,9+6° 0,18+0,04° 0,18+0,02%
T02 459,7+1° 472,6+3,8° 0,19+0,01° 0,19+0,01%®
T03 428,742 5% 436,4+2 5° 0,14+0,01® 0,1+0,03?

F 5,095 5,279 4,035 2,604
P <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Les moyennes suivies de la méme lettre dans une colonne, sont statistiquement identiques a 5 % de probabilité selon
le test de Newman-Keuls. P : Probabilité approximative des tests ; SPS : degré d’ouverture des stomates ; F :
constance de Fischer ; S : stress ; NS : non stress
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Figure 31: Vue microscopique des stomates

A : Vue générale des stomates ; B : Grande ouverture d’un stomate chez une plante non stressée ;
C : Faible ouverture d’un stomate chez une plante sous stress

2.1.2. Effet du stress hydrique sur les pigments photosynthétiques

L’évolution des pigments chlorophylliens dans les feuilles des lignées étudiées est consignée dans
le tableau XIV suivant. Ce tableau révéle que le stress appliqué a eu dans I’ensemble un effet
dépressif largement significatif (p<0,05) sur I’ensemble des pigments photosynthétiques étudiés.
En effet, les teneurs en chlorophylle a et b ont considérablement diminué¢ sous I’effet de la
sécheresse. Au niveau de la chlorophylle a (Chl a), I’analyse a révélé qu’en condition normale, la
lignée L26 a enregistré la plus forte teneur (18,54 pg/g feuilles fraiches) tandis que la plus faible
teneur (0,12 pg/g feuilles fraiches) a été observée dans les feuilles de la lignée L23. Sous stress
hydrique, les plus fortes teneurs en chlorophylle a, ont été observées chez les plantes de la lignées
L33 (6,43 ug/g feuilles fraiches) celles du témoins T02 (6,50 ug/g feuilles fraiches).

Au niveau de la chlorophylle b (Chl b), en condition normale, les concentrations ont également

varié d’une lignée a I’autre. Les plantes de la lignée L23 ont obtenu la plus forte teneur avec 17,27
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pg/g feuilles fraiches. Cette teneur est largement supérieure a celles des témoins T01, T02 et TO3
qui ont présenté des teneurs respectives de 5,72 ; 3,76 et 2,53 pg/g feuilles fraiches. Par contre, la
faible teneur a été enregistré chez les lignées L4, L21 et L27, avec des teneurs comprises entre 0,7
et 0,86 pg/g feuilles fraiches. En condition de déficit hydrique, les plus fortes quantités de Chl b
ont été obtenues chez les plants de la lignée L33 avec une valeur moyenne de 2,93 pg/g feuilles

fraiches, statistiquement identique a celle du témoin T02 (2,30 pg/g feuilles fraiches).

Concernant les chlorophylles totales, en condition d’apport d’eau, les plus faibles teneurs ont été
enregistrées chez les lignées L4 (2,66 ug.g™* feuilles fraiches), L21 (2,7 pg.g* feuilles fraiches) et
L27 (3,15 pg.g* feuilles fraiches) tandis que la plus forte teneur a été observée chez la lignée L26
(24,56 pg.g* feuilles fraiches). Les témoins T01, TO2 et TO3 ont enregistré les valeurs moyennes
respectives de 21,8 ; 14,39 et 9,31 pg.g* feuilles fraiches. Dans les conditions de manque d’eau,
les lignées L21 et L23 ont enregistré les plus faible valeurs qui ont été respectivement de 1,31 et
1,61 pg.g* feuilles fraiches. La lignée L33 a enregistré la plus forte concentration avec une valeur
de 9,36 pg.g*t feuilles fraiches. Cette teneur est significativement supérieure aux valeurs
enregistrées chez les témoins TO1 (5,02 pg.g™* feuilles fraiches), T02 (8,81 pg.g™* feuilles fraiches)
et TO3 (6,83 pg.g™ feuilles fraiches).

Le rapport chl a/chl b a été moins discriminant en condition de non stress. Seules les lignées L22
(0,007 pg.g* feuilles fraiches) et L2 (0,45 pg.g* feuilles fraiches) se sont démarquées avec les
valeurs les plus faibles. Sous stress hydrique, les lignées L32, L29 et L7 ont présenté les plus faibles
valeurs (respectivement 0,37 ; 0,41 et 0,45 pg.g* feuilles fraiches). Le plus grand rapport (4,36
ug.g? feuilles fraiches) a été enregistré chez la lignée L21. Cette valeur est statistiquement
supérieure a celles enregistrées au niveau des témoins T01 (0,38 pg.g™ feuilles fraiches), T02 (2,82

ug.g? feuilles fraiches) et T03 (3,14 pug.g* feuilles fraiches).
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Tableau XIV: Variation des pigments photosynthétiques

CHL a CHL b CHL t CHLa/CHLb
Teneur en (ug.g-1 feuilles fraiches)
Lignées NS S NS S NS S Ns S
L1 451+1,8°  201+0,5¢ 2,15+1,2° 157+0,1" 6,67+1,9°  3,58+0,4° 3,04+2,4° 1,30+0,4°
L2 42441 4%  125+0,1®® 9,39+1,9° 0,59+0,1° 13,64+2,7 1,85+0,1®  0,45+0,12 2,20+0,7¢
L3 3,51+0,4° 2,9+0,1° 2,1740,3°  1,43+0,1" 569+0,6°  4,33+0,1F  1,62+0,06" 2,03+0,2¢
L4 1,95+0,7®®  2,61+0,1° 0,70+0,12 0,97+0,1% 2,66+0,22  3,58+0,1¢ 2,8340,5° 2,69+0,1°
L5 9,84+1,7f9  3,64+0,1" 4,75+1,6% 1,63+0,17 14,59+3,19 527+0,29"  220+0,6° 2,23+0,04¢
L6 11,36+2,89  3,73+0,2"  3,59+1,19 2,23+0,39 14,95+3,8¢9 5,97+0,1" 3,21+0,4° 1,70+0,3%
L7 9,31+3,2f 3,55+0,4"  3,51+1,59 1,16+0,2" 12,83+457 4,71+0,3"  2,85+0,9° 0,45+0,032
L8 7,14+0,1  1,66+0,1° 2,82+0,3% 0,97+0,4% 9,96+0,9%  2,63+0,3°  2,53+0,03" 1,91+0,8
L9 3,58+0,3°  2,91+0,17  1,30+0,2%* 1,14+0,1°" 4,88+0,4®  4,06+0,1° 2,84+0,7° 2,57+0,3¢
L10 13,5042,19"  4,04+0,4"  4.88+1,1% 1,46+0,2f 18,39+2,5" 551+0,6" 2,87+0,7° 2,77+0,07¢
L11 10,59+0,19  2,82+0,1°" 3,76+1,5% 1,09+0,1° 14,35+0,39 3,92+0,1%  2,81+0,1° 2,58+0,2¢
L12 15,44+1,4"  1,7440,1° 551+0,5% 0,71+0,1° 20,96+1,9" 2,46+0,1°  2,80+0,04° 2,46+0,3°
L13 7,77+1,1%  2.83+0,1¢"  2,74+0,3% 1,17+0,1°F 10,52+1,9° 4,01+0,1¢  2,83+0,05° 2,42+0,1°
L14 8,89+1,6°  1,59+0,1° 2,67+0,6 0,65+0,1° 11,57+2,9 2,24+0,1°  3,39+0,7° 2,49+0,4¢
L15 5,94+0,7°  3,13+0,19  2,06+0,3° 1,26+0,1F  8,01+1,4°  4,39+0,1f 2,54+0,4° 1,98+0,6°
L16 6,81+1,8¢  2,0740,1¢ 2,70+0,5¢ 1,13+0,4° 9,51+2,3¢  3,20+0,4%  2,86+0,1° 2,7240,3¢
L17 9,55+0,8F  2,35+0,1¢  3,34+0,3 0,87+0,1¢ 12,89+1,8" 3,22+0,1%  2,77+0,07° 2,4740,3¢
L18 7,75+,0,5%  1,73+0,1° 2,79+0,2% 0,70+0,1° 10,55+0,9° 2,44+0,1°° 2 70+0,1° 2,56+0,2¢
L19 9,90+1,17  3,07+0,1™  3,66+0,2% 1,20+0,1"7 13,56+1,4" 4,28+0,1¢F 2 86+0,04° 2,35+0,2¢
L20 6,37+0,4%  212+0,1% 222402 0,91+0,19 8,60+0,6 3,03+0,1¢  243+0,1° 3,76+0,1"
L21 1,91+0,5%  1,04+0,12  0,78+0,02 0,2740,12  2,70+0,2%¢  1,31+0,18  2,71+0,07°  4,36+0,02'
L22 7,8840,5%  2,17+0,1% 291+0,2% 0,49+0,0 10,80+0,5° 2,67+0,1° 0,007+0,005% 1,62+0,06
L23 0,12+0,12  0,99+0,1*° 17,27+0,7" 0,61+0,0° 17,39+0,2%" 1,61+0,12  3,02+0,9° 1,96+0,1¢
L24 7,99+41,5%  172+0,1° 2,7240,9¢ 0,88+0,09¢ 10,72+0,9° 2,60+0,1°  2,89+0,03° 3,7940,9"
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L25 11,77+0,89  4,55+0,1'  4,06+0,3% 1,25+0,3" 15,84+1,29  5,80+0,3" 3,11+0,4° 2,95+0,5f
L26 18,54+1,2"  3,9+0,1"  6,01+0,2% 1,37+0,2F 24,56+0,77  5,37+0,1" 2,64+0,3° 2,24+1,1¢
L27 2,28+0,2®  191+0,6° 0,86+0,12 0,94+0,2  3,15+0,22  2,86+0,3% 2 65+0,1° 2,07+0,07¢
L28 8,92+0,6¢  2,20+0,19  3,37+0,2¢ 0,84+0,1% 12,29+0,4F  3,14+0,0¢  2,63+0,04° 2,440,01¢
L29 7,59+0,5%  4,19+0,1"  2,79+0,7%  1,24+0,1F 10,39+0,2°¢ 5,43+0,1"  2,82+0,05°  0,41+0,072
L30 12,80+0,79  5,33+0,27 5,76+0,6% 2,11+0,19 18,56+0,4"  7,45+0,3i 2,80+0,5° 2,19+0,1¢
L31 13,51+0,19"  2,90+0,1F 5,13+0,1% 1,20+0,1F 18,65+0,5"  4,10+0,1° 2,96+0,1° 2,62+0,01°
L32 8,27+0,1¢° 3,54+0,6" 2,9240,9%  1.43+0,1' 11,20+0,5¢  4,97+0,3¢ 2,26+0,2° 0,37+0,022
L33 11,63+0,6°  6,43+0,77  4,22+0,6% 2,93+0,39 15,85+0,39 9,36+1,1J  2,59+0,03°  255+0,01°
L34 8,82+0,8°"  3,13+0,19  2,97+0,9% 1,19+0,1F 11,80+0,5¢" 4,32+0,1€  2,7740,04°  3,01+0,03f
L35 6,31+1,7%9  3,03+0,1%  4,99+3,3% 1.44+0,1" 11,31+2,9°¢ 4,47+0,2"  2,72+0,03" 3,36+0,19
L36 12,32+0,59  2,06+0,1%  4,74+0,2% 0,80+0,1 17,0640,79 2,87+0,1%  2,22+0,1° 2,52+0,1°
L37 10,83+0,89  2,40+0,1%  3,91+0,4% 0,79+0,1% 14,7440,49 3,1940,1%  2,89+0,1° 2,48+0,2°
T01 16,08+0,4"  3,47+0,59 572+0,1% 155+0,11 21,80+0,5" 5,02+0,3¢  2,80+0,01°  0,38+0,062
T02 10,62+0,19  6,50+0,4F  3,76+0,3% 230+0,19 14,39+0,8% 8,81+0,51  282+0,02°  2,82+0,06°
T03 6,78+0,3  518+0,11  253+0,2° 1,64+0,17 9,31+0,8  6,83+0,1" = 2,68+0,2°  3,14+0,07%

F 77,37 36,5 568,74 32,89 122,33 31,28 2,76 15,86

P <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Les moyennes suivies de la méme lettre dans une colonne, sont statistiquement identiques a 5 % de probabilité selon le test de Newman-Keuls. P : Probabilité
approximative des tests ; F : constance de Fischer ; CHL a : chlorophylle a ; CHL b : chlorophylle b ; CHL t : chlorophylle totale ; NS : non stressé ; S : stresseé ;

Mg : microgramme
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2.1.2. Effet du stress hydrique sur les paramétres biochimiques

Le tableau XV présente les moyennes des composés biochimiques contenus dans les feuilles de
mais en fonction du stress hydrique appliqué. Une différence hautement significative de 1’évolution
de ces composés a été observée (p< 0,05) entre les lignées stressées et non stressées. En effet, les
résultats ont révelé de plus fortes valeurs chez les plantes stressées par rapport aux plantes non

stressées, sur I’ensemble des composés étudiés.

Dans les conditions normales d’apport d’eau, la lignée L29 (608,69 ug/g feuilles fraiches) a
présenté la plus forte teneur en protéines totales tandis que la plus faible valeur (500,1 pg/g feuilles
fraiches) a été enregistrée chez la ligné L1. Les concentrations des témoins TO1, TO2 et TO3 ont
été respectivement de 594,09, 551,01 et 547,58 ng/g feuilles fraiches. En condition de stress, il a
été observé gue le manque d’eau a significativement stimulé la teneur en protéines des lignées. La
méme lignée L29 a présenté la plus grande concentration en protéines (669,66 pg/g feuilles
fraiches) alors que la plus faible concentration a été enregistrée chez la lignée L12 (527,09 ug/g
feuilles fraiches). Les témoins TO1, TO2 et TO3 ont enregistré les concentrations moyennes

respectives de 629,98, 644,57 et 639,93 ug/g feuilles fraiches et aux autres lignées.

Concernant la synthése des composés phénoliques dans les feuilles des lignées non stressées, les
plus fortes teneurs ont été observées avec les lignées L27 (80,71 pg.g™ feuilles fraiches), L15 (77,48
ng.g* feuilles fraiches), L20 (73,07 pg.g™* feuilles fraiches), L11 (71,69 pg.g™ feuilles fraiches) et
L25 (70,71 pg.g™* feuilles fraiches). Ces teneurs ont été supérieures a celles des témoins T01, T02
et TO3 qui ont présenté des valeurs respectives de 39,64 , 40,41 et 41,94 ng.g feuilles fraiches. La
lignée L10 a par ailleurs, enregistré la plus faible teneur en composés phénoliques. Toutefois, au
niveau des plantes stressées, la lignée L29 a montré la plus forte teneur (356,15 pg.g™* feuilles
fraiches), significativement supérieure aux témoins TO01, T02 et TO3 qui ont obtenu des
concentrations moyennes respectives de 106,15 ; 95,94 et 91,94 ng.g™ feuilles fraiches. De plus,
la plus faible teneur en composés phénoliques a été enregistré chez la lignée L1 avec une

concentration moyenne de 45,07 ug.g™ feuilles fraiches.
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Tableau XV: Variation de la teneur en composés biochimiques

Proteines Composés phénoliques Sucres totaux Proline
(mmol/g feuilles
Teneur en (pg/g feuilles fraiches) fraiches)
LIGNEES NS S NS S NS S NS S
L1 500,10+3,6% 621,71+2,9% 34,56+4,4% 4507+3,22 2573+2,4° 63,43+3,3*° 0,82+0,0b 0,87+0,1bc
L2 535,95+3,1% 601,07+2,5° 27,58+0,7° 56,87+0,6° 21,67+25% 77,60+6,4% 1+0,0b  0,44+0,1bc
L3 550,06+2,5% 634,73+1,3% 23,64+1,3% 9369+1,8" 29,06+1,4% 98,81+1,7¢ 0,57+0,0a 1,33+0,1d
L4 540,33+1,9% 620,12+2,8% 36,05+0,9% 112,92+12" 29 20+1,2° 113,10+1,3*" 0,63+0,0a 0,66+0,1bc
L5 512,88+3,5° 603,61+0,5° 38,61+0,6% 113,7+0,1" 48,89+3,2¢" 139,35+2,19 0,37+0,0a 0,52+0,1bc
L6 537,66+1,2% 62584+0,9% 34,10+1,8% 97,07+1,1% 42,02+0,8% 146,67+3,8"" 0,40+0,0a 0,35+0,1bc
L7 557,68+4,1¢ 613,14+4,4% 2897+0,8° 130,87+2,90 35,67+1,7¢ 88,91+2,2% 127+0,2b 0,55+0,1bc
L8 503,73+3,6®° 597,58+3,9 32,10+2,5¢9 98,92+1,5%  48,04+25°  7547+4,8° 0,91+0,0b 0,31+0,1b
L9 513,64+2,4° 595 04+2,3% 27,48+0,6° 72,61+0,3° 39,25+3,2% 131,71+0,7¢ 0,56+0,0a 0,19+0,1lab
L10 529,66+1,4% 579,80+2,4° 19,79+0,8%2 65,38+1,9°° 34,71+4,4% 10557+1,7¢" 0,99+0,0b  0,33+0,1b
L11 533,09+1,9% 621,0842,9% 71,69+2,89 71,53+3,7¢ 44,20+2,4% 82,60+0,8% 0,61+0,0a 0,42+0,1bc
L12 545,86+4,5% 527,00+2,52 47,12+0,9" 61,28+4,6° 47,59+0,1° 75,77+1,7° 0,58+0,0a 0,17+0,la
L13 529,46+4,3% 642,35+1,79 39,12+40,9% 13456+2,11 23,44+0,7° 68,35+2,1 0,43+0,0a 0,38+0,1bc
L14 517,07+4,2°°  636+3,1%  31,64+0,9% 71,7443,2° 11,96+1,9% 91,94+37% 0,57+0,0a 1,21+0,0cd
L15 523,55+1,5%  656+1,5¢  77,48+1,8%9 61,69+4,8° 2943+47% 87,2942 2% 0,49+0,0a 0,46+0,1bc
L16 546,43+2,7% 648,07+3,2¢ 35,28+0,9% 82,20+2,9¢ 18,61+1,6® 46,49+0,6° 0,38+0,0a 0,40+0,1bc
L17 549,10+1,5% 625,5243,8% 40,66+0,9° 96,61+0,2 40,69+0,6% 140,24+2,29 0,36+0,0a 0,35+0,1bc
L18 560,73+1,4¢ 638,22+2,5% 36,56+0,6% 51,17+0,2® 18,02+1,4%® 76,95+2,1° 0,66+0,1ab 0,65+0,1bc
L19 557,49+35¢ 648,38+3,9¢ 4558+0,9 102,87+0,29 35,04+1,7¢ 49,73+3,2® 0,76+0,0b  0,31+0,1b
L20 525,46+4,6° 650,29+2,1¢ 73,07+2,69 139,58+4,5% 42 94+4,9% 93 20+1,3% 0,60+0,0a 0,48+0,1bc
L21 539,00+2,8% 629,33+2,3% 2517+1,9° 50,6+2,1% 38,44+3,2% 117,64+3,1" 0,63+0,0a 0,61+0,1bc
L22 534,42+1,5% 629,97+3,3% 56,25+1,8"  86,8+0,9°  91,61+3,9" 193,19+2,6" 0,84+0,0b 0,51+0,1bc
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L23 545,67+0,9% 606,15+1,2% 39,48+1,5% 856+1,9%  8566+2,2" 168,05+2,8" 1,06+0,0b 0,49+0,1bc
L24 522,22+3,7¢ 628,7043,5% 42,92+4 5%  64,6+1,1°  73,70+1,8" 58,60+1,2® 1,72+0,2bc 1,07+0,1hc
L25 562,64+1,6° 661,40+1,9% 70,71+3,79 123,243,9Y 551340,3° 182,45+1,1" 0,83+0,0b 0,42+0,1hc
L26 543,19+2,8% 663,94+2 7% 38,46+1,1% 104,66+2,29" 72 44+2 6% 86,96+1,5% 1,75+0,1c  0,87+0,2bc
L27 602,34+3,5°"  653,15+3,5¢ 80,71+0,99 142,35+0,3X 80,86+4,3" 197,40+3,9 0,7740,1b  2,45+0,1e
L28 598,53+1,4°" 615,68+1,4% 60,30+2,8" 76,56+0,2% 169,82+2,9' 117,86+1,2" 0,78+0,1b  0,44+0,1hc
L29 608,69+4,3F 669,66+1,2¢  40+0,5°  356,15+3,2' 66,91+1,6%" 144,34+1,49 0,78+0,1b  0,67+0,1bc
L30 600,44+2 4" 663,94+3,1% 41,69+1,1°¢ 102,92+3,69 84,04+0,3" 98,14+0,3° 0,61+0,0a 0,37+0,1bc
L31 553,68+0,9% 626,16+1,6% 45,07+0,7¢" 107,33+3,3" 73,44+0,6" 84,19+3,8%® 0,86+0,1b 0,86+0,1bc
L32 555,97+3,6°  656+2,4°  60,46+3,5" 62,56+4,6° 56,27+1,3"7 93,94+2 4% 0,67+0,0ab 0,45+0,1hc
L33 582,66+4,5° 646,80+1,2¢ 48,15+0,77 87,58+0,6° 50,03+4,3F 9504+4,6° 0,66+0,0ab 0,42+0,1bc
L34 523,36+4,1  656+3,69  31,12+0,7% 106,15+2,39" 5254+1,6° 8,74+1,3° 0,67+0,0ab 0,50+0,2bc
L35 548,34+1,8% 647,75+1,49 4953+2,4" 120,87+1,2' 81,90+0,6" 93,97+3,1% 0,53+0,0a 0,47+0,1bc
L36 592,93+2,95" 654,10+1,3% 54,6142, 77 135,79+1,2] 64,62+2,9f 169,71+2,2" 0,75+0,0b 0,45+0,1hc
L37 558,25+2,8° 651,88+4,2¢ 34,56+0,8% 131,07+0,3' 78,43+1,4" 192,53+0,9" 0,37+0,0a  2,27+0,1le
T01 594,09+1,1¢" 622,98+4,7 39,64+0,4% 106,15+2,3" 39,40+2,8% 81,60+1,7¢ 0,59+0,1a 0,69+0,1bc
T02 551,01+1,9% 644,57+3,6° 40,41+1,5° 9594+269 66,02+0,89 99,07+1,1° 0,47+0,1a 0,62+0,1bc
T03 547 58+4,4% 636,95+2,9% 41,94+0,3° 91,94+3,7¢"  73,77+1,2" 97,59+4,8° 1,01+0,1b 1,17+0,1c
F 5,71 19,33 131,11 24,03 34,06 48,81 6,69 2,27

P <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Dans une colonne, les moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes a 5 % de probabilité selon le test de Student-Newman-Keuls.

P : Probabilité approximative des tests ; F : constance de Fischer ; NS : non stressé ; S : stressé
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En condition de non stress, la teneur en sucre a considérablement varié dans les feuilles des lignées
(de 11,96 a 169,82 ng.g™ feuilles fraiches). La plus forte teneur a été enregistrée avec la lignée L28
(169,82 ng.g* feuilles fraiches). Cette valeur est trés supérieure a celle du témoin TO1 qui était de
39,40 ng.g* feuilles fraiches, qui elle-méme a largement été inférieure aux valeurs enregistrées
chez les témoins T02 (66,02 ng.g* feuilles fraiches) et T03 (73,77 ug.g* feuilles fraiches). Par
contre, la plus faible concentration a été obtenue chez la lignée L14 (11,96 ug.g™* feuilles fraiches).
En condition de stress, le déficit hydrique a provoqué une synthése accrue des sucres chez les
lignées. La teneur la plus élevée a été observée chez la lignée L27 avec 197,40 nug.g* feuilles
fraiches tandis que la lignée L16 a enregistré la plus faible teneur (46,49 ug.g™ feuilles fraiches).
Les témoins TO1, TO2 et TO3 ont enregistré de valeurs moyennes respectives de 81,6, 99,07 et

97,59 ng.g* feuilles fraiches.

Pour la teneur en proline, chez les plantes non stressées, la plus forte teneur a été observée avec la
lignée L26 (1,75 mmol/g feuilles fraiches). Cette teneur a largement été supérieure a celles des
témoins TO1, TO2 et TO3 qui ont présenté des teneurs respectives de 0,59, 0,47 et 1,01 mmol/g
feuilles fraiches. Sous stress hydrique, les plus fortes concentrations de proline a été observée chez
les lignées L27 (2,45 mmol/g feuilles fraiches) et L37 (2,27 mmol/g feuilles fraiches). La plus faible
teneur a éte enregistrée avec la lignée L12 (0,17 mmol/g feuilles fraiches). Les témoins ont présenté
des concentrations suivantes : TO1 (0,69 mmol/g feuilles fraiches), T02 (0,62 mmol/g feuilles
fraiches) et T0O3 (1,17 mmol/g feuilles fraiches).

2.1.3. Variation des teneurs en enzymes

Le Tableau XVI présente I’effet du stress hydrique sur I’activité de 1’ascorbate péroxydase et de la
catalase dans les feuilles des plantes de mais. Une différence significative des teneurs moyennes
en ces enzymes a été observée entre les lignées (p<0,05). De plus, une forte activité enzymatique
des lignées a été enregistrée en conditions de déficit hydrique contrairement aux conditions

normales.

En condition normale d’apport d’eau, la plus forte activité en ascorbate peroxydase (APXx) a été
observée chez la lignée L11 (1877,14 mol/min/g feuilles fraiches) tandis que la plus faible valeur
a été observée chez la lignée L3 avec 1462,28 mol/min/g feuilles fraiches. Les témoins TO1, T02

et TO3 ont enregistré des valeurs moyennes respectives de 1485,42, 1499,14 et 1470 mol/min/g
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feuilles fraiches. Par contre, en conditions de stress, les plus fortes activités en APx ont été
enregistrées chez les lignées L6, L7 et L9, avec des teneurs moyennes respectives de 2351,14 ;
2327,14 et 2362,28 mol/min/g feuilles fraiches. Cette forte activité peroxydasique observée chez
ces lignées est significativement supérieure a celle enregistrée chez les témoins T0O1, T02 et T03
avec des valeurs respectives de 1772,57, 1768,28, 1734,25 mol/min/g feuilles fraiches.

L’activité de la catalase a été tres variée chez les lignées en condition de non stress. La lignée L3,
avec une teneur moyenne de 22073,39 mol/min/g feuilles fraiches a présenté la plus forte activité.
Cette teneur est largement supérieure a celles des témoins T03 (17302,75 mol/min/g feuilles
fraiches), TO1 (9100,91 mol/min/g feuilles fraiches) et T02 (7009,17 mol/min/g feuilles fraiches).
En conditions de déficit hydrique, la plus forte activité en catalase a été observée chez les lignées
L10 et L13 avec 24844,03 et 23100,91 mol/min/g feuilles fraiches. Ces valeurs demeurent
également supérieures a celles des témoins TO01, T02 et TO3 qui sont respectivement

12275,22, 12733,93 et 8183,48 mol/min/g feuilles fraiches.

Tableau XVI: Variation des activités enzymatiques

Activité enzymatigue (mol/min/g feuilles fraiches)
Acide Péroxydase Catalase
LIGNEES NS S NS S

L1 1764,85+2,5 1919,14+3,1® 17247,70+2,8° 11871,55+3,9"
L2 1574,57+1,7° 1590,85+2,1* 16972,47+2,1° 8642,20+2,6"

L3 1462,28+2,2° 2161,71+1,3% 22073,394,7' 9009,17+4,4°

L4 1599,42+1,7% 2190+3,1* 10477,06+1,3*  13302,75+2,9*
LS 1630,28+4,3° 2137,71+3,8% 8697,24+2,6° 11522,93+3,7"
L6 1536,85+2,8° 2351,14£2 4 11009,17+3,1% 8532,11+4,2°

L7 1622,57+1,8° 2327,14+4,9° 8917,43+1,6° 12550,45+4,5"
L8 1582,28+1,7% 2111,14+4,7% 18201,83+1,8° 14165,13+1,8"™
L9 1589,14+4,5% 2362,28+3,3" 13724,77+3,4%  12715,59+1,2"
L10 1677,42+3,2° 2195,14+3,8% 10220,18+1,3% 24844,03+0,7°
L11 1877,14+1,8f 2114,57+2,3% 16972,47+4,4° 14807,33+£3,8°
L12 1788+3,6°" 2124,85+2,5% 14917,43+1,9° 12550,45+1,2"
L13 1767,42+2,4° 2092,28+2,1% 15779,81+3,9° 23100,91+2,8°
L14 1635,42+3,6° 2282,57+3,4% 19706,42+2,8° 17467,88+3,8°
L15 1566,85+4,5% 1925,14+3,2® 12311,92+4,2¢ 15119,26+1,7°
L16 1592,57+1,8% 2178+2,8% 16110,09+2,1° 11100,91+2, 4"
L17 1686+1,4° 2017,7143,9% 10477,06+1,5%  12587,15+3,7*
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L18 1724,57+1,7°f 2017,71+3,8% 8733,94+3,2° 16311,92+4,3%
L19 1743,42+2 5°f 2227,71+2,8% 17100,91+1,9°  10990,82+3,4
L20 1722+1,6°f 1950,85+2,5% 17908,25+3,8° 9963,30+1,4
L21 1659,42+4,2° 1989,42+3,9%® 10220,18+3,9%¢  12697,24+2,1
L22 1666,28+4,5° 2160+1,2%® 14403,66+3,3° 7339,44+1,3®
L23 1630,28+3,3° 1899,42+2,1% 21504,58+3,3° 6770,64+3,8%
L24 1572+2,2% 2079,42+1 4% 14403,66+1,9°  13853,21+1,8"
L25 1733,14+3,5° 1787,14+4,5® 20990,82+4,8°  16220,18+2,1%
L26 1612,28+2,9° 1908,85+3,9% 9908,25+1,8% 5889,90+3,3"
L27 1646,57+1,6° 2104,28+3,9® 12458,71+3,8¢ 11981,65+4,4"
L28 1660,28+3,7¢ 2004+1,1® 8311,92+4,1 10311,92+2 4"
L29 1537,71+4,8° 2135,14+2 5% 5027,52+1,9° 9137,61+2,6"
L30 1656,85+2,3° 2070+2,9%® 12403,66+2,3¢ 7376,14+3,8®
L31 1668,85+4,2° 1577,14+3,12 10513,76+4,8% 9302,75+1,9
L32 1596+1,6% 1854+3,4%® 18366,97+3,9° 10972,47+2,4"
L33 1592,57+2,4% 1926,85+1,1% 18422,01+1,1° 10752,29+2, 8"
L34 1522,28+3,6™ 2070+3,1® 8128,44+2, 7 11009,17+2,1%
L35 1458,85+4, 7% 2044,28+2 3% 5981,65+4,1® 11394,49+3,9"
L36 1500+2,7hb¢ 2065,71+3,6® 10275,22+1,2%  16385,32+4,7%
L37 1625,14+1,7¢ 1945,71+2,3% 10330,27+2,7 8770,64+3 5°
T01 1485,42+4,9° 1772,57+2,7%® 9100,91+2,8° 12275,22+3,8™
T02 1499,14+2 8" 1768,28+2,2%® 7009,17+3,6" 12733,93+3,8™
T03 1470+2,4%® 1734,85+3,7%® 17302,75+1,6° 8183,48+2,8"
F 7,25 7,37 2,24 8,12
P <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Dans une colonne, les moyennes suivies par la méme lettre ne sont pas différentes significativement a 5 % de
probabilité selon le test de Student-Newman-Keuls. P : Probabilité approximative des tests ; F : constance de Fischer ;
NS : non stressé ; S : stressé.

2.1.4. Structuration des lignées au moyen des parameétres biochimiques

2.1.4.1. Choix des axes

L'Analyse en Composantes Principales (ACP) a transformé les 10 parametres mesurés en autant de
facteurs ou Composantes Principales (Axes) avec des valeurs propres variant de 0,003 (axe 10) a
2,53 (axe 1). Les 2 premiers axes du plan expriment 46,72 % (25,301 pour I’axe 1 et 21,419 %
pour ’axe 2) de I’inertie totale du jeu de données (tableau XVI1I). En effet, 46,72 % de la variabilité
totale du nuage des variables est représentée dans ce plan (Axe 1- Axe 2). C’est un pourcentage
relativement moyen mais supérieur a la valeur référence de 38,09 %, la variabilité expliquée par ce
plan est donc significative (cette inertie de référence est le quantile 0.95-quantile de la distribution

des pourcentages d’inertie obtenue en simulant 4101 jeux de données aléatoires de dimensions
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comparables sur la base d’une distribution normale). Une estimation du nombre pertinent d’axes a

interpréter suggere de restreindre ’analyse a la description des 2 premiers axes.

Tableau XVII: Valeurs propres et pourcentage de variance des axes de 1’analyse des composantes

Principales
Valeurs propres initiales

Composantes Total % de la variance % cumulé
1 2,530 25,301 25,301
2 2,142 21,419 46,720
3 1,426 14,264 60,984
4 1,175 11,751 72,735
5 0,819 8,194 80,929
6 0,727 7,272 88,201
7 0,595 5,953 94,154
8 0,437 4,368 98,521
9 0,145 1,449 99,970
10 0,003 0,030 100,000

2.1.4.2. Contribution des caracteres a la réalisation des axes

L’examen des coordonnées des variables (Tableau XIII) a montré que les paramétres

photosynthétiques (Chlorophylle a et Chlorophylle t) ont activement concouru a la construction du

premier axe. Quant au second axe, il a été élabore par le rapport Chlorophylle a/Chlorophylle b

ainsi que des parameétres biochimiques tels que les sucres totaux et la proline.
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Tableau XVIII: Contribution des parameétres a la réalisation des axes

Parametres Axe 1 Axe 2
CHLa 0,9 -0,022
CHLb 0,516 -0,604

CHLa/CHLDb -0,146 0,74
CHLt 0,897 -0,084
PROT 0,566 0,408

CPh 0,408 0,478

ST 0,006 0,7
AsP -0,271 -0,034
CAT -0,259 -0,264
PROL 0,012 0,716

CHLa: Chlorophylle a; CHLb: Chlorophylle b; CHLa/CHLb: Chlorophylle a/ Chlorophylle b; CHLt:
Chlorophylle totales ; PROT : Protéines ; CPh: Composés phénoliques; ST : Sucres totaux; AsP: Ascorbate
péroxydase ; CAT : Catalase

2.1.4.3. Projection des variables sur le cercle de corrélation

La projection des variables dans le plan factoriel (Figure 32) a montré que dans I’ensemble, toutes
les variables ont contribué a la discrimination des lignées étudiées a 1’exception des COMpPOSEs
enzymatiques que sont la catalase (CAT) et ’ascorbate peroxydase (AsP). Par ailleurs, les pigments
photosynthétiques ainsi que les protéines sont fortement et positivement corréelées avec la premiere
composante (axe 1), tandis que le rapport chlorophylle a/chlorophylle b, les sucres totaux, la proline

ainsi que les composés phénoliques 1’ont été avec la seconde composante (axe 2).
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Figure 32: Cercle de corrélation des variables biochimiques

2.1.4.4. Projection des lignées dans le plan factoriel

La Figure 33 présente la projection des lignées sur le plan factoriel. Cette figure permet de
distinguer 4 groupes de lignées. Le groupe 1 (G1) comprend 24 lignées (L1, L2, L3, L4, L6, L8,
L9, L10, L11, L12, L13, L14, L15, L16, L17, L18, L19, L20, L21, L23, L24, L28, L31, L34 et
L36). Ce groupe est caractérise par des lignées ayant de fortes teneurs en composés enzymatiques
et de faibles concentrations en pigments photosynthétiques et en composés phénoliques. Le groupe
2 (G2) constitué des lignées L22, L27 et L37 se distingue par de fortes valeurs en sucres totaux, en
proline et en rapport chla/chlb. Le groupe 3 (G3) comprend les lignées L7, L32, L35 et le témoin
TO1. 1l se caractérise par des teneurs élevées en chlorophylle b et un faible rapport chla/chlb. Le
groupe 4 (G4) regroupe les lignées L25, L26, L29, L30, L33, et les témoins T02, TO3 avec de fortes

concentrations en pigments chlorophylliens et de faibles teneurs en composés enzymatiques.
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Figure 33: Distribution des lignées dans le plan factoriel

2.1.5. Effet du stress hydrique sur les paramétres agronomiques

Le tableau XVIII présente I’effet du stress hydrique sur les paramétres agronomiques des lignées
de mais. En condition de non stress, les résultats ont montré une différence hautement significative
entre les lignées pour le taux de senescence des feuilles (p<0,001). Hormis, les lignées L9 (66,67
%) et L21 (80 %) qui ont enregistré les forts taux de mortalité des feuilles, toutes les autres lignées
ont affiché des taux statistiquement semblables entre elles et similaires a ceux des témoins. Ces
taux ont été en moyenne inférieurs a 50 %. Par contre, en condition de stress, le taux de senescence
des feuilles a considérablement augmenté. Les lignées L4, L17, L23 et L21 ont été les plus
séverement touchées car ayant enregistré les plus fortes moyennes de feuilles mortes avec des taux

moyens supérieurs a 93 %. Le taux le plus faible a été présenté par le témoin T03 (3,33 %).

Concernant le rendement, une différence hautement significative de ce caractére a été observée

entre les lignées (p<0,001) en condition de non stress. Les meilleurs rendements en grains ont été
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enregistrés par les témoins TO1 (3,73 t/ha), T0O2 (4,38 t/ha) et TO3 (3,88 t/ha), suivis des lignées L5
(3,09 t/ha) et L25 (3,5 t/ha). Les lignées L18 (0,9 t/ha) et L27 (0,88 t/ha) ont été les moins

productives. Sous stress hydrique, une différence hautement significative du rendement a

¢galement été observée entre les lignées (p<0,001). La lignée L1, avec 1,71 t/ha, a présenté le

meilleur rendement en grains de toute la population de lignée étudiée. Cette production, était

supérieure a celle du témoin TO1 (1,52 t/ha) et inférieure au rendements des témoins T02 (2,69

t/ha) et TO3 (3,2 t/ha). La lignée L.14 a présenté le plus faible rendement avec 0,36 t/ha.

Tableau XIX: Variation des paramétres agronomiques en fonction du stress appliqué

TSF (%) RENDEMENT (/ha)
Lignées NS S NS S
L1 3,33+1,7° 86,67+1,5% 2.20+0,1% 1,71+0,1
L2 11,67+2,8° 70+1,2%® 2.29+0,1% 1,44+0,4"
L3 6,67+0,7° 76,67+1,2% 2,05+0,5% 1,03+0,1°
L4 3042 93,3342, 7° 1,44+0,3° 0,87+0,1°
L5 3,33+0,6° 53,33+3,1% 3,09+1,1¢ 1,08+0,0f
L6 6,67+0,7% 20+1%® 1,35+0,2" 0,93+0,0%
L7 16,67+1,5% 50+3,4%® 1,36+0,4% 0,76+0,2°
L8 16,67+1,5% 66,67+2,8% 1,73+0,3° 1,04+0,0°f
L9 66,67+2,8° 80+1,3® 1,36+0,3" 0,71+0,3"
L10 20+0,1%® 86,67+1,5% 1,77+0,4° 1,1340,6f
L11 20+1,1%® 76,67+2,1% 1,80+0,2° 0,82+0,1°
L12 6,67+2,7% 40+1,3® 1,15+0,1° 0,79+0,0°
L13 53,33+1,7° 73,33+0,8% 1,3740,3" 0,43+0,0%
L14 6,67+2,7% 40+1,2%® 1,96+0,2% 0,36+0,0°
L15 26,67+2,8% 43,33+3,1%® 2,37+0,1% 1,64+0,2f
L16 6,67+2,7% 63,33+0,5% 2,19+0,2 0,62+0,0
L17 36,67+2,3% 93,33+1,5" 1,32+0,1% 0,53+0,0°
L18 6,67+0,7% 20+3,5%® 0,90+0,12 0,44+0,0%
L19 5+0,7° 23,33+2,7® 1,13+0,1° 0,46+0,0%
L20 23,33+1,1® 60+3,1% 1,06+0,1%® 0,64+0,1
L21 80+1° 96,67+1,7° 1,46+0,1° 0,52+0,1°
L22 21,67+2,8% 81,67+2,8% 2,65+0,7¢ 1,24+0,0f
L23 33,33+2,1® 93,33+1,5" 1,41+0,0 0,97+0,1%
L24 20+2,9% 60+2,5% 1,75+0,2° 0,83+0,1%
L25 10,33+1,5 21,67+2,6% 3,50+0,8¢ 0,83+0,0¢
L26 3,33+0,2° 30+1,8%® 2,20+0,2 1,70+0,2f
L27 20+3,3® 76,67+1,2% 0,88+0,12 0,67+0,0*
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L28 3,33+0,2° 40+1%® 1,48+0,1° 0,80+0,1¢
L29 10+0,62 36,67+3,2% 1,79+0,1° 1,29+0,2f
L30 3,33+1,3° 63,33+2,4%® 2,16+0,3% 1,67+0,1f
L31 3,3340,9° 36,67+1,4%® 2,24+0,6% 1,08+0,0°
L32 8,33+0,6° 13,33+1,5% 2,18+0,3% 1,50+0,1°
L33 3,33+2,3% 60+0,8% 2.44+0,2% 1,55+0,2
L34 3,33+1,8° 43,33+3,3® 1,16+0,3° 0,83+0,1%
L35 3,33+1,5° 30+1%® 2,02+0,1% 1,20+0,2f
L36 6,67+1,7° 36,67+2,3% 2,35+0,7% 1,41+0,1f
L37 16,642, 7% 63,33+2,3® 1,12+0,01° 0,52+0,0°
TO1 6,67+2,7° 23,33+3,2® 3,73+0,1¢ 1,52+0,2
T02 3,33+2,1° 3042 4,38+0,1f 2,69+0,7%
T03 1,67+0,6° 3,33+1,3? 3,88+0,8° 3,20+0,3°

F 2,65 4,91 12,73 19,2

P <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Dans une colonne, les moyennes suivies par la méme lettre ne sont pas différentes significativement a 5 % de
probabilité selon le test de Newman-Keuls. P : Probabilité approximative des tests ; F : constance de Fischer ; TSF :
taux de senescence des feuilles ; Rend : rendement ; NS : non stressé ; S : stressé

2.1.6. Structuration des lignées étudiées a travers les parametres biochimiques et
agronomiques

2.1.6.1. Choix des axes

Les deux premiers axes de I’ACP ont exprimé une variance totale de 45,487 avec respectivement
pour le premier et le second axe. Ces deux axes ont été retenus pour la réalisation de cette étude.
Les valeurs propres ainsi que le pourcentage de variance de chaque axe sont consignés dans le
L'Analyse en Composantes Principales (ACP) a transformé les 12 caractéres étudiés en autant de
facteurs ou Composantes Principales (Axes) avec des valeurs propres allant de 0,003 pour I’axe 12
a 3,302 pour I’axe 1 (tableau XX). Les 2 premiers axes de 1’analyse expriment 45,5 % de I’inertie
totale du jeu de données, avec des variances respectives de 27,513 et 17,984. Cela signifie que
45,5 % de la variabilité totale du nuage des individus (ou des variables) est représentée dans ce
plan. Malgré que ce pourcentage soit relativement moyen, il demeure supérieur a la valeur
référence de 34,07 % (cette inertie de référence est le quantile 0.95-quantile de la distribution des
pourcentages d’inertic obtenue en simulant 1028 jeux de données aléatoires de dimensions
comparables sur la base d’une distribution normale). En conséquence, la variabilité expliquée par
ce plan (Axe 1- Axe 2) est donc significative (ces axes sont porteurs d’une véritable information).

La description de ’analyse a ainsi été restreinte a ces seuls axes.
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Tableau XX: Valeurs propres et pourcentage de variation exprimée par les deux premiers axes de
I’analyse en composantes principales

Valeurs propres initiales

Composante Total % de la variance % cumulé
1 3,302 27,513 27,513
2 2,158 17,984 45,497
3 1,462 12,185 57,683
4 1,423 11,856 69,538
5 0,878 7,320 76,858
6 0,786 6,546 83,404
7 0,622 5,183 88,587
8 0,537 4,476 93,063
9 0,442 3,685 96,749
10 0,248 2,067 98,816
11 0,139 1,160 99,976
12 0,003 0,024 100,000

2.1.6.2. Contribution des caracteres a la réalisation des axes

L’examen des coordonnées des variables (Tableau XXI) a montré que les parametres

chlorophyliens (Chloropphylle a et Chorophylle t) ainsi que le rendement) ont activement contribué

a la construction du premier axe. Le second axe a quant a lui été élaboré par les parametres tels que

le rapport Chlorophylle a/Chlorophylle b ainsi que des parametres biochimiques tels que les sucres

totaux et la proline.
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Tableau XXI: Contribution des parametres a la réalisation des axes

Paramétres Axe 1 Axe 2
CHLa 0,865 0,127
CHLb 0,539 -0,513

CHLa/CHLDb -0,2 0,706
CHLt 0,865 0,066
PROT 0,448 0,489

CPh 0,218 0,543
ST -0,125 0,797
AsP -0,414 -0,058
CAT -0,273 -0,294
PROL -0,05 0,706
Rend 0,729 -0,021
TSF -0,656 0,097

CHLa: Chlorophylle a; CHLb: Chlorophylle b; CHLa/CHLb: Chlorophylle a/ Chlorophylle b; CHLt:
Chlorophylle totales ; PROT : Protéines ; CPh: Composés phénoliques; ST : Sucres totaux; AsP: Ascorbate

péroxydase ; CAT : Catalase ; Rend : Rendement ; TSF : Taux de senescence des feuilles

2.1.6.3. Projection des lignées sur le cercle de corrélation

La projection de I’ensemble des variables dans le plan factoriel (Figure 34) a montré qu’a

I’exception des composes enzymatiques (catalase et ascorbate peroxydase), dans I’ensemble, toutes

les variables ont activement contribué a la discrimination des lignées étudiées. Les pigments

photosynthétiques ainsi que le rendement sont fortement et positivement corrélées avec la premiére

composante (axe 1). Le taux de senescence des feuilles a négativement été a cet axe. Le rapport

chla/chlb, les sucres totaux, la proline ainsi que les composés phénoliques ont positivement été

correlés a la seconde composante (axe 2).
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Figure 34: Cercle de corrélation des variables

2.1.6.4. Projection des lignées dans le plan factoriel

La figure 35 présente la projection des lignées sur le plan factoriel. L’examen de cette figure montre
5 groupes de lignées statistiguement distincts. Le groupe 1 (G1) est composé de 16 lignées (L1,
L2, L4, L8, L9, L10, L11, L12, L13, L14, L16, L17, L18, L21, L23 et L24) caractérisées par de
fortes teneurs en composés enzymatiques et un nombre élevé de feuilles mortes. Elles sont
également caractérisées par de faibles concentrations en pigments photosynthétiques et en
composeés phénoliques. Le groupe 2 (G2) est constitué des lignées L22, L27 et L37 se distinguant
par de fortes concentrations en sucres totaux, en composés phénoliques, en proline et en rapport
élevé de chl a/chl b. Le groupe 3 (G3) a regroupé les lignées L3, L5, L6, L15, L19, L20, L26, L28,
L34 et L36 qui ont présenté des valeurs moyennes pour ’ensemble des variables évaluées. Les
lignées L7, L32 et L35 ainsi que le témoin TO1 ont formé le groupe 4 (G4). Ce groupe s’est
caractérisé par de faibles valeurs en chlorophylle b, en chl a/chl b et en taux sénescence des feuilles.
Le groupe 5 (G5) a englobé les lignées L25, L26, L29, L30, L33 et les témoins T02 et T03. Ce
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groupe est caracterise par de fortes concentrations en pigments chlorophylliens et de faibles teneurs

en protéines enzymatiques avec des rendements élevés.
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Figure 35: Distribution des lignées dans le plan factoriel en fonction des parametres
physiologiques, biochimiques et agronomiques
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2.2. Discussion

L’étude anatomique des stomates, ¢léments essentiels dans le maintien de 1’équilibre d’eau dans la
plante a été réalisée. Les résultats ont révélé une importante variation de la densité stomatique aussi
bien en condition de stress qu’en condition normale. Ce résultat s’explique par la grande diversité
génétique observée au sein des lignées étudiées. Des résultats similaires ont été obtenus par Djinet
et al. (2016) au cours de leurs travaux de caractérisation stomatique chez le palmier a huile. Ces
auteurs ont montré que la densité des stomates variait en fonction non seulement de 1’age des plants,
des faces des feuilles mais aussi et surtout de la variéte. En somme, la densité stomatique est un
caractere génétique. Dans le méme ordre d’idée, Borthakur et al. (2017) ont montré que, bien que
la densité stomatique soit affectée par des facteurs environnementaux, son contréle génétique
demeure indéniable. De méme les résultats ont montré que le stress appliqué a induit une réduction
du nombre de stomates par unité de surface de feuille. Cette reduction de la densité est
probablement due aux dommages causés par le manque d’eau dans le métabolisme de la plante.
Ces résultats sont en accord avec ceux de Hou et al. (2023) qui ont montré que les déficits plus
séveres appliqués aux plantes de cotonnier ont entrainé une réduction de la densité des stomates.
Les résultats ont aussi montré une réduction du degré d’ouverture des stomates en condition de
stress. Selon Westgeest et al. (2023), en réponse a un deficit hydrique, la plante réduit
intentionnellement 1’ouverture de ses pores (ostioles) afin d’éviter la perte excessive d’eau. Des
résultats similaires ont été obtenus par Hasanuzzaman et al. (2023) sur différentes especes de
plantes soumises a divers stress abiotiques. Lei et al. (2018) ont également montré 1’effet dépressif

du stress hydrique sur I’ouverture des stomates des plantes de cotonnier.

Au niveau des pigments photosynthétiques, les résultats ont montré un effet tres significatif du
stress hydrigue sur les teneurs en chlorophylles. Le manque d’eau a provoqué une chute des teneurs
en pigments photosynthétiques des feuilles. En effet, ces pigments sont utilisés par la plante pour
réaliser sa photosynthése. Ce processus permet a la plante d’utiliser I’énergie du soleil pour
convertir le dioxyde de carbone (CO3) et I’eau en oxygene en matiere organique (Machin et al.,
2023). La diminution de la teneur en chlorophylle en conditions de stress hydrique est selon Luo
et al. (2023) due en grande partie aux dommages causés aux chloroplastes par les dérivés réactifs
de l'oxygéne (ROS) tels que I’O2" et I’'H202, ce qui peut provoquer une peroxydation des lipides,
entrainant ainsi la dégradation de la chlorophylle. Dans leur étude, Bouchemal et al. (2018) ont

montré que la diminution des pigments chlorophylliens est liée a la fermeture des stomates et a un
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manque de CO>. Ces deux phénomeénes sont associés a une production accrue d'especes réactives
de l'oxygéne (ROS). Pour Intani & Laurentius (2022), la chlorophylle est un indicateur de la santé
des plantes. Des résultats similaires ont été obtenus avec d’Adjeneg & Belouadeh (2022) et
Boucenna (2017) qui ont montré que les plantes de blé sous stress hydrique réagissent par une
baisse de leur teneur en chlorophylle. Par ailleurs, Bousba et al. (2009) ont indiqué que cette chute
de la teneur en chlorophylle est la conséquence de la réduction de I’ouverture des stomates. Selon
eux, cette réduction vise a limiter les pertes en eau par évapotranspiration et a augmenter la
résistance a 1’entrée du CO2 atmosphérique nécessaire a la photosynthése. Des résultats similaires
ont été obtenus sur de nombreuses especes en condition de stress hydrique : le riz (Cha-Um et al.,
2010), le blé (Hammad & Ali, 2014 ; Chahbar & Belkhodja, 2016 ; Khalilzadeh et al., 2016 ;
Trukhachev et al., 2022), le gombo (Nana et al., 2009).

Contrairement a tous ces resultats, certains travaux ont montré une augmentation du taux de
chlorophylles dans les plantes stressées. Ainsi, Nguinambaye et al. (2020) ont montré que la teneur
en chlorophylle des feuilles des plantes de lentilles de terre en conditions de stress sévere était plus
élevée par rapport aux plantes témoins. De méme, Gonzélez-Espindola et al. (2024) ont rapporté
une augmentation de la teneur en chlorophylles de certains écotypes de Lotier cornicule L. en
condition de stress hydrique. Cependant, Toudou et al. (2017) n’ont observé aucune différence
significative entre les teneurs en chlorophylles chez certaines plantes sous stress et les plantes

témoins au cours de leur étude sur le niébé.

L’analyse du taux de composés phénoliques a révélé, chez les lignées, des teneurs plus élevées en
conditions de déficit hydrique qu’en conditions normales d’apport d’eau. En condition de stress
hydrique, les feuilles des lignées L22, L27 et L37 ont enregistré les plus fortes teneurs en composés
phénoliques. En effet, les composés phénoliques exercent des actions spécifiques sur la croissance
cellulaire pour lutter contre le stress (Zagoskina et al., 2023). Selon Bidel et al. (2010) et Cheynier
et al. (2013), les polyphénols ont un r6le dans le maintien de la structure cellulaire et sa protection,
en particulier comme capteurs de radicaux libres. Ce sont de puissants antioxydants qui participent
aux réactions de défense de la plante face a différents stress, notamment le stress hydrique (Tsao,
2010). De ce fait, les lignées ayant enregistré les plus fortes teneurs en polyphénols auraient une
meilleure capacité de lutte contre les radicaux libres. Ces résultats suggerent que ces lignées ont

une bonne capacité adaptative vis-a-vis du stress hydrique. De nombreux auteurs ont aussi observé
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I’augmentation de polyphénols chez les plantes confrontées au stress hydrique. Ainsi Usha &
Jyothsna (2010), Pratyusha & Usha (2016) et Albergaria et al. (2020) ont enregistré, en condition
de stress hydrique, une augmentation de la teneur en composés phénoliques, respectivement chez
le riz, I’arachide et plusieurs plantes medicinales. Selon eux, cette augmentation est cruciale pour

la régulation de la croissance et le développement de ces plantes.

Une augmentation de la teneur en protéines a été observée dans les feuilles des lignées étudiées en
condition de stress hydrique. Cette augmentation s’explique par le fait que ces protéines
interviennent dans la régulation du métabolisme des plantes. En effet, elles jouent un role vital de
protecteur et sont impliqués dans la régulation de transduction (régulation du flux de kinases) des
signaux pendant la sécheresse (Singh et al., 2022). De plus, I’induction de plusieurs facteurs de
transcription de génes de résistance a la sécheresse conduit a la synthese accrue de protéines (Wu
et al., 2022). Les résultats sont en accord avec ceux de Flagella et al. (2010) ainsi que ceux de
Atoui & Fergati (2019) sur le blé. Selon ces derniers, en condition de déficit hydrique on assiste a
une forte augmentation de la teneur en proteines qui est étroitement associee a une diminution du
rendement. Wang et al. (2021) ont également montré chez le mais (Zea mays L.) qu’en condition
de deficit hydrique, on assiste a une forte augmentation de la teneur en protéines dans les feuilles
des plantes. Cette forte teneur en protéines dans les feuilles est indispensable au fonctionnement et

au developpement des plantes (Wang et al., 2021).

Concernant les sucres totaux, les résultats ont montré leur synthése accrue en condition de manque
d’cau. Selon Ouazzani & Moustaghfir (2020), Pfister (2018) et Korgaonkar & Bhandari (2023),
dans des conditions de sécheresse, I'accumulation de sucre aide a maintenir la stabilité de la
membrane cellulaire. Cela contribue également a protéger I'intégrité de la membrane, en empéchant
sa fusion. Enfin, cette accumulation de sucre permet aussi de préserver les protéines, les maintenant
ainsi fonctionnelles. De nombreuses espéces végétales accumulent des sucres en réponse a la
déshydratation. Ces sucres jouent un réle essentiel dans I'ajustement osmotique de la cellule. En
outre, ces accumulations de sucres participent également a la protection de la membrane des
cellules (Sahar, 2020). Ainsi, le fort taux de sucre observé dans les feuilles des lignées L22, L27 et

L37 présage d’une bonne aptitude d’adaptation de ces lignées au déficit hydrique.
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Les teneurs en proline ont éteé plus élevées chez les lignées sous stress comparées aux lignées en
condition normale. La proline constitue un bon marqueur de stress abiotique (Raza et al., 2023).
Plusieurs auteurs ont montré que 1’augmentation de la teneur en proline est liée directement a
I’application du stress hydrique (Azzi & Khouai, 2020). L’accumulation de la proline a été
démontrée chez de nombreuses especes et dans différentes situations de stress (osmotique,
hydrique et thermique) (Maazouz & Abbas, 2021). Elle agit dans I’ajustement osmotique, comme
osmorégulateur et osmoprotécteur des systéemes enzymatiques et des membranes et comme des
réserves permettent a la plante de disposer des ressources énergétiques, carbonées et azotées
nécessaires a son rétablissement une fois le stress hydrique terminé (Triboulot, 2018). Diverses
études ont révélé que la proline joue un réle clé dans la tolérance cytoplasmique chez beaucoup
d’espéces ainsi que dans la résistance de la plante aux contraintes hydriques (Bachiri, 2020). De
plus, Azzi & Khouai (2020) ont également montré que la proline agit comme un osmolyte et sa
production accrue confirme la tolérance osmotique chez les plantes en condition de stress. En plus
de son role d’osmoprotecteur, la proline a un role dans le renforcement du systéme antioxydant et
de lutte contre les dommages du stress (Tchaker, 2018). Aussi, les lignées qui ont présenté de forts

taux de proline ont un bon potentiel de résistance au stress hydrique.

Le dosage des enzymes anti-oxydantes a montré que les activités de la catalase (CAT) et de
I’ascorbate peroxydase (APx) ont été plus importantes au niveau de certaines lignees stressees.
D’aprés Amina (2021) Iactivité de la catalase augmente dans les feuilles des céréales pendant un
stress. Ce qui implique que la catalase est considérée comme un marqueur central dans la protection
contre le stress. La forte activité de la catalase et de I’APx dans les feuilles de ces différentes lignees
sous stress hydrique, démontre que ces plantes mettent en place un systeme pour résister au déficit
hydrique (Akytz et al., 2020 ; Mishra et al., 2023). Selon Benmakhlouf & Moulkaf (2021), pour
contrer les effets néfastes du stress hydrique, la plante active son systéme anti-oxydant a travers
I’augmentation de ’activité de la catalase et de I’ascorbate peroxydase. Ainsi, les résultats obtenus
mettent en évidence le fait que chez les plantes stressées il y a de fortes activités antioxydantes
enzymatiques. En effet, la capacité du systeme antioxydant de la plante est un élément crucial pour
préserver l'intégrité du systeme photosynthétique lorsque la plante est soumise a un stress hydrique
(Gonzéalez-Villagra et al., 2022). Pan et al. (2020) ainsi que Kim et al. (2020) affirment que les
concentrations des enzymes catalase et ascorbate peroxydase donnent assez de capacités aux

plantes pour tolérer la sécheresse. Par ailleurs, selon Boulahia et al. (2020), I’augmentation de
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’activité enzymatique constitue une forme d’adaptation au déficit hydrique des plantes contre les
ROS et les radicaux d’hydroxyle (OH).

Les résultats relatifs a I’effet du stress hydrique sur le taux de senescence des feuilles de mais ont
montré une nette augmentation du taux de mortalité des feuilles au niveau des lignées stressées. Ce
résultat s’explique par le choix de la plante de perdre intentionnellement des feuilles afin de limiter
la transpiration excessive et d’économiser I’eau (Nadal-Sala et al., 2021). C’est une des stratégies
de réponse au déficit hydrique prononcé (Desclos, 2020). En réponse a la sécheresse, la sénescence
foliaire limite considérablement la production primaire et conduit également a une allocation
préférentielle des ressources aux organes reproducteurs. Des résultats similaires aux notres, ont été

rapportés par Dechaumet (2018) sur du colza soumis a un déficit hydrique.

Enfin, au niveau du rendement, le déficit hydrique a eu un effet dépressif hautement significatif sur
les lignées stressées. En effet, sous stress hydrique, les lignées étudiées ont presenté des rendements
largement inférieurs a ceux des lignées de la parcelle normalement irriguée. Ce résultat s’explique
par le fait que le mais est connu comme une plante exigeante en eau (Barriére, 2020). Du fait de
son comportement isohydrique, cette plante ferme ses stomates en cas de déficit hydrique (Sandy,
2023) ; ce qui entraine un ralentissement de la photosynthése et une baisse sensible de la croissance
et de la production (Thierry, 2020). Amigues et al. (2021) ont montré qu'un déficit hydrique apres
la fécondation réduit la taille des organes et il en résulte une réduction du nombre de grains, qui
aura un effet sur le rendement, méme si les conditions hydriques redeviennent favorables. Des
résultats similaires de réduction de rendement ont été obtenus par Medjahed & Rouane (2023),
Kadri (2018) et Soewarto (2018) sur respectivement le blé tendre, des populations de Medicago et

des cultivars de mais soumis a un déficit hydrique durant les phases végeétatives et de floraison.

L’ Analyse en Composante Principale (ACP) a permis de classifier I’ensemble des lignées étudi¢es
en cing groupes statistiguement distincts selon leurs caractéristiques respectives. Les groupes 2 et
5, avec respectivement des potentialités supérieures et identiques aux témoins résistants (T02 et
T03) peuvent étre considérées comme des lignées possédant de bonnes aptitudes de résistances a

la sécheresse.
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Conclusion partielle

Cet axe de notre étude avait pour objectif d’évaluer le potentiel de résistance au déficit hydrique
de chaque lignée développée. 1l ressort de cette étude que le déficit hydrique a un effet significatif
sur I’ensemble des paramétres considérées. L’analyse multivariee réalisee a permis de dégager
deux groupes de lignées intéressantes. Le premier groupe est constitué de lignées L22, L27 et L37
qui présentent des potentialités de résistance a la sécheresse largement supérieures aux témoins
résistants T02 et TO3. Le second groupe comprend les lignées L25, L26, L29, L30 et L33 identifiées
comme possedant des caracteres de résistance a la sécheresse similaires aux témoins résistants. Ces
deux groupes de lignées développés a Daloa constituent du matériel végétal intéressant pour les

programmes d’amélioration du mais.
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3. VARIABILITE GENETIQUE DES LIGNEES POTENTIELLEMENT RESISTANTES A
L’AIDE DE MARQUEURS ISSR

3.1. Résultats
3.1.1. Quantite et qualité des extraits d’ADN obtenus

Le tableau XXII présente les différentes concentrations ainsi que les puretés des extraits d’ADN
obtenus. Les concentrations ont varié de 1446,5 a 2605,4 ng/ UL tandis que la pureté s’est rangée
entre 0,64 et 1,84.

Tableau XXII : Concentrations et pureté des extraits d’ADN des lignées de mais étudiées

Concentration Pureté Concentration  Pureté (DO

Lignées (ng/ pL) (DO 260/280)  Lignées (ng/ pL) 260/280)
L22 2489,4 1,49 L29 2023,9 0,93
L22 2352,8 1,31 L29 2577,6 1,45
L22 2337,2 1,22 L30 22727 1,57
L22 2268,1 1,14 L30 2212,5 1,02
L22 2605,4 1,38 L30 2161,6 1,45
L25 2275 1,47 L30 2350,1 1,46
L25 1936,4 0,92 L30 2015,6 0,92
L25 1647 0,74 L33 2063,6 1,12
L25 2455,2 1,73 L33 1973,2 0,97
L25 1996 1,48 L33 2367,2 1,76
L26 2190,5 1,64 L33 2421,8 1,35
L26 21741 1,14 L33 2119,2 1,09
L26 1888,8 1,59 L37 2163,5 1,01
L26 2438,3 1,43 L37 2222,9 1,06
L26 2281,2 1,51 L37 2288,6 1,15
L27 2211,9 1,54 L37 2095,3 0,94
L27 1446,5 1,72 L37 2376,4 1,14
L27 2192,2 1,38 T01 1587,4 0,64
L27 2026,8 1,13 TO1 1783,4 0,73
L27 1794,6 0,82 TO1 2271,2 1,62
L29 2539,1 1,68 TO01 2099,5 0,97
L29 2296,7 1,84 T01 2430,2 1,12
L29 2420,1 1,36
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3.1.2. Analyse des profils par amorce ISSR

Les observations faites sur les profils électrophorétiques des différentes amorces ISSR utilisées ont
révélé de bonnes amplifications PCR chez toutes les lignées étudiées (Figure 36). L’examen de ces
profils a permis de mettre en évidence au total 221 locus (Tableau XXII) dont 187 polymorphes,
soit un taux de polymorphisme de 84,42 %.

Par amorce, le nombre de loci révélé a varié de 17 (ISSR 844A) & 26 (ISSR 17899B). Par ailleurs,
le nombre de loci polymorphes se rangeait entre 13 et 24 respectivement pour les ISSR 844A et
ISSR N5. Le taux de polymorphisme par amorce quant a lui a varié entre 60,87 % (ISSR 857) et
96 % (ISSR N5).

Figure 36: Quelques profils électrophorétiques obtenus chez les lignées étudiées

A) ISSR 844A; B) ISSR DAT; 1) L37; 2) L33; 3) L30; 4) L29; 5) L27; 6) L26; 7) L25; 8) L22;
9) Témoin EV8728.
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Tableau XXII1: Nombre de loci et taux de polymorphisme mis en évidence par les amorces ISSR

Amorces NTLR NTLM NTLP TP (%)
ISSR 1 23 2 21 91,30
ISSR 7 19 1 18 94,74

ISSR 807 22 5 17 77,27

ISSR 844A 17 4 13 76,47
ISSR 857 23 9 14 60,87
ISSR 887 21 2 19 90,48

ISSR 17899A 22 5 17 77,27
ISSR 17899B 26 3 23 88,46

ISSR DAT 23 2 21 91,30

ISSR N5 25 1 24 96,00
Total 221 34 187 84,42

NTLR : nombre total de loci révélés, NTLM : nombre total de loci monomorphes, NTLP : nombre total de loci
polymorphes, TLP : taux de polymorphisme.

3.1.3. Analyse des profils des lignées étudiees

Les relations génétiques entre les lignees sont présentées par le tableau XXIII. Toutes les lignées
étudiees ont réveélé des bandes uniques par rapport au témoin, avec une moyenne de 40,125 bandes
uniques par lignée. La lignée L37 a présenté le plus grand nombre de bandes uniques (67 bandes)

par rapport au témoin, tandis, que la lignée L26 a enregistrée la plus faible valeur (20 bandes).

Le témoin a également généré des bandes uniques par rapport aux lignées, avec une moyenne de
58,25 bandes uniques par rapport a chaque lignée. Le nombre de ces bandes a varié de 41 (par

rapport a la lignée L37) a 71 (par rapport a la lignée L25).

En outre, excepté les deux lignées L25 et L26, les autres lignées ont présenté chacune des bandes
spécifiques (bandes présentes chez la lignée considérée et absentes chez le témoin et les autres
lignées). Le nombre de bandes spécifiques a varié de 2 (L22, L27 et L30) a 22 (L37).

129



Résultats et discussion

Tableau XXIV: Différents types de bandes générées par les lignées

Lignées NBUL/TO01 NBUTO1/L NBUL/LTO1
L37 65 41 22
L33 29 68 3
L30 33 65 2
L29 50 44 5
L22 52 43 2
L27 41 66 2
L26 20 68 0
L25 31 71 0
Moyenne 40,125 58,25 4,5

NBUL/TO1 : nombre de bandes uniques de la lignée par rapport au témoin, NBUTOL/L : nombre de bandes uniques
du témoin par rapport a la lignée. NBUL/LTO1 : nombre de bandes uniques de la lignée par rapport aux autre lignées
et au témoin.

3.1.4. Relations génétiques entre les lignees étudiées

Afin de visualiser les relations genétiques entre les différentes lignées de mais étudiees, une matrice
de dissemblance a été elaborée (Tableau XXI1V). Cette matrice a été élaborée en considérant les
coefficients de dissimilarité de Jaccard pour I’ensemble des paires de lignées résistantes étudiees.
La valeur des coefficients de Jaccard entre deux lignées permet d’apprécier le degré de leur
similitude (ou dissemblance) génétique. Les valeurs obtenues pour ce coefficient ont varié de 0,54
a 0,81 avec une moyenne de 0,6. La plus faible dissemblance génétique (0,54) a été enregistree
entre les lignées L22 et L29 tandis que la plus grande (0,81) a été observée entre les lignées L26 et
L33. Par ailleurs, le coefficient de dissemblance entre les lignées et le témoin a varié de 0,58 (L22
et L29) a 0,72 (L27).

Tableau XXV: Matrice des distances genétiques entre les lignées de mais étudiées

Lignées  L37 L33 L30 L29 L27 L26 L25 L22 TO1
L37 -
L33 0,74 -
L30 0,73 0,61 -
L29 0,56 0,68 0,62 -
L27 0,71 0,71 0,68 0,63 -
L26 0,75 0,81 0,73 0,75 0,66 -
L25 0,71 0,77 0,72 0,71 0,60 0,66 -
L22 0,58 0,72 0,65 0,54 0,61 0,76 0,62 -
TO1 0,61 0,68 0,69 0,58 0,71 0,68 0,72 0,58 -
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De plus, les relations génétiques entre ces lignées résistantes de mais étudiées ont été mises en
relief par une analyse en coordonnées principales (PCoA). Cette analyse a éte réalisée a partir des
221 loci révélés. Les pourcentages de variation expliqués par les deux premiers axes étaient
respectivement de 17,6 et 14,23 %. Il en ressort que ces deux premiers axes absorbaient 31,38 %.
Le résultat de I’analyse PCOA est présenté par la Figure 37. Cette figure révele une large dispersion
des lignées sur le plan de la PCoA. Cependant, une agglomération claire des lignées en quatre
groupes distincts apparait. Le groupe 1 comprend les lignées L37 et L22 ; le groupe 2, les lignées
L25, L26 et L27 ; le groupe 3, les lignées L30 et L33 et enfin le groupe 4 a rassemblé la lignée L29

et le témoin.
Analyse en Coordonées Principales (PCoA)
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Figure 37: Distribution des lignées de mais dans le plan 1-2 de la PCoA

Un arbre non enraciné a été élaboré par ’analyse des données ISSR en considérant les coefficients
de dissimilarité de Jaccard et la méthode du neighbor-joining (Figure 38). Cet arbre a montré une
représentation de I’ensemble des lignées étudiées en quatre groupes distincts. Le témoin a été isolé
et a représenté le groupe 1. Le groupe 2 a regroupé les lignées L22, L29 et L37. Les lignées L30 et

L33 ont composé le groupe 3, tandis que le groupe 4 a renfermé les lignées L25, L26 et L27.
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Figure 38: Arbre non enraciné des lignées résistantes étudiées
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3.2. Discussion

Les marqueurs moléculaires sont insensibles a l'environnement, d’ou leur usage pour la mise en
évidence de la diversité génétique des individus (Amraul et al.,, 2023). Les profils
électrophorétiques obtenus a partir des marqueurs ISSR ont montré une bonne amplification des
ADN des lignées étudiées. Ce succes traduit la réussite des extractions d’ADN et montre que la
quantité et la qualité des extraits obtenus étaient suffisantes pour permettre des amplifications. Ce
résultat traduit également I’efficacité du protocole utilisé pour la PCR et la révélation des

amplicons.

Les 10 amorces ISSR utilisées ont révélé au total 221 loci. Ce nombre élevé de loci révélés par
seulement 10 amorces, confirme I’efficacité des marqueurs ISSR a amplifier un nombre important
de fragments d’ADN par individu (Hamza & Ferchichi, 2020). Ce résultat confirme les travaux de
certains auteurs ayant révéelé un nombre élevé de loci a partir d’un nombre limité de marqueurs
ISSR. Ainsi, Konan et al. (2020), avec 5 amorces ISSR, ont révélé 60 loci chez des cultivars
d’aubergine étudies. Arisah et al. (2022), travaillant sur des plantes de fraise, ont obtenu 192 bandes

pour 15 amorces ISSR utilisés.

Parmi les 221 loci obtenus dans la présente étude, 187 se sont montrés polymorphes, soit un taux
de polymorphisme de 84,42 %. Ce haut niveau de polymorphisme traduit le caractere informatif
des amorces utilisées, surtout en termes de mise en évidence du polymorphisme chez le mais. Ces
marqueurs démontrent ainsi leur efficacité pour la caractérisation de différents génotypes de mais.
Le haut niveau de polymorphisme obtenu est comparable a celui (89,59 %) observé par Soliman E
et al. (2021) qui analysaient la diversité génétique d’une collection mondiale de ressources
génétiques de mais en Egypte avec les marqueurs ISSR. De méme, Arisah et al. (2022) ont obtenu
un niveau élevé de polymorphisme (93,3 %) avec les amorces ISSR utilisés sur des plants de fraises
issus d’irradiation aux rayonnements gamma. La performance des marqueurs ISSR est imputée a
sa capacité a mettre en évidence les variations de plusieurs régions inter-microsatellites reparties

le long des génomes (Duan et al., 2023 ; Darkwa et al., 2020).

L’analyse moléculaire a révélé chez les lignées, un nombre non négligeable de bandes uniques par
rapport au témoin (en moyenne 40,125 bandes uniques par lignée). Ces loci uniques qui ne se
retrouvent pas chez le témoin pourraient provenir des modifications provoguées (mutations) par

I’irradiation dans le génome de la variété EV8728. En effet, Wang et al. (2017) ont affirmé que
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I’analyse par marqueurs ISSR est un moyen trés efficace pour la détection des mutations induites
par rayonnement gamma. Selon Schibler et al. (2020) de nombreuses modifications structurelles
survenant dans I’ADN apres irradiation au rayonnement gamma, sont a l’origine des bandes
spécifiques observées au cours des analyses moléculaires. Ainsi, le potentiel de résistance a la
sécheresse des lignées analysées serait donc lié aux loci uniques observés. Selon El-Khateeb et al.,
(2017) et Eun et al. (2024), apres irradiation gamma, I'apparition de nouveaux traits génétiques
chez les mutants serait lié aux différences révélées par les marqueurs par rapport aux individus
témoins. Ainsi Li et al. (2019) en caractérisant des mutants induits de riz (Oryza sativa L.) de la
génération M5 par séquencage du génome entier, ont détecté de nombreuses différences par rapport
au témoin. Ces différences se déclinaient en 57 substitutions de bases uniques, 18 délétions et 6

insertions dans chaque mutant irradié.

Il a été révélé chez le témoin, la présence d’un nombre assez important de bandes uniques qui ne
se retrouvaient pas chez les lignées. 11 s’agissait en moyenne de 58,25 bandes par rapport a chaque
lignée. Ce nombre important de bandes uniques du témoin traduit des délétions genérées par son
irradiation. En effet, selon les travaux réalisés par Ahmed et al., (2020) et Du et al. (2020), les
dé¢létions de fragments constituent les principaux dommages de I’irradiation de la molécule

d’ADN.

Cette analyse comparée des bandes a aussi révélé 22 bandes uniques chez la lignée L37. Le nombre
de bandes uniques ¢€levé chez cette lignée serait a I’origine de divers autres caractéres intéressants

non encore élucidés, en plus de la résistance a la sécheresse ayant fait ’objet de la présente étude.

La matrice de distances genétiques basee sur les coefficients de dissimilarité de Jaccard a revelé
une forte dissemblance (une faible ressemblance) entre les lignées de mais étudiées (coefficient de
dissemblance supérieur a 0,5). Cette forte dissemblance a été confirmée par I’Analyse en
Coordonnées Principales (PCoA). En effet, la PCoA a montré une large dispersion des lignées sur
le plan factoriel, démontrant la variabilité géenétique existant entre les lignées. Un résultat quasi-
similaire a été observé avec 1’arbre non enraciné construit. Ces résultats témoignent de I’importance
des modifications provoquées par I’irradiation gamma dans le matériel génétique des plantes
étudiees. Ces modifications sont ainsi a 1’origine de la variabilité observée et materialisée par la
faible ressemblance génétique entre les lignées. Cela montre que les travaux de sélection entrepris

depuis I’irradiation des semences jusqu’a la génération M5 ont effectivement permis d’isoler des
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lignees génétiquement différentes. Néanmoins, ces analyses multivariées réalisées ont classifié les
lignees en 4 groupes majeurs. Ces groupes, sans occulter les différences génétiques avérées entre

les lignées ont montré que certaines lignées sont génétiquement plus proches.

Conclusion partielle

L’évaluation de la variabilité génétique des lignées potentiellement résistantes a la sécheresse a été
réalisée au moyen des marqueurs moléculaires ISSR. Les amorces utilisées ont généré des profils
génétiques assez informatifs pour chacune des lignées. L’analyse statistique des données
moléculaires recueillies a établi sans ambiguité des différences entre les lignées d’une part et entre
les lignées et le témoin d’autre part. En outre, I’apparition de nombreux nouveaux loci chez les
lignées mutantes comparées a la varieté mere témoigne de I’effet significatif de I’irradiation. De
toute evidence, le potentiel de résistance a la sécheresse mis en evidence chez ces lignées mutantes

proviendrait de certains de ces nouveaux loci.
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Conclusion et perspectives

Le mais fait partie des céréales les plus cultivées en Cote d’Ivoire et occupe une place importante
dans I’alimentation humaine et animale. Cependant, des problémes liés au déficit hydrique, I'une
des conséquences du changement climatique, affectent considérablement la production de cette
céreale. Pour faire face a cette contrainte et améliorer de fagon durable sa production, la présente
étude a été initiée. Elle visait a creer de nouvelles lignées de mais résistantes a la sécheresse par

usage de la mutation induite au rayonnement gamma.

Nos résultats ont montré qu’aprés irradiation des semences de la variété EV8728, 264 lignées
mutantes ont été développées par la sélection généalogique. De ces lignées, une sélection

participative a permis de choisir 61, dont 37 ont été retenues pour la suite des travaux.

La caractérisation phénotypique de ces 37 lignées a révélé des différences significatives non
seulement entre les lignées choisies, mais aussi entre celles-ci et le témoin non-irradié. Ce résultat
traduit ’efficacité de 1’irradiation gamma pour générer une variabilité phénotypique chez le mais.
Ainsi, I’examen des différences observeées, a révelé chez certaines lignees, un gain significatif par
rapport au témoin pour certains caracteres, notamment, la précocité et la vigueur. Aussi, la forte
diversité génétique exprimée a été structurée en sept groupes par ’analyse en composantes
principales et la classification hiérarchique ascendante. Cette structuration de la diversité a montré
pour chaque groupe des traits spécifiques intéressants a savoir la précocité et la vigueur. Ces
groupes ont donc été considéres comme des réservoirs de genes utilisables pour I’amélioration du
mais.

S’agissant du potentiel de résistance au déficit hydrique des lignées, les résultats ont montré que
les lignées L22, L27 et L37 présentent des potentialités de résistance a la secheresse largement
supérieures aux témoins résistants testés. De plus, les lignées L25, L26, L29, L30 et L33 ont
présenté un potentiel de résistance a la sécheresse similaire aux témoins résistants. Ces 8 lignées
représentent des lors un matériel végétal de grande valeur agronomique pour I’amélioration du
mats.

Enfin, une différenciation moléculaire des lignées potentiellement résistantes a été réalisée au
moyen des marqueurs ISSR. Cette analyse a révélé une nette distinction génétique entre ces lignées
mutantes. L’analyse a également mis en exergue 1’apparition de nombreux nouveaux loci chez ces
lignées qui témoignent de I’effet significatif de I’irradiation. Ces nouveaux loci pourraient étre a la

base du potentiel de résistance a la sécheresse exprimé par ces lignées.
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Perspectives
Au regard des résultats de ce travail, plusieurs perspectives peuvent étre envisagées :

- procéder a des tests multi-locaux, surtout en régions de faibles pluviométrie afin de vérifier
le potentiel de résistance des lignées développées en milieu réel ;

- approfondir I’étude moléculaire avec d’autres types de marqueurs (SSR, SNP, etc...) pour
identifier et localiser les mutations créées et celles responsables de la résistance au stress
hydrique ;

- élucider les caracteres autres que la résistance au déficit hydrique qui pourraient étre liés a
certaines des bandes uniques observées ;

- mettre en place un programme de sélection assistée par marqueurs moléculaires visant
I’introgression du caractére de résistance a la secheresse des lignées mutantes dans les

variétés commerciales a haut rendement disponibles.
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Abstract

In Céte d'Ivoire, maize is an important staple food for a large part of the population. However, its culture faces
many constraints related to soil degradation, climate change and genetic degeneration of cultivated varieties. In
order to create new varieties adapted to these constraints, mutant maize Lines have been developed using the
gamma radiation technique. The present study aims to phenotyping 15 mutant Lines from the sixth generation of
self-pollination, in order to characterize them and to give information on their genetic diversity. For this, an
experiment in a randomized complete block design with three replications was conducted. Thirteen traits were
evaluated and they showed wide variation not only between the mutant Lines but also between them and the
non-irradiated control. Multivariate analysis structured this variability into five distinct groups with specific
traits. The interest of the revealed traits and the future use of these mutant Lines are discussed.
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1. Introduction

Ranked third after wheat and rice, maize (Zea mays L.) is an important crop worldwide (FAO, 2022). In Cote
d'Ivoire, it is the major staple diet of rural populations, mainly in the northern savannah region. In this region, it
is the most energetic cereal due to its nutritional value and it has important economic stakes (Charcosset &
Gallais, 2009). Indeed, it plays a significant role in reducing poverty and improving the food security status for
poor families. However, in this region where agriculture production is largely rain-fed, the effects of current
changes in climatic conditions constitute a huge limiting factor in maize production. In addition, it is projected
that by 2050, global warming trends may render 40 % of the current maize growing areas in Africa unsuitable for
varieties available today (Schlenker & Lobell, 2010; Neat, 2013). Hence, it becomes urgent to guide maize
breeding towards new high-performance varieties adapted to strong environmental constraints. It is in this
context that the present study aims at developing new elite maize varieties adapted to the agro climatic
conditions of northern savannah region of Céte d'Ivoire, using the gamma radiation induced mutation technique.
The action of these rays induces modifications of the genetic material (DNA) of a living organism such as a crop,
thus increasing its variability and generating genotypes capable of adapting to the various constraints linked to
their culture (Prouillac, 2006; Katiyar et al., 2022).

Thus, 15 Lines of maize have been obtained after six generation of self-pollination of a maize genotype obtained
by gamma irradiation of an appreciated variety in the north of Cote d’Ivoire. Phenotyping of these new maize
Lines is highly recommended as the first step of the improvement program, prior to more in depth studies
(Amiteye et al. 2019; Temam et al. 2020). Hence, the specific objective of the present study was to characterize
phenotypicaly these 15 maize lines and to assess their genetic diversity, in order to generate information that
could potentially help breeders to improve the crop.

2. Materials and Methods

2.1 Experimental Site

The study was carried out at the experimental farm of the Crop Improvement Laboratory of Jean Lorougnon
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Guédé University (UJLoG) located in the town of Daloa (Center-West of Cote d'Ivoire, 130 km from the capital
Yamoussoukro). The area was under humid tropical conditions with 1317 mm of rainfall per year. The
vegetation, which used to be dense forest, has now disappeared in favor of various cash crops (Sangaré et al.,
2009). The experiment site was located 6 © 90 N latitude and 6 © 37 W with an altitude of 238 m.a.s.1. (above sea
level). The soil of the plot was sandy loam texture with good fertility, properly leveled and well drained. The
mean temperature and relative humidity during the experiment period ranged from 25 to 35 °© C and 69 to 83 %,
respectively.

2.2 Plant Material

The plant material used for this study consisted of 15 lines of maize coming from sixth generation of self-
pollination of a maize genotype obtained by gamma irradiation of the EV8728 variety at doses of 200 and 300
grays in Seibersdorf, Austria. The non-irradiated EV8728 variety was used as a control.

2.3 Experimental Design

The experiment was established using a randomized complete block design (RCBD) with three replications. The
spacing between adjacent replications was 2 m. Three seeds per hill were sown at a depth of 3 cm and thinned to
two plants per hill after two weeks. Each Line was raised in a single-row plot with a row-to-row spacing of 80
cm and plant-to-plant spacing of 40 cm. A plant population of twenty-four plants per row, plot and Line was
maintained. Thus, each Line was represented by 72 plants, i.e. 1080 plants for the overall 15 Lines on the
experimental field.

2.4 Field Managements

Standard agronomic and management practices were adopted to raise a healthy crop. Daily watering using a Drip
Irrigation System was applied uniformly to all plots. Manual weeding by hoeing and handpicking (Figure 1)
were carried out when necessary to avoid any competition between the crop and the weeds, and thus allow better
crop development.

Figure 1. Experimental Field of the Studied Maize Showing Manual Weeding by Hoeing and Handpicking, and
Drip Irrigation System.

2.5 Data Collection

Data were collected on 15 plants of each Line in each replication. Visual observations and measurements were
done for this collection. The following traits were evaluated: Days to emergence (DE), emergence rate (ER),
plant height (PH), ear height (EH), stem diameter at base (SDB), days to anthesis (DA), days to silking (DS),
anthesis-silking interval (ASI), ear length (EL), ear diameter (ED), ear weight (EW), 100 grains weight (GW100),
number of rows per ear (NRE), number of grains per row (NGR), number of grains per ear (NSE, NSE =
NREXNGR).
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2.6 Statistical Analysis of Data

Microsoft Excel Software (2016 edition) was used to compile the data and the SPSS v22.0 and R v3.6.3
softwares for statistical analyses.

With the SPSS software, the means and the standard errors were calculated and the data were subjected to an
Analysis of Variance (ANOVA) to determine the presence of statistically significant differences among cultivars
for the traits measured. A p-value of 0.05 or less was considered statistically significant. The Student-Newman-
Keuls post-hoc test was used to separate significantly different means.

With the R software, the variables were subjected to two methods of multivariate analyses: Principal Component
Analysis (PCA) and Cluster Analysis (CA). PCA was done to transform the original variables into a limited
number of uncorrelated new variables and to allow the visualization of differences among the Lines, the
identification of groups, and the identification of relationships among Lines and variables. The Eigen Values and
Eigen Vectors were computed, which represent the variance and the loadings of the corresponding principal
components (PCs). A biplot analysis was carried out based on the two most important PCs to visualize the
pattern of total diversity within the germplasm studied. The degree of correlation between the traits and the
percentage contribution of each trait to the total diversity were determined. CA was used to group the Lines into
various clusters according to genetic distance. The clustering was performed using the genetic distances
computed from traits measured. The distance matrix was used to construct a dendrogram based on Ward's
aggregation method. The genetic relationships among the Lines and between and within the clusters were
determined and analyzed.

3. Results
3.1 Variation in Crop Phenology (Emergence and Flowering)

For the maize Lines studied, the mean values of days to seedling emergence, emergence rate and days to
flowering, are recorded in Table 1. There were significant differences in the mean number of days taken by
seedlings of Lines to emerge. The mean values ranged from 4.33 to 6.17 days. The Line L5 and the control (T0)
took the shortest time to emerge (4.33 days after sowing) while lines L1 and L13 recorded the longest time (6.17
days). The mean values of emergence rates showed significant differences too. The values were ranged from
43.98 % to 93.05 %. The Lines with the lowest rates were L7 and L13 (43.98 and 48.61 % respectively), while
Line L4 with 97.22 % exhibited the highest emergence rate. The emergence rate of the control was 93.05 %. The
mean values of days to flowering (days to anthesis and days to silking) revealed significant differences. The T0O
control showed the shortest time to flowering. Indeed, all the Lines recorded average values significantly higher
than those of the TO control regarding days to anthesis and days to silking. The anthesis-silking intervals varied
between 0 and 3.78 days. Seven Lines (L1, L3, L5, L6, L7, L14 and L15) and the control TO had anthesis-silking
intervals inferior to 1 day.

3.2 Variation in Growth and Production Parameters

Table 2 shows the distribution of the mean values of growth and production parameters. Except stem diameter,
the values of each parameter studied showed highly significant differences. Concerning plant height, the shortest
plants were recorded in Line L2 with an average height of 158.46 cm. Line L7 had tallest plants with 206.33 cm
height on average. The mean height of the plants of the TO control was 200.5 cm.

For the ear height, the control plants gave the highest ear heights (108.43 cm on average). Line L2 presented the
shortest ear heights (76.43 cm on average).

The longest ears were observed in the control TO1 with an average length of 15.24 cm; while the shortest ears
were obtained in Line L3 with a length of 8.41 cm. All other lines presented ears with a length intermediate to
these two values. For ear diameters, the control had the largest ears (45.66 mm); followed by Lines L6, L12 and
L2 with 42.61, 41.93 and 40.46 mm respectively. The Line L9 had the smallest ear diameters (31.66 mm on
average). Like the ear diameters, the control had the highest mass (128.18 g) before Line L12 (100.13 g). The
least heavy ears were produced by Line L15 (31.11 g).

The number of grains per ear also contributed to discriminate studied Lines. The control plants had he most
grains per ear (487.04 grains on average), followed by Lines L5 and L12 (424.59 and 424.3 grains respectively).
With a mean of 141.13 grains, Line L15 exhibited the lowest number of grains per ear.

Furthermore, the heaviest grains were found in Lines L11, L15 and the Control with means of 24.32, 23.65 and
24.16 g for 100 grains weight respectively. Lines L5 and L9 had the least heavy grains (15.44 and 14.35 g 100
grains weight respectively).
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Table 1. Mean Values and Standard Errors of the Phenological Traits of the 15 Maize Lines

Lines DE (days) ER (%) DS (days) DA (days) ASI (days)
L1 6.17+0.9¢ 60.65+8.32 58+1.8¢ 58.5+1.5% 0.56+1.7%
L2 5.33+0.5b 67.13£14.4° 55.91£1.1° 58.8+1.2¢ 2.95+1.6¢
L3 5.540.8° 76.3949.4¢ 60.48+2.8h 60.4+2.5h 0+0.9?
L4 4.67+0.5% 97.22+3.5 53.03+1.5% 55.9:0.8b¢ 2.93+1.3¢
L5 4.33+0.82 89.35+11.54 56.53£1.24 56.8+1.4% 0.27+1.22
L6 5.17+0.4%¢ 87.5+7.1d¢ 54.83+] .4 55.5+1.1° 0.7+1.20
L7 5.83+0.4% 43.98+9.5 58.69+1.41 59.6+1.1° 0.96+0.8?
L8 5.170.4%¢ 76.39+9.0° 55.9+1.0° 58+0.6¢ 2.17+0.7°
L9 5£0.0° 77.78+11.6% 56.62+1.5¢ 57.7+1.1¢ 1.13£1.2e
L10 5.17+0.4%¢ 91.67+5.5¢ 56.33+0.9¢ 58.9+1.2¢ 2.6+1.3¢
L1l 5.33+0.8" 88.43+9.1d° 55.77+1.6° 58.4+1.1% 2.7+1.2¢
L12 5.33+0.5b¢ 74.07+8.5% 54.242.0P 55.3+1.3% 1.1x1.7%
L13 6.17+0.4¢ 48.61+6.7 58.81=1.1f 62.5+1.7 3.78+1.8¢
L14 5.33+0.5b 74.07+9 .4 56.4+1.3¢ 56.5+1.1¢ 0.13+0.5%
L15 5+0.6° 81.02+13.7¢ 59.21+1.4¢ 59.9+4.1¢ 0.71+4.7a
TO 4.33+0.5 93.05+3.8¢ 51.77422 52.3+1.92 0.6+0.8°

P-Value <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

Means followed by le same letter are statistically identical at the 5 % threshold. P-Value: Approximate Probability of Tests,

DE: Days to emergence, ER: Emergence rate, DA: days to anthesis, DS: days to silking, ASI: anthesis silking interval.

Table 2. Mean Values and Standard Errors of Growth and Production Parameters of the 15 Maize Lines Studied

SDB EH PH EL ED EW GWI100
Lines (mm) (cm) (cm) (cm) (mm) (g) NSE (2)
L1 23.442.32 83.549.7b  173.46x13.8bc 11.96+2.9bc 37.36+3.5¢ 51.52+21.5cd 262.22+99.8d 20.97+3.3b
L2 19.5£2.8*  76.43£20.6a 158.46+£10.8a 11.34+1.8b 40.46+£2.6d 57.38+11.8d 271.73+41.4d 21.53%£1.5b
L3 19.844.5* 80.83+18.7ab 190.03+£18.5de  8.41£2.0a 35.38t1.6b 38.68+7.0b  199.09+46.1b  18.94£3.2ab
L4 20.443.6* 86.2+12.7bc  181.93+15.4d 10.5£2.1b 35.48+2.6b 47.16+14.0bc 183.12+51.6ab 24.57+3.0¢
L5 22.142.4*  97.7435.2d  170.46+18.1b  12.32+1.9c 37.45£3.7c 60.64+22.7d 424.59+90.5h 15.44+3.3a
L6 21.1£3.5*  99.1£14.4°  196.24+12.3f 12.3242.5¢ 42.61£3.2d 80.13+28.8g 293.48+86.3° 24.69+2.9¢
L7 30.2£10.8" 98.37£14.0d 206.33+34.4h  12.3+£1.5¢c 35.66+6.1b 52.35+14.7cd 297.92+54.2¢ 19.04+2.4ab
L8 21.44£3.7*  89.93+£9.8c 179.1£13.0c  12.34+1.4c 36.37£2.0c 62.47+14.2d 329.14+£57.9g 17.99+£2.8ab
L9 18.442.1*  94.37+8.4cd 180.23+11.8cd 10.94+2.3b 31.664+3.1a 36.16+£14.0ab 269.57+109.9d 14.35+2.1a
L10 21.1£2.2*  100.87x11.7° 199.66+13.6g 13.99+1.3¢ 38.17£2.8¢ 68.51+12.6f 313.68439.2f 21.12+£3.0b
L11 21.1£3.2*  98.0749.3d  197.4+19.5g  13.4+1.3d 35.85+1.9b 63.86x13.0e 245.83+£35.0c 24.32+2.1d
L12 22.7£1.8* 93.13+12.6cd 193.56+21.3¢ 13.87£2.4° 41.93+£7.1d 100.13+£64.5h 424.3+754h 22.91+2.3c
L13 30.3£12%  91.2+12.1c  188.23£33.0de 11.31+0.6b 37.03+2.6c 48.41£9.9c  211.92+41.7b 22.38+1.7bc
L14 20.7£2.8* 80.23+8.2ab  166.2+7.8ab  10.98+4.3b 36.44+£2.8c 41.86+£10.7b  231+50.3bc  19.05+2.6ab
L15 252+432.4% 97.63£10.8d 194.63+15.9ef 10.25+1.5ab 33.2+3.4ab 31.11x8.1a  141.13£32.7a 23.65+2.0d
TO1 24+£2.6®  108.43+17.5f 200.5+30.7g  15.24£2.0f 45.66+3.6e 128.18+30.2i 487.04+92.8i 24.16+2.8d
V:lue <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

Means followed by same letter are significantly identical at the 5 % threshold. P-Value: Approximate Probability of Tests. EL:
ear length. ED: ear diameter. EW: ear weight. GW100: 100 grains weight. NSE: number of seeds per ear. PH: plant height.
EH: ear height. SDB: stem diameter at base.
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3.3 Correlation between the Studied Traits

Table 3 presents the correlation matrix between the different traits studied. The analysis of this matrix indicates a
significant correlation (> = 0.50) between some pairs of traits. Thus, strong positive correlations were found
between ear size (length and diameter) and ear weight and number of ear grains; between Plant height and ear
height; and between days to anthesis and days to silking. On the other hand, strong negative correlations were
observed between ear weight and days to flowering (anthesis and silking) and between emergence rate and days
to emergence.

Table 3. Correlation Matrix between Studied Traits
DE ER SDB EH PH EL ED EW NSE GWI100 DA DS ASI

DE -

ER  -0.82 -

SDB  0.441 -0.65 -

EH -0.42 0.324 0319 -

PH 0.021 0.065 0.441 0.74 -

EL -0.24 0.214 0.154 0.666 0.368 -

ED  -0.21 0.184 0.035 0.269 0.139 0.653 -

EW  -0.36 0.308 0.041 0.54 0.357 0.839 0.896 -

NSE -0.43 0.199 0.002 0.495 0.118 0.781 0.689 0.837 -
GWI100 0.037 0.217 0.186 0.186 0.406 0.27 0.478 0.399 -0.13 -

DA  0.679 -0.6 0.365 -0.34 -0.03 -0.54 -0.61 -0.72 -0.65 -0.2 -

DS  0.612 -0.59 0.321 -0.31 -0.02 -0.63 -0.62 -0.73 -0.57 -0.38 0.872 -

ASI  0.203 -0.08 0.124 -0.08 -0.02 0.118 -0.05 -0.06 -0.23 0.321 0.352 -0.15 -
DE: Days to emergence. ER: emergence rate. EH: ear height. DA: days to anthesis. DS: days to silking. ASI: anthesis silking
interval. EL: ear length. ED: ear diameter. EW: ear weight. GW: 100 grains weight. NSE: number of seeds per ear. PH: plant
height. EH: ear height. SDB: stem diameter at base

3.4 Principal Component Analysis (PCA)

The principal component analysis (PCA) transformed the 13 raw set of data into 13 factors loadings or principal
components, with the first principal component (PC1) contributing the most variability (43.38 %) and the last
principal component (PC13) contributing the lowest variability (7.85 x 10”7 %). Eigen values are often used to
determine how many principal components to retain. Usually, components with Eigen values less than 1 are
excluded (Shah et al. 2018). The first four PC (PC1, PC2, PC3 and PC4) had Eigen values greater than 1 (Table
4), and showed therefore high significant variability compared to the rest of the PCs which had Eigen values less
than 1. These latter PCs had not been considered, as they were not significantly influencing the variability among
the maize Lines studied. The percentage of variation explained by the first four PCs, their Eigen value and the
factor scores for the 13 traits studied are presented in Table 4. These four PCs cumulatively explained 86.589 %
variation for the maize Lines studied. The first two PCs together explained 63.52 % of variation. This value is
higher than the reference value of 45.15 %. PC1 (43.38 % variation) had a greater weightage on DE, RE, DA,
DS, EH, EL, ED and EW; and PC2 (20.14 % variation) had a greater weightage on SDB and PH. The remaining
variation (22.53 %) was contributed by the other two PCs (PC3 and PC4) with greater weightage on the rest of
the traits. Thus, PC1 was mainly attributed to phenologic and production parameters and PC2 to growth
parameters.

Biplot analysis was carried out based on the first two PCs. The traits and the maize Lines were shown on the
biplots (Figure 2 and Figure 3A, respectively) to clearly visualize their associations and differences. The scatter
plot of the maize Lines (Figure 3A) presented the diversity pattern of the Lines studied and classified them into
five groups. The group 1 contained exclusively the Lines L1, L3 and L15. The group 2 comprised Lines L7 and
L13. Lines L14, L9, L8, LS, L4 and L2 formed group 3. Group 4 contained Lines L12, L11, L10 and L6; and the
latest group (5) contained exclusively the control TO1.
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Table 4. Principal Component Analysis of 13 Traits in the Maize Lines Studied Showing Eigen Vectors, Eigen
Values, Total and Cumulative Percentage of Variance Explained by the First Four PC Axes

TRAITS PCl1 PC2 PC3 PC4
DE -0,635 0,552 0,074 -0,37
ER 0,586 -0,57 0,24 0,47
SDB -0,145 0,872 -0,176 -0,005
EH 0,629 0,415 -0,255 0,544
PH 0,31 0,655 -0,059 0,59
EL 0,816 0,366 -0,054 -0,133
ED 0,775 0,204 0,102 -0,445
EW 0,925 0,241 -0,018 -0,222
NSE 0,799 0,062 -0,438 -0,31
GW100 0,353 0,384 0,717 0,107
DA -0,865 0,344 0,063 0,08
DS -0,857 0,223 -0,317 0,124
ASI -0,108 0,27 0,734 -0,077
Eigen value 5,64 2,618 1,526 1,403
Total variance (%) 43,382 20,137 11,74 10,793
Cumulative variance (%) 43,382 63,519 75,259 86,052

Bold values are the highest contribution for each trait to total variance in the respective axes. DE: Days to emergence. ER:
emergence rate. EH: ear height. DA: days to anthesis. DS: days to silking. ASI: anthesis silking interval. EL: ear length. ED:
ear diameter. EW: ear weight. GW: 100 grains weight. NSE: number of seeds per ear. PH: plant height. EH: ear height. SDB:
stem diameter at base

3.5. Cluster Analysis (CA)

A hierarchical ascending classification of the studied Lines was performed. The dendrogram (Figure 3B)
generated with Ward's aggregation method, at 50 % level of similarity, confirmed the grouping in five distinct
groups as revealed by the PCA.
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Figure 2. Plot of Components Weight of the 13 Traits of the Studied Maize
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Figure 3. Principal Component (PCA) and Cluster Analysis (CA): A) Scatter Plot of the First and Second PC for
the Maize Lines Studied, Showing Five Groups; B) CA Dendrogram Showing Five Clusters.

4. Discussion

Phenotypic characterization is the first essential step in genetic resources description (Kaur et al., 2022; Sanchez
et al., 2023. It provides breeders with important information necessary for their breeding program (Jung et al.,
2021). The phenotyping of the 15 maize Lines used in the present study was done to characterize them and to
give information on their genetic diversity. The traits evaluated showed wide variation not only between the
maize Lines studied but also between these Lines and the control. First, these results indicate that the traits
evaluated are suitable to discriminate the genotypes studied. According to Louette (1994), vegetative traits (plant
height and ear insertion height), length of vegetative stage (days to flowering) and certain ear parameters, such as
diameter, are the main criteria to identify maize varieties. Second, the significant differences observed could be
explained by the effects of gamma radiation applied to the grains of the control variety which made it possible to
obtain the Lines studied. Such exposure of grains to gamma radiation could have caused modifications to their
genome, which could be the origin of the variability observed. Indeed, according to Feuk et al (2006) this
practice leads to random modifications at several levels of the genome, which could allow obtaining several lines
differing from each other at different levels.

Emergence parameters (days to emergence and emergence rate) are important criteria for assessing germination
capacity of each Line. Successful germination alone does not guarantee successful emergence of a maize crop.
Elongation of the mesocotyl must elevate the coleoptile to the soil surface before the inner true leaves emerge
from the protective tissue of the coleoptiles (Nielsen, 1995). In our study, emergence varied between 4 and 6
days after planting. This is a narrower range than that reported by Nemergut et al. (2021), who evaluated in-field
maize emergence in different soils and at different planting depths and reported emergence between 4 and 13
days after planting. Except for lines L7 and L13 which showed emergence rates of 43.98 and 48.61 %
respectively, the other Lines recorded rates above 50 %. Overall, these results imply that the lines studied have a
good germination capacity.

Flowering time (or vegetative stage length) is a complex trait that displays a large range of variability. More than
60 QTLs for flowering time with five to six major chromosomal clusters/regions have been detected in maize
and each QTL contributes to a small part of the phenotypic variation (Durand, 2012). In the present study, the
length of the vegetative stage was shorter for the control (51.77 DA and 52.3 days DS) than the studied Lines
(53.03 - 60.48 DA and 55.3 - 62.5 DS). This result suggests that the mutations induced in the Lines by the
gamma irradiation slightly lengthened their vegetative stage. In addition, the anthesis-silking interval was
relatively small, less than 4 days. This indicates the synchronization of male and female flowering of these Lines.
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Our results are in line with those of Mercer & Perales (2019), who reported that the time interval required
between male and female flowering in maize is less than five days. Moreover, a strong positive correlation was
found between these two parameters (male and female flowering). These results are consistent with those of
Moussa et al (2018) who showed that duration of male and female sowing-flowering cycles are positively and
significantly correlated.

Ear height and plant height are of great importance for the morphological characterization of maize variety. Both
are important agronomic traits in maize that directly affect nutrient utilization efficiency and lodging resistance
and ultimately relate to maize yield (Wang, 2023). Apart from Line L18, all studied Lines were shorter and had
shorter ear insertion heights than the control. These results showed that gamma irradiation reduced the growth of
the mutants. These results are in line with those of Singh ef al (2009) who studied generation 1 to 3 mutants of
wheat obtained by gamma irradiation, and found shorter mutants compared to the non-irradiated parent. This
reduction can be beneficial and desirable breeding efforts as these mutants can be better adapted to high wind
areas to limit lodging damage (Useni et al, 2012). Indeed, according to Zhao et al. (2022) growth reduction
reduces the center of gravity, increases the mechanical strength of the basal stem and increases anchorage
strength of brace roots in maize; which leads to increased resistance to lodging.

The heaviest, largest and longest ears were recorded in the control. These results indicate that irradiation had a
deleterious effect on these traits. This is consistant with the results of Irfaq & Nawab (2001) who also observed a
decrease in the number of grains in wheat under the effect of gamma radiation.

PCA grouped the 15 mutant Lines studied in five distinct group. This result was confirmed by CA with the
dendrogram that grouped the Lines under five major clusters. Clustering is a technique that can conveniently
show the pattern of genetic relationships or proximity among the genotypes studied such that each group is
homogeneous with respect to certain characteristics and each group should be different from other groups with
respect to the same characteristics (Gangopadhyay ef al. 2017). Thus, the Lines in Group 1 are characterized by
short ears and relative late female flowering. Group 2 is characterized by high stem diameter and relative late
seedling emergence and male flowering. Group 3 is characterized by short plants and relative light grains mass.
Group 4 is characterized by longest ears. Group 5, is characterized by plants with earliest emergence and
flowering, and highest values for the ear parameters (mass, diameter, number of grains and ear length). This
structuring of the diversity showed for each groups, specific interesting traits. This offers the possibility of
improving the crop by pyramiding the useful genes of each cluster in a new genotype. For this, the use of the
best Mutant from each cluster in a hybridization program could generate the expectation of obtaining hybrids
with a greater heterotrophic effect.

5. Conclusion

This study constitutes a first step in the characterization of 15 maize Lines developed by induced mutation using
gamma radiation. Major differences were recorded within the germoplasm studied. The significant differences
revealed between the studied Lines and the non-irradiated parent prove the occurrence of mutations in these
Lines. Multivariate analysis structured the variability into five distinct groups. These groups already constitute
interesting reservoirs of genes for the crop improvement. Nevertheless, the characterization work must continue.
For this, these mutant Lines need to be tested in the unsuitable environmental and edaphic conditions of the
northern savannah region of Cote d’Ivoire to assess their response to various abiotic stresses like heat, salinity
and drought.
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Résumé

Le mais fait partie des céréales les plus cultivées en Cote d’Ivoire et occupe une place importante dans
I’alimentation humaine et animale. Cependant, des problémes liés au déficit hydrique, 1’une des
conséquences du changement climatique, affectent considérablement la production de cette céréale. Pour
faire face a cette contrainte et améliorer de facon durable sa production, le présent travail a été initié. 1l a
pour objectif la création de lignées de mais résistantes a la sécheresse par la mutation induite au rayonnement
gamma. Ainsi, aprés irradiation de semences de la variété EV8728 aux doses 200 et 300 Gy, une sélection
généalogique conduite pendant 5 générations de culture a permis d’isoler 264 lignées mutantes. Une sélection
participative a par la suite permis d’en choisir 61 dont 37 ont servi a réaliser cette étude. Une caractérisation
agro-morphologique des lignées choisies a mis en évidence une différence significative pour plusieurs
caractéres non seulement entre ces lignées mutantes mais aussi entre elles et le témoin non irradié. A cet
égard, un notable gain a été observé en terme de précocité et de vigueur chez certaines lignées mutantes par
rapport au témoin. L’évaluation du potentiel de résistance a la sécheresse de ces lignées a été réalisée en les
soumettant a un test de déficit hydrique. Au cours de ce test, la performance agronomique des lignées
mutantes, la densité et le degré d’ouverture de leurs stomates, ainsi que leur pouvoir de production de
molécules impliquées dans les processus de limitation des pertes d’eau ont été examinés. L’analyse des
données obtenues a permis de dégager deux groupes de lignées intéressantes. Le premier est constitué des
lignées L22, L27 et L37 qui ont présenté des potentialités de résistance a la sécheresse largement supérieures
aux témoins résistants T02 et T03. Le second groupe est composé des lignées L25, L26, L29, L30 et L33
identifiées comme possédant des caractéres de résistance similaires aux témoins résistants. Une analyse par
marqueurs moléculaire ISSR de ces lignées résistantes a révélé la présence de nombreuse bandes spécifiques
chez chacune d’elles tant par rapport aux autres lignées que par rapport au témoin non irradié. Ces résultats
confirment les différences significatives révélées par la caractérisation agro-morphologique et indiquent
I’efficacité de I’irradiation au rayonnement gamma pour générer des mutations au niveau du génome du mais.

Mots clés : Mutation induite, Irradiation gamma, Amélioration des plantes, Lignées de mais, Résistance a la
sécheresse, Marqueur moléculaire, ISSR.

Summary

Maize is one of the most widely grown cereals in Cote d'lvoire and plays an important role in human and
animal nutrition. However, problems linked to water shortage, one of the consequences of climate change,
are having a considerable impact on maize production. In order to tackle this problem and improve production
in a sustainable way, this project has been initiated. The aim is to create drought-resistant maize lines through
mutation induced by gamma radiation. After irradiating seeds of the EV8728 variety with doses of 200 and
300 Gy, a pedigree selection carried out over 5 generations of cultivation resulted in the isolation of 264
mutant lines. Participatory selection then led to the selection of 61 mutant lines, 37 of which were used in
this study. An agro-morphological characterization of the selected lines revealed a significant difference in
several traits, not only between these mutant lines but also between them and the non-irradiated control. In
this respect, a significant gain was observed in terms of earliness and vigour in certain mutant lines compared
with the control. The drought resistance potential of these lines was assessed by subjecting them to a water
deficit test. During this test, the agronomic performance of the mutant lines, the density and degree of opening
of their stomata, and their capacity to produce molecules involved in the processes of limiting water loss
were examined. Analysis of the data obtained revealed two groups of interesting lines. The first is made up
of lines L22, L27 and L37, which showed potential for resistance to drought that was far superior to the
resistant controls T02 and T03. The second group is made up of lines L25, L26, L29, L30 and L33, which
were identified as having similar resistance traits to the resistant controls. An ISSR molecular marker analysis
of these resistant lines revealed the presence of numerous specific bands in each of them, both in comparison
with the other lines and with the non-irradiated control. These results confirm the significant differences
revealed by the agro-morphological characterization and indicate the effectiveness of gamma irradiation in
generating mutations in the maize genome.

Key words: Induced mutation, Gamma irradiation, Plant breeding, Maize lines, Drought resistance,
Molecular marker, ISSR.



