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Figure 2. Histologie du grain de blé (Surget et Barron, 2005)



TRAVAUX ANTERIEURS

A. LE BLE : ORIGINE, STRUCTURE, COMPOSITION, UTILISATI ONS

1. Définition et origine

Le blé est une monocotylédone de la famille &emceaeappartenant au genre
Triticum. Cette plante annuelle produit un fruit sec indéént, le caryopse. Le blé tendre
(Triticum aestivurpet le blé dur Triticum durun) sont les deux espéeces les plus cultivées
dans le monde. Le blé tendre est constitué de g@i®mes possédant chacun 7 paires de
chromosomes homéologues, soit 42 chromosomes al tbt posseéde une structure
génomique hexaploiddA BB DD) et le blé dur une structure tétraploidé\(BB).

Le blé tendre d'un point de vue phylogénétique isst de deux hybridations
interspécifiques suivi d’'un doublement chromosoraiqirigure 1). Le croisement entre
Triticum monococcunA) et un Aegilops B) a donné un individu de structure génomique
(AB) avec 14 chromosomes. Aprés doublement chromosmmgpst apparu Triticum
turgidumssp.DicoccoideqAA BB), ancétre du blé dur (Chapman, 2009 ; Chen et &84 19
Gill et Kimber,1974). Le second croisement intecsiigue a eu lieu entré&riticum turgidum
ssp.Dicoccoideset Aegilops tauschi(D) ce qui a donné un individl)ABD) possédant 21
chromosomes. Ce dernier a lui aussi subi un doudtechromosomiqueA@ BB DD) et est

I'ancétre delriticum aestivum

2. Structure et composition du grain de blé

Le grain de blé est constitué de 3 grandes partiesgerme, l'albumen et les
enveloppes. (Figure 2). Il est constitué majortaient d’amidon qui représente environ 70%
de la matiere seche du grain et qui est situé dabsmen. Les protéines représentent entre
10 et 15% de la matiére séche et se retrouvent tdasses tissus du grain de blé avec une
concentration plus importante dans le germe eblelie a aleurone (Pomeranz, 1988). Les
pentosanes (polysaccharides non amylacés) repe@semuiant a eux entre 2 et 3% de la
matiere séche et sont les principaux constituaess marois cellulaires de I'albumen (70 a
80%).

2.1Les enveloppes et la couche a aleurone

Les enveloppes sont constituées de quatre tidgsupéricarpe externe, le péricarpe
interne, la testa et la couche nucellaire ou bamngdine (qui correspond a I'épiderme du
nucelle). Ces enveloppes et la couche a aleurom¢ somposées principalement de

polysaccharides (arabinoxylanes, xyloglucanes lailose) mais aussi d’acides phénoliques,
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Figure 3: Couches cellulaires du grain de blé (Surgetagtdh, 2005).
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lignine et de protéines (principalement albuminésbglines localisées dans la couche a

aleurone) (Figure 3).

Le péricarpe externe d'une épaisseur de 15-30umespond a I'épicarpe et est
constitué de deux tissus composeés de cellules snoftgpiderme et 'hypoderme. L'épiderme
est constitué de cellules allongées mesurant 8I0arA (Bradbury, 1956) et disposées selon
'axe embryonnaire. L’hypoderme possede la mémactire que I'épiderme et lui est
fortement adhérent. Le péricarpe externe est daastie 45% d’arabinoxylane, 25% de
glucose, 10% de lignine et 6-7% de protéines (Panzrl988 ; Surget et Barron, 2005).

Le péricarpe interne correspond a l'endocarpe wetmesocarpe, respectivement
constitués de cellules tubulaires et de cellulesisées. Les cellules croisées sont
perpendiculaires a l'axe longitudinal du grain tandue les cellules tubulaires lui sont
paralleles. Les cellules croisées sont de taill@sakles mesurant en moyenne 150um de
longueur sur 20um de largeur.

Chez le blé, la continuité entre les cellules &esset le péricarpe externe est interrompue au
niveau de I'aréte dorsale du grain du fait de béyge des cellules parachymenteuses lors de
la maturation.

Le péricarpe permet d’éviter les pertes d’eau dukaméveloppement du grain mais
n‘'empéche pas sa pénétration (Evers et al., 199%.cellules mortes du péricarpe sont
capables de retenir I'eau et d’augmenter le poidgrdin de 4-5% aprés seulement quelques
minutes d’'imbibition (Hinton, 1955).

La testa correspond au spermoderme. Sa face intepose sur la cuticule de la
couche hyaline. Elle est constituée de deux cwscudompressées riches en lipides et
composeées de cellules allongées mesurant entretIZDum de longueur et 20pum de largeur
(Bradbury et al., 1956) qui fusionnent avec un fpigmentaire. Les axes des cellules de ces
deux couches sont perpendiculaires ; I'un para#élsillon, I'autre perpendiculaire a celui-ci
(Evers et Bechtel, 1988). La testa est décrite cerngs hydrophobe.

La couche nucellaire ou bande hyaline correspongéiisperme. Son épaisseur est
d’environ 20um. Elle est constituée d'une assidtulage tassée due au remplissage de
lalbumen amylacé et au développement de I'embr{feuicher et Wong, 1980). Elle est
composée de cellules de taille comprise entre 3B06um de longueur et 15 a 40um de

largeur. Cette couche est tapissée d’une fine detigui la relie a la couche a aleurone aussi
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appelée couche du lysat nucellaire. Cette bandenkyast trés hydrophobe et semble avoir
un réle important dans la circulation de I'eau ertintérieur et I'extérieur de la graine.

Une seule couche a aleurone entoure I'albumen adnylaez le blé. Elle est, avec le
germe, la seule partie du grain constituée de lesllvivantes. Les cellules de la couche a
aleurone sont de forme polygonale et mesurent appativement 65um. Elles possedent de
gros noyaux, des parois épaisses (jusqu’a 8ungyretriches en vitamines (B1, B2, B3, B6,
B9 et E) et en minéraux (P, K, Mg, Mn et Fe) (Paner 1988 ; Antoine et al., 2002 ;
McKevith, 2004). La couche a aleurone par sa rieben meétabolites a un réle nourricier et

par sa structure un réle de protection.

2.2Le germe

Le germe provient de la fusion des gameétes malésnatlles. Il est constitué d’'une
part, de I'axe embryonnaire qui donnera la tigddenésocotyle et la radicule et d’autre part
du scutellum qui donnera le cotylédon (Evers etldvlil2002 ; Surget et Barron, 2005). Le
germe est la partie du grain ou le taux d’humiditéa concentration en lipides sont les plus
importantes (Pomeranz, 1988). Les protéines dagerlme sont des albumines et globulines

et représentent environ 35% de la matiére séche.

2.3L'albumen

L’albumen constitue le plus important compartiment grain et représente environ
80% de son poids (Pomeranz, 1988). Il corresporttssu de réserve. L'albumen amylacé est
essentiellement constitué des granules d’amidorhdmsés dans une matrice protéique
composée en grande partie de prolamines (gliadglesenines de hauts et faibles poids
moléculaires) mais aussi d’albumines et de gloleslinCes deux familles protéiques,
gluténines et gliadines, sont hydrolysées lorsadgdrmination et du développement de la
plantule par les enzymes produites dans I'embryda eouche a aleurone. Elles constituent
la source d’acides aminés nécessaires a la gefanras la graine.
Les cellules de 'albumen amylacé possedent desspfines et peuvent étre classées en trois
grands groupes (Evers et Millar, 2002) :
- Les cellules périphériques situées sous la couetheudone et mesurant 60um
- Les cellules prismatiques situées sous les cellpdggphériques qui mesurent entre
128-200um de long et 40-60um de large
- Les cellules situées dans la partie centrale deuaen qui sont de forme arrondie ou
polygonale mesurant entre 72-144um de long et OGP de large.
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L’albumen est la partie du grain qui présente lesyl’intérét du point de vue de l'utilisation.
En effet, les protéines de réserve qui le congsittoat la capacité de former en présence d’eau
des liaisons covalentes, hydrogénes et des ini@macihotamment de type hydrophobe
aboutissant sous l'action du pétrissage a un réga#ineux qui possede des propriétés
viscoélastiques aux multiples usages. De plusstilégalement constitué d’amidon qui est

d’intérét pour de nouveaux usages comme la prastude biocarburant.

3. Les protéines du grain de blé

Osborne, en 1907, a été le premier a s'intéressarctassification des protéines du
grain de blé. En 1924, il définit quatre groupespdatéines caractérisés par leur solubilité
dans différents milieux (Osborne, 1924), (Figure 4)

- les albumines qui sont solubles dans I'eau ;

- les globulines qui sont solubles dans les tampalngss;

- les gliadines qui sont solubles dans une solutialcabl a 70% ;

- les gluténines qui sont solubles dans une basenoacide ou des détergents en

présence d’'un réducteur.

Cette classification a été revue en 1986 par Shetgpollaborateurs qui ont proposé deux
grandes catégories :

- les protéines métaboliques : les albumines et ¢jldm) les amphiphiles ;

- les protéines de réserves : les gliadines et lesmghes.
3.1Les protéines métaboliques

a) Les albumines et globulines

Les albumines et globulines représentent 15 a 26%bpaotéines présentes dans la
farine de blé et sont solubles respectivement tlaas et les tampons salins. Ce groupe de
protéines est trés diversifié de par ses proprigh§sicochimiques (compositions en acides
aminés, points isoélectriques et poids moléculpit@ss protéines participent a la formation

du grain et a I'accumulation des réserves dansutaken (Vensel et al., 2005).

b) Les protéines amphiphiles
Les protéines amphiphiles représentent entre 3etl®s protéines présentes dans la

farine de blé. Elles possédent un p6le hydrophoheg@dble hydrophile. Ces protéines sont

solubles dans le détergent Triton X114 et sontsliéex membranes. Elles jouent un réle
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important dans la qualité, notamment les puroim@siqui sont connues pour avoir un effet
sur les propriétés technologiques de la pate (Dluérel., 1997 ; Igrejas et al., 2001). Les
travaux réalisés par Amiour et al. en 2003 ont jediassigner certaines de ces protéines sur

les chromosomes du blé tendre.

3.2 Les protéines de réserves

Les protéines de réserves font partie des prolasr@hsont constituées par un mélange
complexe de protéines. Chez le blé, les genes tpdan ces protéines sont situés sous forme
de « cluster » de 2 a plus de 40 séquences cod#gyesrvues d’introns sur les bras courts et
longs des chormosomes du groupe 1 et les brasscdestchromosomes 6A, 6B et 6D. Ces
protéines ont largement été étudiées du fait derkdation avec la qualité technologique du
blé. Une synthese bibliographique a été rassengdéaNrigley, Békés et Bushuk en 2006
dans I'ouvrage « Gliadin and Glutenin : the unigaénce of wheat quality ».

Les prolamines regroupent d’'une part les protémesomériques (les gliadines) et
d’autre part les protéines polymériques (les glus) qui sont elles mémes constituées de
deux sous groupes : les sous unités de gluténmésuat poids moléculaire (SG-HPM) et les
sous unités de gluténines de faible poids moléau([@G-FPM). D’une maniére générale, la
proportion entre ces différentes prolamines esuigante : 40% de gliadines, 40% SG-FPM
et 20% de SG-HPM.

Ces protéines ont aussi été classées selon leynosiion et séquences. On distingue :

- les prolamines riches en soufre

- les prolamines pauvres en soufre

- les prolamines de haut poids moléculaire
Les prolamines riches en soufre représentent 7086pdelamines et sont constituées des
gliadines de type, B, y et des SG-FPM.
Les prolamines pauvres en soufre représentent #dtet 12% des prolamines totales et sont
exclusivement constituées des gliadines de d@ype
Les prolamines de haut poids moléculaire représer®@% des prolamines. Les SG-HPM
peuvent étre de deux types différents : x et y. @etamines ont la capacité de former des
structures polymériques avec les SG-FPM et cedajgtiadines par I'intermédiaire de ponts
disulfures. La masse du réseau polymérisé, enitondes alléles de gluténines et gliadines,
va de 600000 Da & plus de’IDa.
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Figure 5. Utilisations du blé tendre en France en milliongat;es (France export céréales).
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4. Production et utilisations du blé

4.1La production du blé

Le blé fait partie des trois céréales les plusivédis dans le monde avec le riz et le
mais. La production mondiale de blé s’éleve a 63®M2008 (FAOstat). En France, le blé
est la premiere céréale cultivée avec une produgtiur le blé tendre de 36.5Mt et de 2.1Mt
pour le blé dur pour la récolte 2009 (ONIGC). Lapatations de blé tendre pour la récolte
2009 furent de 42% (18.5% pour les pays membrdé4éJdeon Européenne et 23.5% pour les
pays hors UE). Concernant les utilisations natiemdlu blé tendre, I'alimentation animale est
le plus gros débouché (5.6 Mt) suivie de l'aliméiota humaine avec 5 Mt. L’amidonnerie
valorise 2.65 Mt. Le secteur des biocarburantgastante augmentation, a utilisé 1.1 Mt de
blé tendre en 2009 (Figure 5).

4.2 Les utilisations du blé

La majorité des utilisations du blé tendre concdialgnentation humaine et animale.
Dans I'alimentation humaine, le blé dur est deséina biscuiterie, la fabrication de semoule,
ou de pates. Le blé tendre quant a lui est ufilis&cipalement en meunerie pour obtenir de la
farine nécessaire a la production de pain, de visenes ou de patisseries.

Outre ces utilisations classiques du blé, de néesveitilisations a échelle industrielle
apparaissent depuis quelques années telles gabrleation de bioplastiques a base de gluten
ou d’'amidon. Les principaux débouchés sont les phsgiques, les plastiques agricoles, les
emballages et certains produits d’hygiene. Ceslastigues ont 'avantage par rapport a leurs
homologues d’origine fossile d’étre biodégradaletersenouvelables.

L’amidonnerie, troisieme secteur valorisant le bk France, utilise I'amidon pour
faire des épaississants alimentaires. Par l'intdiram& de la chimie, 'amidon a de multiples
usages. Par exemple dans l'industrie pharmaceytij@st utilisé en tant que dragéifiant,
liant ou encore principe actif tel que le sorbitblans de moindres proportions, I'amidon
transformé peut étre employé dans la fabricatiopageer, de carton mais aussi de détergents.
L’amidon du blé tendre est également utilisé deplusieurs années comme matiére premiere

pour la fabrication de biocarburants.
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B. LES BIOCARBURANTS

1. Définition des biocarburants

Les biocarburants sont issus de la transformatem rdatieres premiéres organiques
non-fossiles provenant de la biomasse. Ces cartsiraomme I'énergie solaire, éolienne,
hydraulique et géothermique sont dit renouvelablssont consommeés a une vitesse proche
de celle de la régénération de la source contraimérau pétrole et autres combustibles
fossiles qui sont consommés a une vitesse supériewelle a laquelle ces ressources sont
creees.

Les biocarburants peuvent étre de premiére géograbu de deuxiéme génération.
Cette distinction se fait essentiellement sur tvpnance des matiéres premieres. Si elles sont
issues de produits alimentaires (blé, mais, be#erganne a sucre,...), on parlera de
biocarburants de premiere génération et si ellevigmnent de sources non alimentaires
comme les matieres lignocellulosiques, on parlerhaidcarburants de seconde génération.

L’'Union Européenne, par la directive sur la promoti des biocarburants
(2003/30/CE), a fixé pour objectif d'atteindre @ux d’incorporation des biocarburants pour
le transport routier de 5.75% dans les carburaistsililiés a la pompe en 2010. La France

s’est quant a elle fixé pour objectif d’atteindes 7% d’incorporation en 2010.

Il existe deux types de biocarburants (Figure 6):

- I'ester méthylique d’huile végétale (EMHV) esttebu a la suite d’une transestérification
des huiles issues de plantes oléagineuses (colametsol, soja, palme, jatropha) avec du
méthanol (Figure 7). Ce procédé consiste a élimiaau et les polluants par filtration puis a
mélanger le filtrat avec du méthanol et un cataly$elydroxyde de sodium ou de potassium).
Les triglycérides présents dans les huiles se rbomnt en ester et en glycérol qui sont
ensuite séparés et purifies. Cet EMHV, utilisabhe neélange avec du gazole, est appelé
biodiesel. L'incorporation de 'EMHV a la pompe distitée en France a un taux maximal de
5%. L'incorporation est possible jusqu’a un tauxX3@@o sans difficulté technique.

- I'éthanol est produit a partir de la fermentatann substrat riche en sucre par la levure
(Figure 8). Ces sucres proviennent de planteseéesri(betterave, canne a sucre), de plantes
amylacées (mais et blé), ou encore de cellulosdeolignocellulose (résidu de productions

agricoles, miscanthus, ...). Cependant, les procesgustransformations des matiéres



Tableau 1.Caractéristiques énergétiques des carburantsdessildes biocarburants (source

ENERS energy concept).

Densité Pouvoir Calorifique Inférieur (PCI)

Carburant kg MJ/] MJkg  tep/1000l  tep/1000kg
Bioéthanol 0.790 21.2 26.8 0.508 0.643
Biodiesel 0.888 33.0 37.2 0.792 0.892
Essence 0.750 31.9 42.5 0.765 1.020
Diesel 0.840 36.0 42.8 0.862 1.027

Pétrole brut I

Pétrole brut I

Soja

Colza
Déchets d'huile
végétale

Huile de palme -

Sorgho doux

Mais

Betterave a sucre

Blé

Canne 3 sucre

Cellulose
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Figure 9. Bilan énergétique des carburants fossiles et desmtiurants (FAO, 2008 ; d’aprés
Rajagopal et Zilberman, 2007).
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cellulosiqgues ne sont pas encore economiquemetlegiaet sont toujours a I'état de
développement dans des usines pilotes. A la polfggiganol se trouve actuellement en
mélange SP95 et 10% éthanol sous la dénominati@b-EP0 ou en mélange éthanol a
hauteur de 85% avec de I'essence (SuperéthanoC8%jernier carburant nécessite cependant
une adaptation des moteurs pour pouvoir étre éitilis

L'éthanol peut aussi étre utilisé sous forme d’ET@hyle tertio butyl ether) qui est un
produit résultant de l'addition catalytique de li@hol avec lisobutylene. L’'éthanol dans
'ETBE entre a hauteur de 47% en volume.

D’'un point de vue énergétique, ces biocarburantsentent des caractéristiques
particulieres (Tableau 1). En effet, le bioéthapossede un pouvoir calorifique (21.2MJ/I)
bien inférieur a celui de l'essence (31.9MJ/l) slgue celui du biodiesel (33MJ/I) est
sensiblement identique a celui du diesel (36MD¥ns le cas d’'un biocarburant de type E10-
SP95, la difféerence de consommation des véhicidesera pas notable et restera comparable
a une surconsommation frequemment constatée larssius gonflage de pneumatique. Par
contre, pour des carburants de type Superethanbl (E8mposé a 85% d’éthanol), la
consommation des veéhicules sera augmentée.

Concernant le rendement énergétique de la produdgés biocarburants (rapport entre
I'énergie restituée et I'énergie non renouvelabbbilisée) (Figure 9), il est a noter que les
rendements énergétigues moyens pour I'éthanol \20%our le biodiesel (3.3) sont trés
nettement supérieurs a celui de I'essence (0.&filiere éthanol produit globalement deux
fois plus et celle du biodiesel 3.3 fois plus digie que celle qui a été nécessaire pour sa
production (ADEME/DIREM/PriceWaterHouseCooper, 206220, 2008).

2. Les enjeux du développement des biocarburants
Le développement des biocarburants répond a tnjgéshe majeurs :
- Se conformer aux exigences du protocole de Kgatda réduction des gaz a
effet de serre (GES)
- Diminuer la dépendance énergétique de I'Uniorogpéenne

- Développer de nouveaux débouchés pour la fikgreindustrielle

2.1 Les exigences du protocole de Kyoto

Les engagements pris lors du protocole de Kyotolsueduction des émissions de GES

visent a les diminuer de 8% sur la période 20082@hr rapport aux émissions
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Tableau 2.Prix de revient des biocarburants et carburanslésshors toute taxe.

EtOH Europe EtOH Brésil EtOH USA EMHV Europe Essence 60%/baril* Gazole 60%$/baril*
0.4-0.6€/l 0.2%/1 0.3%/1 0.35-0.65€/1 0.32€/1 0.36€/I
19-29€/GJ 10$/GJ 143/GJ 10.5-20€/GJ 9€/GJ 10€/GJ

* prix des carburants pour la France hors toute taxe, Décembre 2006
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de 1990 dans I'Union européenne. En 2008, la CITHBA d'une étude sur les émissions
des GES, a montré que tous les secteurs d’actmitédiminué leurs émissions sauf le secteur
des transports (+26%). Le transport en France egionsable aujourd’hui de 31% des
emissions de CO2 et le transport routier représ@biie de ces émissions. Depuis 2004, une
inversion de la tendance s’observe avec une dimimates émissions pour ce secteur de 1%
par an. La réduction des émissions de GES eserétkst en partie die a l'utilisation des
biocarburants. Cependant, mesurer I'impact desabiarants sur cette réduction en faisant un
bilan carbone est bien souvent difficile car lesesbations faites sur cette filiere different
selon les études. En effet, beaucoup de paramibiitsent en fonction des méthodes de
productions, de la valorisation des coproduitsuepays de production ce qui a un effet direct
sur le bilan carbone des biocarburants. Ainsi, fimke variation peut étre observée
notamment pour le cas du blé ou une étude régmedRC (Joint Research Center) en 2008 a
montré une réduction d’émission de CO2 par joulmmise entre 14% et 45% selon les
méthodes de production. L'ADEME en 2010 a relevé wmeduction de 46% des émissions
nettes de CO2 pour le bioéthanol produit a partirbié ce qui répond aux criteres de
durabilité fixés par la directive européenne 2088ZE (réduction des GES de 35% par

rapport au produit pétrolier).

2.2 La dépendance énergétique

L’Union européenne dépend a 50% des importations pes besoins en énergie et a
80% pour le pétrole qui est en grande partie @étitlans le secteur transport. En France, le
transport routier dépend a 97% des importationsoliétes ce qui en fait le secteur le plus
touché par les hausses du prix du pétrole. Le dppeiment des biocarburants et
l'incorporation de ceux-ci a 'essence permettéatténuer les fluctuations de prix du baril de
pétrole qui a connu ces dernieres années desmxtiants proches de 145% le baril (Figure
10). Cependant, en comparant a pouvoir calorifi§gal les prix de revient hors taxe des
différents types de biocarburants a celui de I'essgil est clair que les biocarburants ont un
colt bien supérieur (Tableau 2). Ce colt proviesgertiellement du prix des matieres
premieres utilisées qui, dans le cas du biodieselyit a partir de colza, représente entre 50
et 90% du prix de revient final (Les cahiers debglochance, 2007). La production de
biocarburant est donc compétitive lorsque le prixbdril de pétrole est élevé. Actuellement,
la production de biocarburant est soutenue paridiureuropéenne grace a la directive
2003/96/CE qui permet une exonération totale otighar des taxes sur ces produits. Ainsi,

en France, les biocarburants bénéficient d’'une évation partielle de la Taxe Intérieure sur
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les Produits Pétroliers (TIPP) dans la limite degéments de productions et une
augmentation de la Taxe Générale sur les ActiR@tuantes (TGAP) pour les distributeurs
qui n'atteindraient pas les objectifs annuels dnporation.

2.3Une nouvelle filiére agroindustrielle créatrice mgloi

La production de biocarburant est un nouveau déi@uéconomique pour
'agriculture qui permet de favoriser le dévelopeenrural en développant de nouvelles
filieres agroindustrielles. De nombreuses usineprdduction de bioéthanol ont été créées en
Europe pour permettre d’atteindre les objectifeicbirporation que I'Union Européenne s’est
fixés. Ainsi Ebio (2009b) rapporte que I'industda bioéthanol dans I'Union Européenne a
permis la création de 42 000 emplois. D’ici 202@@Vobjectif de 10% d’incorporation de
bioéthanol dans l'essence, Ebio a évalué le nonemplois pour le secteur des
biocarburants a 225 000.

3. La production de biocarburants dans le monde

3.1La production de biodiesel

La production mondiale de biodiesel représente 86 NI en 2008 (ENERS Energy
concept). L’'Union Européenne est la premiere protiecavec 8 733 Ml en 2008. Les Etats
Unis sont le deuxieme plus gros producteur ave® 285 suivis de I'’Argentine et du Brésil
avec respectivement une production de 1205 M| @0 Ml.

La production de biodiesel dans I'Union Européeara@igmenté de 36% entre 2007 et
2008. Les principaux producteurs sont I'Allemagrne@3175 MI puis la France avec 2044
Ml et I'ltalie avec 670 MI. Cette augmentation n’'esependant pas aussi importante que celles
enregistrées pour 2004/2005 et pour 2005/2006tgigré respectivement de 65% et 54%.

3.2 La production de bioéthanol (ENERS, 2009)

Le bioéthanol est le biocarburant le plus prodwinsl le monde. La production
mondiale a dépassé les 65 000 Ml en 2008 (Figured tjui représente une augmentation de
la production de 27% par rapport a 'année 2008. Eats-Unis sont les premiers producteurs
et représentent 52% de la production mondiale 84e000 MI produits en 2008. L’éthanol
aux Etats-Unis est principalement produit a paltimais. Le second producteur est le Brésil
et représente 37% de la production mondiale aves0®4MI dont 4 000 MI sont destinés a
'exportation. L’éthanol au Brésil est principalemieobtenu & partir de canne a sucre.

L’'Union Européenne est quant a elle le troisieme odpcteur mondial

11



Tableau 3.Production de bioéthanol dans I'Union européenmeiide2004 en millions de

litres (Source Ebio, 2010).

Country
France
Germany
Spain
Austria
Sweden
Poland
Hungary
Belgium
Slovakia
Czech
Republic
Italy
UK
Lithuania
Latvia
Finland
Ireland
Netherlands

Total

2009*
1,250
750
465
180
175
165.5
150
1432
118
112.5

72
70
30
15
4
1,6
0
3,701.8

2008
1,000
568
317
89
78
200
150
n.a.
94
76

60
75
20
20
50
10
9
2,816

In million litres. * Provisional data.

2007
539
394
348
15
120
155
30

30
33

60
20
20
18

14
1,803

2006
293
431
402

140
120
34

15

128
18

12

15
1,608

2005
144
165
303

153

64
35

12
13

913

12

14
528
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avec une production bien inférieure de 2 816 Mldpits en 2008. Les premiers pays
producteurs européens de bioéthanol sont la Frdn€@®0 MI) suivie de I'Allemagne (568
Ml) et de I'Espagne (317 MI). Récemment, la Chite, Thailande et I'Inde ont aussi
commenceé la production de bioéthanol carburant heelec industrielle. Ainsi la Chine a
atteint les 1900 MI en 2008 et se place au qua&igang mondial derriere I'Union
Européenne avec un fort potentiel de développement.

La production de bioéthanol dans I'Union Européearfertement augmenté en 2008
avec une hausse de la production de 56% par rapp@@07 (Tableau 3). Ceci est di en
grande partie a la production francaise qui a pesdoublé en I'espace d'une année.
Cependant, cette forte augmentation de productité aoncomitante a une augmentation des
importations d’éthanol qui a été estimée a 1,9iandk de litres soit 400 millions de plus
gu'en 2007. Les importations proviennent esseetigint du Brésil (75%) et sont a
destination de la Suéde, du Royaume-Uni, des PagseB dans une plus faible proportion,

du Danemark et de I'Allemagne.

4. Processus de fabrication du bioéthanol

by

L’éthanol peut étre fabriqué a partir de n'impodeelle substance possédant des
sucres fermentescibles. Ces sucres peuvent étpesirfcanne a sucre et betterave), sous
forme d’amidon (blé, mais) ou encore sous formégimcellulose (bois, miscanthus). Alors
gue les sucres simples peuvent étre fermentés tetimeat, I'amidon nécessite un
prétraitement faisant intervenir une hydrolyse ematyque a l'aide de l'alpha amylase et de
'amyloglucosidase pour obtenir des sucres fernsaitiées. Pour la lignocellulose, un autre
prétraitement plus important faisant intervenir tnydrolyse chimique sous haute pression et
haute température est nécessaire afin de libérsllidose et 'hémicellulose pour que celles-
ci soient accessibles aux cellulases qui les dégtaesh molécules de glucose.

La fabrication de bioéthanol a partir de plantesylaoc€ées nécessite plusieurs étapes de

transformation (Figure 12).

4.1 Le broyage

Le broyage des grains est nécessaire pour améligtape de gélatinisation et
liquéfaction de I'amidon. Il va permettre une mailte imbibition et cuisson de celui-ci ce qui
facilitera son hydrolyse enzymatique.

Il existe deux types de broyages : le broyage skcl@oyage humide.
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Le broyage sec consiste a broyer le grain sansclobera séparer les différents
constituants du grain. Afin d’améliorer le rendempame étape permettant de séparer les
enveloppes du grain par utilisation de bande alrapeut étre effectuée permettant une
élimination de la majorité des fibres qui sont ilesta la fabrication de bioéthanol (Sosulski
et Sosulski, 1994 ; Wang et al., 1997).

Lors d’'un broyage humide pour le blé, la moutureimbibée d’eau et pétrie afin de
former une pate qui sera lavée plusieurs fois géparer le gluten des granules d’amidon. Le
gluten, insoluble, est ainsi isolé des granulesnddan et peut étre récupéré en tant que
coproduit utilisable dans I'alimentation animale dahe en protéines. Bien que ce processus
nécessite plus d’énergie et soit donc plus coltéermet, par la concentration de 'amidon
et la séparation du gluten, d’améliorer les étapmdiquéfaction et de fermentation tout en

permettant la valorisation d’'un coproduit.

4.2 Gélatinisation et liquéfaction

L’amidon présent sous forme de granules dans e geablé doit étre gélatinisé afin
de permettre une bonne hydrolyse par les enzynedte €tape de gélatinisation se fait sous
des conditions de hautes températures (120-15Q°@® ®rtes pressions qui vont faire éclater
les granules d’amidon.

Cette étape est tres contrdlée afin d’éviter unmeepie rendement en alcool die a une
cuisson trop longue ou a une trop haute tempérajurenduirait un brunissement et une
augmentation de la viscosité (Agu et al., 2008).

Dans un souci d’économie d’énergie lors de la petidn de bioéthanol, plusieurs
études ont porté sur la réduction de la températereuisson de 'amidon tout en conservant
le rendement en alcool (Park et Rivera, 1982 ; drert al., 1998 ; Lang et al., 2001).
Cependant, cette économie d’énergie peut étre sodec problemes car le rendement
d’hydrolyse est souvent moins bon. De plus, pouemib une hydrolyse équivalente, il est
nécessaire de broyer plus finement les grains. dlburs, a température réduite, des
infections microbiennes peuvent apparaitre ce qunaffet négatif sur la production de

bioéthanol.

4.3 La sacchatrification

Apres la cuisson de I'amidon, le moUt est refraidine température comprise entre 90
et 100°C et li-amylase thermostable ainsi que la pullulanase sjonitées. Ld-amylase va
rompre les liaisonsu-1,4 glycosidiques des molécules d’amylose et dlapsctine et

13
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la pullulanase va rompre les liaisand,6 de I'amylopectine. Apres une seconde dimimutio
de la température (80-90°C), 'amyloglucosidaseagsitée et va enlever successivement les

molécules glucoses a la fin du polymere d’amidon.

4 .4 L a fermentation

La levure, dans des conditions anaérobiques, pratfui’éthanol et du dioxyde de
carbone a partir de sucres simples. Cette fermentast réalisée a une température de 35°C
et la concentration en alcool dans le moUt est cm@gntre 8-12% suivant la quantité de
glucose, de levure et le niveau de contaminatiatébi@nne. La fermentation dure entre 48 et
72 heures. Aprés avoir consommé la majeure patigldcose, la levure va consommer
I'éthanol qu’elle a produit pour se développer.ddmtrdle régulier du niveau de fermentation

est réalisé afin de stopper la réaction lorsquevare commence a consommer I'éthanol.

4.5 La distillation et la déshydratation

La distillation va permettre de séparer I'éthanel ltkau et des autres impuretés
présentes dans le mo(t. Elle va permettre d’atteind mélange azéotrope de 95% d’éthanol
et de 5% d’eau.

Apres la distillation, les résidus sont pressés dé récupérer les particules solides et
sont ensuite séchés. Pour une tonne de blé, 366 Hgeches sont produites. Ces dréches sont
riches en protéines et en fibres et peuvent éiliségts dans l'alimentation animale comme
c’est déja le cas pour le tourteau de soja. L'éhast ensuite déshydraté par pervaporation

sur membranes céramiques afin d’obtenir de I'éthanbydre.

5. Développement et limite de la production de bioéthel

La rentabilité [énergie produite]/[énergie dépehsst le principal objet de recherche
des industriels. L'augmentation de I'énergie preelypiasse par une amélioration de la qualité
des matieres premieres utilisées pour la fabricatio bioéthanol mais aussi par une
amélioration du processus de transformation (Sehetzl., 2005). Ainsi la viscosité du mo0Qt
et les résidus solides interviennent physiquement'&nergie nécessaire a la transformation
du bioéthanol. Plus la matiére est visqueuse, l@uguantité d’énergie nécessaire pour la
chauffer est importante et, plus la quantité dedussest importante, plus I'énergie nécessaire
pour la distillation et le séchage des dréches étraé. |l est donc nécessaire d'étudier
précisément la nature des matiéres premiéres etétli@er leur qualité intrinséque afin

d’obtenir le meilleur rendement.
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Amidon Sucre Ethanol + Dioxyde de carbone

(CgH]oOs)n —— C.sHuOﬁ E— 2(HzH50H + 2(:02
Poids moléculaire (162), 18 180 92 88
Poids 1000 kg 111 kg 1111 kg 568 kg (7201) 543 kg

Avec un grain de blé

A, 720 kg 77 kg 800kg 409 kg (518 1) 391 kg
d'amidon et 3% de sucre

Figure 13. Production d’éthanol théorique avec un rendementimmal pour un blé constitué
a 69% d’amidon et 3% de sucre (poids sec).
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C. QUEL BLE POUR LA PRODUCTION DE BIOETHANOL ?

Le blé a été longtemps sélectionné afin d’améliosar qualité boulangere et
biscuitiére. Cette sélection s’est essentiellenfeiteé sur les protéines et 'augmentation de
leur quantité dans le grain.

A ce jour, peu détudes ont été réalisées dansutedlaméliorer le blé en vue de
produire du bioéthanol ou de l'alcool (whisky, ..LJamidon étant la principale réserve de
sucres fermentescibles (68% a 75% de la masseaih),gi semble évident que les variétés
possédant une quantité d’amidon élevée et par quaeséun contenu en protéines faible, sont
souhaitables pour la production de bioéthanol.

Le rendement alcoolique dépend de plusieurs fasteur

- la quantité d’'amidon présente dans le grain,

- lefficacité de la conversion de 'amidon en sucsaaples fermentescibles,

- lefficacité de la fermentation de ces sucres pdeVure.
Le rendement théorique de la conversion totale'atidion en éthanol a été étudié sur des
blés anglais par Smith et al.,, en 2006. Ces auteypportent que pour une tonne de blé
(composée a 69% d’amidon et 3% de sucres), 518éthahol pouvaient étre obtenus si
I'efficacité de transformation a toutes les étagpegprocessus était maximale (Figure 13). En
se basant sur ces chiffres, 'augmentation d’'umipde la quantité d’amidon dans le grain
aboutirait a une augmentation de 7.2 L d’éthana@sfransformation. L'amidon semble donc
étre le premier paramétre & améeéliorer chez le blteenmes de quantité mais aussi de qualité

afin d’avoir I'hydrolyse la plus complete possili&mith, 2008).

1.L’amidon et le taux de protéines : deux parametredortement corrélés au

rendement en bioéthanol

1.1L'amidon et les sucres

Tout semble indiquer que la quantité d’amidon esheilleur paramétre permettant de
prédire la quantité de bioéthanol pouvant étre gitecoour une variété donnée. Cependant, la
guantification seule de I'amidon n’est pas sufftea(Riffkin et al., 1990 ; Swanston et al.,
2005). En effet, d’'autres sucres comme les sudleesl et les sucres provenant des
polysaccharides autres que I'amidon (NSP) peuvarit an effet sur la production d’éthanol.
L’amidon est accumulé durant le développement daingrLes grains bien remplis

contiennent donc plus d’amidon et produisent pat#eiment plus d’éthanol. De ce fait, les
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parameétres permettant de caractériser les gramgjte le poids de mille grains, le poids
spécifique et la taille du grain sont des indiceggpotentiellement intéressants. Cependant,
plusieurs études ont mis en évidence une faibleéletion de ces caractéristiques avec le
rendement en bioéthanol (Taylor et Roscrow, 1989®&anston et al., 2005 ; et Smith et al.,
2006). Par ailleurs, quelques variétés s’écartentatte relation. Ainsi la variété Glasgow,
dont la qualité dans l'industrie de la distillegst bien connue, possede de petits grains et la
variété Deben qui a de gros grains présente ufefe@imdement alcoolique (Swanston et al.,
2005). Ces caractéristiques du grain sont doncirdsateurs mais ne sont pas fortement
corrélées avec le rendement en éthanol comme pel@ea la quantité d’amidon et le taux

de protéines.

1.2 Le taux de protéines

L’analyse des corrélations entre les mesures déersant en éthanol avec la quantité
d’amidon d’une part et le taux de protéines d’aptd, fait apparaitre que cette derniére a un
coefficient plus important (Smith et al., 2006 nKred et al., 2008). Ainsi, moins il y a de
protéines, plus la quantité d’éthanol produiteiregtortante.

La mesure du taux de protéines est donc un meifpeédicteur du potentiel éthanol des
variétés de blé.

2.Les paramétres du grain pouvant avoir un effet surla production de

bioéthanol

2.1La composition de I'amidon

L’amidon est composé de deux macromolécules auprigtes différentes : I'amylose
et 'amylopectine. Quelques études se sont intéexssa I'effet de la composition de I'amidon
sur le rendement en éthanol. Ainsi des blés rigimeamylose possédent une viscosité faible
et, de ce fait, la température de gélatinisationr@eve augmentée (>100°C) par rapport a
'amidon normal (60-70°C). L'amylose, pourtant pléecilement hydrolysable, n’est pas
économiquement intéressante du fait de la quadidergie nécessaire pour gélatiniser son
amidon (Smith et al., 2006).

L’amidon des blés riches en amylopectine, commaei clgs blés waxy (possédant les
trois alleles nuls pour les génesxy) est presque totalement dépourvus d’amylose et se
gélatinise mieux que l'amidon normal a une tempgeatdonnée. Il se disperse plus
facilement en solution rendant ce type d’amidonspintéressant pour la production de
bioéthanol. Cependant, le rendement de ces vaadthectare a souvent été rapporté comme
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étant plus faible que celui des variétés normales économies réalisées grace a une
température de gélatinisation plus faible pour eesidons riches en amylopectine ne
permettent pas de compenser la diminution de readem I'hectare. Les variétés waxy ne

sont donc pas encore utilisées pour la productegobigéthanol (Smith et al 2006).

2.2 La dureté et la distribution de la taille des gtaaw’amidon.

L’amidon est constitué de granules de tailles diifées : les granules A (>10um) et
les granules B et C (<10um et <2um respectivemeatilistribution de la taille des granules
est corrélée a la dureté du grain (Raeker et @881 Capouchova et al., 2003). Un blé soft
posséde une forte proportion de grosses granujg®e (A) et une quantité d'amylose
légerement supérieure a celle observée chez lehatds (Raeker et al., 1998).

La distribution de la taille des granules d’ami@oété rapportée comme ayant un effet
faible sur la production de bioéthanol, cet effgtt moins important que celui de la quantité
totale d’'amidon (Brosnan et al., 1998)

2.3 L’activité alpha amylasique

L’activité deso-amylases, mesurée par le temps de chute de Hagistrgugmentée
lors de la germination sur pied. Ces enzymes [jaetit a la dégradation de I'amidon et
pourraient faciliter I'hydrolyse complete de I'aroid Cependant, la quantité d’amidon chez
les grains en cours de germination diminue indtigkomc une quantité d’amidon moins
importante pour la conversion en éthanol. La catigh entre le temps de chute et le

rendement alcoolique n’a pas encore été étudid@éspraent.

2.4 Les polyssacharides autres que I'amidon (NSP)

Le contenu en NSP tels que les arabinoxylanesdpanés) peut avoir un effet sur le
rendement de la production de bioéthanol. Ces NfffRaacapacité de capter I'eau et ont pour
effet d’augmenter la viscosité. Le modt lors dugassus de transformation sera d’autant plus
visqueux que la quantité de NSP sera importantei. i@éuit des difficultés de circulation du
modt lors du processus de transformation et unenantation de la température requise lors
de l'étape de liquéfaction de I'amidon. De plus,vidorisation des coproduits tels que les
dréches est plus difficile et colteuse car I'éreergicessaire pour les sécher est augmentée.
Chez le blé, le contenu en NSP varie en fonctia \@iétés (Saulnier et al., 1995) et des
QTL pour la viscosité ont été mis en évidence (Saulet al., 2007). De plus, les blés

possédant la translocation 1BL/1IRS ont tendance vair aune viscosité élevee
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(Weighman et al., 2001) mais des exceptions existen

Les problemes de viscosité pourraient étre pgtld’ajout d’eau mais ceci induit des
colts supplémentaires. Les enzymes de dégradagdones NSP tels que les xylanases
pourraient étre utilisées pour la production deétiianol mais engendrent elles aussi un colt
supplémentaire et ne sont pas utilisables pourddyztion d’alcool a boire.
La corrélation entre le rendement en éthanol gideosité n'a pas encore été étudiée mais il
semble que, dans des conditions de production tri€ells, les blés a forte teneur en NSP

soient a éviter.

La sélection des variétés de blés pour la product@bioéthanol en est a ses débuts et
les effets des différentes caractéristiques dunggaint a étudier plus largement afin d’apporter
des outils de prédictions du rendement en éthanol.

Le parametre ayant le plus d’impact sur la product’éthanol est avec la quantité d’amidon
présent dans le grain, le taux de protéines. Cegménde nombreux autres facteurs ont aussi
un effet sur le rendement en éthanol et sont aiaregélen vue d'obtenir un rendement

optimal de transformation (Figure 14).
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Tableau 4. Caractéristiques morphologiques des granules eegonen amylose chez les
plantes (d’aprés Buléon et al., 1998).

Source Contenu en amylose (% amidon total) Type de granule Taille moyenne (um) Forme
Granule A 20 arrondie
Orge normal 21-24 Granule B 2 arrondie
Granule A 30 lenticulaire
Blé normal 25-29 Granule B 8 sphérique
Granule C <2 sphérique
Mais normal 25-28 Taille unique 30 arrondie et polyhédrique
Mais waxy 0.5 Taille unique 15 arrondie et polyhédrigue
Mais amylose rich 60-73 Taille unique 5-25 trés allongée etirréguliere
Pomme de terre 18-21 Taille unique 40 ovale
Pois 33-36 Taille unique 30 ovale
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Figure 15. Structure des molécules d’amylose et d’amylopectine
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D. STRUCTURE ET COMPOSITION DE L'’AMIDON

1. Composition de 'amidon

L’amidon constitue la réserve de glucides chezplantes supérieures. Il est composé
de deux types de polyméres de glucose, I'amylosd’aatylopectine qui représentent
approximativement 98 a 99% du poids sec. L'amiddtwezcles céréales contient des
lysophospholipides et des acides gras libres danprésence est fortement corrélée a la
guantité d’'amylose. L’amidon est stocké dans daauwes mesurant de 1 a 100 um et dont la
forme et la composition sont variables suivantdsgeces (Buléon et al., 1998 ; Tableau 4).
Ainsi la teneur en amylose est en moyenne compnse 18 et 35% mais peut, dans le cas
des amidons totalement waxys, étre de I'ordre deo@%au contraire, dans les amidons riches
en amylose proche de 60%.

1.1L’amylose

L'amylose est un long polymére linéaire d’'unités d@-glucopyranosyl
majoritairement liées em-1,4 (99%) qui peut aussi posséder quelques raatidits avec des
liaisonsa-1,6 (25-55% des molécules d’amylose) (Figure €8s branchements sont le plus
souvent localisés pres de la partie réductrice iterl@ de la molécule d’amylose et sont
d’autant plus importants que la masse moléculateékevée. L'amylose possede un poids
moléculaire compris entre 1@t 16 g.mol” et un degré de polymérisation compris entre 324
et 4920 unités avec 9 a 20 points de branchemantitti et al., 1981 ; Hizukuri, 1993 ;
Mua et Jackson, 1997 ; Yoshimoto et al., 2000)maécule d’amylose de par sa structure
linéaire a la capacité de s’enrouler de maniéeraecdiélale autour d’acides gras libres,
d’alcools ou d’'iode.

1.2 L’amylopectine

L’amylopectine est le polymeéere hautement ramifié Bd@midon (Figure 15).
L’amylopectine posséde un poids moléculaire comerise 10 et 16 g.mol*, ce qui est
beaucoup plus important que celui de I'amylosee Edist formée de chainesaD-
glucopyranosyl liees em-1,4 mais avec 5 a 6% de liaisonsl,6 aux niveaux des
embranchements. Le degré de polymérisation est iiemptre 9600 et 15900 unités (Buléon
et al., 1998 ; Takeda et al., 2003). Globalementphgueur des chaines de ramifications est

beaucoup plus courte que celles de 'amylose. Eesen moyenne 18 a 25 unités de long.
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La structure de I'amylopectine définie par Peatakten 1952 décrit 'organisation des
ramifications en terme de chaines A, B et C. Lesiras latérales A sont reliées par leur
extrémité réductrice au carbone 6 d’'un résidu deagle des chaines internes B qui selon leur
longueur sont nommeées B1, B2, B3 et B4. L'uniquaiicd C porte les autres chaines et
possede la seule extrémité réductrice libre dedecnle d’amylopectine.

La structure en grappe de lI'amylopectine (Figurg fi®posée par Robin et al. en
1974 et 1975 a été déduite de I'étude des chaimelsa gomposent. L'utilisation d’enzymes
de débranchement telles que I'isoamylase et lailamiase qui hydrolysent spécifiquement les
liaisons entre ramifications, a permis d’identifigrois groupes de chaines par
chromatographie (Hizukuri, 1986 ; Wang et White94.9 Mua et Jackson, 1997) :

- Des chaines courtes (S) composées des chainesesxteet des chaines internes Bl
possédant un degré de polymérisation de 12-16 eR(d24 unités de glucose
respectivement.

- Des chaines longues (L) composées des chaineméasteB2 d'un degré de
polymeérisation compris entre 42 et 48 unités deage.

- Quelques chaines de type B3 et B4 possédant ué degoolymeérisation supérieur a
60 unités de glucose (69-75 et 101-119).

Contrairement a I'amylose, I'amylopectine compodéechaines ramifiées et courtes présente

une faible capacité d’interaction avec l'iode.

1.3Les composés minoritaires de I'amidon

En dehors de I'amylose et de I'amylopectine, quetqgcomposés minoritaires existent
dans I'amidon et sont essentiellement des lipidekes protéines. En moyenne, 'amidon des
céréales contient jusqu’'a 1% de lipides et envidod25% de protéines (Baldwin, 2001 ;
Swinkels, 1985) du poids sec de I'amidon. Les Bgidont un effet sur les propriétés
fonctionnelles de I'amidon (Tester et Morrisson,9Qp et les protéines présentes dans
'amidon sont des protéines de réserves ou desvewyle dégradation et de biosynthese de
celui-ci (Baldwin, 2001). Les protéines de résersast situées dans la matrice protéique qui
entoure les granules d’amidon. Les enzymes de déftjpa et de biosynthése sont situées a
l'intérieur et a la surface des granules d’amidDer{yer et al., 1995b). Mis a part les lipides
et les protéines, 'amidon contient aussi de failj@antités (<0.4%) de minéraux (calcium,

magnésium, phosphore, potassium et sodium).
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2. Structure de I'amidon

2.1Al'échelle 1-100 um : le granule d’amidon

L’amidon est stocké sous forme de granules. La hwqgie des granules d’amidon
est trés différente suivant l'origine botanique.ngij on trouve des granules de formes
sphérique, lenticulaire ou encore polyédrique dantaille varie entre 1 et 100um. Leur
distribution peut étre unimodale, bimodale ou tritale (Figure 17).

Chez le blé, la distribution est bimodale et ortiiggie trois types de granules (Bechtel et al.,
1990 ; Raeker et al., 1998 ; Stoddard, 1999) (Eid®):
- les granules de type A, de forme lenticulaire ettda taille est supérieure a 10um.
- les granules de type B de forme sphérique et doraille est comprise entre 5 et
10pm.
- les granules de type C dont la taille est infégeubum et qui sont sphériques comme
les granules de type B.
L’initiation des granules d’amidon se déroule anstiphases chez le blé (Briarty et al., 1979 ;
Bechtel et al., 1990). Les granules de type A sgnthétisés entre 3 et 7 jours aprés I'anthese.
La formation des granules semble ensuite s’arijéau'a la moitié du développement de
'albumen ou une nouvelle formation plus importadéegranules va avoir lieu et donner les
granules de type B. Une troisieme phase d’initra@oaussi pu étre observée et donne les

granules de type C (Bechtel et al., 1990).

Les granules d’amidon observés par microscopie kmare polarisée montrent une
croix sombre biréfringente appelée croix de MalRette croix est caractéristique des
structures cristallines. En microscopie optiquedeanules apparaissent translucides. Apres
une hydrolyse acide qui permet la coupure desolaientre les molécules de glucose, I'eau
entre dans le granule et il est alors possibleisinduer des cercles concentriques dont le
centre est appelé hile (Figure 19). Ces cerclesespondent a une alternance de zones
cristallines et de zones amorphes (lamelles amejptent la succession correspond a
'accumulation de I'amidon selon un rythme nycthéahéFrench, 1972 ; Robin et al., 1974).
Les parties cristallines représentent entre 1%% des granules d’amidon et sont constituées
de chaines d’amylopectine condensées tandis queihes amorphes sont plus désordonnées
(Jenkins et Donald, 1995 ; Gallant et al., 1997).
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2.2 A I'échelle 120-500 nm : les cercles de croissance

Les granules sont constitués d’'une alternance daunn de croissance de structure
semi cristalline et amorphe. (French, 1984 ; JenkinDonald, 1995). Le nombre de cercles
de croissance dépend de l'origine botanique deidlamet de la quantité de sucre disponible
au moment de la biosynthése. Ces cercles de anossant d’'une épaisseur comprise entre
120 et 400 nm (French, 1984) (Figure 20).

2.3 A I'échelle 20-500 nm : les blocklets

Un modele d’organisation de I'amidon décrit par|&@atl et al. en 1997 présente une
organisation de celui-ci en blocklets. Ces blosktzinstituent les anneaux de croissance semi
cristallins et amorphes et sont subdivisés en deilles. Les gros mesurent entre 80 et 120
nm de diamétre chez le blé et les petits mesuemin? de diametre. Ces blocklets possedent
une structure en lamelles qui sont comme pourresaux de croissance soit cristallines soit

amorphes (Figure 20D).

2.4 A I'échelle 9 nm : les lamelles amorphes et cristas

Les anneaux semi cristallins consistent en I'empdiet de 16 lamelles alternativement
amorphes et cristallines. Les lamelles cristallipessedent une épaisseur comprise entre 5 et
6 nm et les lamelles amorphes une épaisseur camgmise 2 et 5 nm. La distance entre les
lamelles est d’environ 9nm (Oostergetel et Van Barg 1989).

Les lamelles amorphes contiennent les points decheament des chaines latérales
d’amylopectine et d’amylose alors que les lameBemi cristallines sont constituées de
doubles hélices d’amylopectine. Oostergetel et Barggen en 1993 ont proposé un modéle
d’organisation des lamelles cristallines en sugdicés qui fut repris par Waigh et al. en 1999
et Bertoft en 2004. Ce modéle consiste en l'orgdinis des hélices d’amylopectine en blocs

de 4 & 5 hélices de largeur qui vont former deshglices (Figure 21).
3. La structure semi-cristalline

3.1La phase cristalline

Les études conduites par diffraction des rayonsidmis en évidence deux principaux
types de cristallins : le type A et le type B. Uaigieme, le type C, a été aussi observé chez

les légumineuses et correspond a un mélange detallons A et B.
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Figure 22. Agencement des doubles hélices d’amylose pouidtallin de type A (A) et pour
le cristallin de type B (B). Les structure crisitadis sont projetées sur un plank).
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Ces deux cristallins sont constitués d’'un assenebtigdoubles hélices, elles-mémes
formées de chaines de glucose (Figure 22). Chamuede double hélice est constitué de 2
fois 6 unités de glucose. Les différences entre dmsx cristallins possédant les mémes
structures hélicoidales, sont basées sur la caafign des doubles hélices entre elles et sur le
contenu en eau (Gidley et Bociek, 1985 ; Imbertgiet1991). Leur structure est le résultat de
'appariement de doubles hélices stabilisées par ldésons de type Van der Waals et
hydrogene.

Le cristallin de type A, observé principalement zhes céréales, est un réseau de
mailles condensées monocliniques ou les doublasekébnt 6 voisins et sont capables de
retenir 4 molécules d’eau (Gidley et Bociek, 198Biclley et Bulpin, 1987 ; Zobel, 1988 ;
Popov et al., 2009).

Le cristallin de type B que I'on retrouve le plusugent chez I'amidon des tubercules
possede une structure plus ouverte et de symétxagonale. L'espace entre les doubles
hélices de ce cristallin est occupé par 36 mol&cdieau.

La structure cristalline de type A et B dépend desaditions de stockage. Ainsi
’humidité et la température peuvent changer lacstire des phases cristallines et transformer
un cristallin de type B en type A. Les doubles d¢edi se réarrangent et se densifient,
empéchant ainsi a I'eau de pénétrer dans la steud@ette modification physique de I'état de
cristallinité de I'amidon est appelée « annealifdayakody et Hoover, 2008).

3.2La phase amorphe

La phase amorphe est peu connue malgré sa prépogdédans la structure semi-
cristalline. Il semble que I'absorption d’eau sesk au niveau des parties amorphes plutot

gu’au niveau des cristallins.

4.Changement d’état de I'amidon en fonction de la tepeérature et de

I'humidité

L’amidon est insoluble dans I'eau a température iantb. Cependant dans des
conditions de températures supérieures a 60°Cgrasules d’amidon en milieu aqueux
absorbent I'eau ; 'amidon gonfle et forme un emspoéndant le milieu visqueux. Cette
transformation est irréversible et correspond gdktinisation. L’empois formé va ensuite

subir un phénomene de rétrogradation lors du igsement et former un gel.
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La viscosité lors des changements d’état de 'amigeut étre mesurée grace a un
visco analyser (Figure 23). En élevant la tempéeata viscosité va augmenter, former un pic
et ensuite diminuer. Cette diminution s’expliquénpipalement par la perte de la structure
granulaire de l'amidon et par la solubilisation deslymeres le composant. Lors du
refroidissement de la solution, la viscosité vamaegter a nouveau du fait de la réassociation
des macromolécules qui vont former un gel. Le geflgrcit et va adopter une structure qui

tend a expulser I'eau présente entre les polym@eghénomeéne est appelé synérese.

4.1 La gélatinisation

Lorsque la température augmente, les granules d@amigonflent et les
macromolécules d’amylose sortent. Les granulesiruoent de gonfler jusqu'a atteindre un
equilibre. Si la température augmente encore, Ieswues finissent par éclater et les
macromolécules se solubilisent. La gélatinisatiorrespond a cette transition irréversible
d’'un état organisé (structure granulaire de I'amjd@ un état désorganisé (solubilisation des
macromolécules).

La gélatinisation de I'amidon dans des conditiomstées d’hydratation présente deux
endothermes distincts. Donovan en 1979 a montr&gsi@ndothermes étaient d(s au niveau
d’hydratation des régions cristallines. La tempéeate transition élevée est dle a la fusion
des cristallins sans une hydratation correcte. qud’eau est en quantité suffisante, cette
température de transition élevée disparait etd'afors qu’un seul endotherme.

De nombreuses études ont montré que la gélatimisdg 'amidon est due au réarrangement
des polymeéres présents dans les granules (Gallaral.,e 1997 ; Atkin et al., 1998 ;
Srichuwong et al., 2005). Cependant la maniere demtroduit cette gélatinisation est encore
sujette a discussion. Une partie de la communatightdfigue pense que la gélatinisation
résulte de la dissociation des parties cristalligesfavorise les interactions entre I'eau et
I'amidon (Srichuwong et al., 2005 ; Ratnayake ekdan, 2007) et une autre partie pense que
ce phénoméne provient de I'absorption d’eau pardgsns amorphes (Gallant et al., 1997 ;
Karapantsios et al., 2002). Ces deux phénoméndscsdiainement simultanés (Evans and
Haisman, 1982 ; Ratnayake et Jackson, 2007) endépéede la cristallinité de I'amidon, de
'agencement des macromolécules et du niveau détgtion des granules.

Chez les céréales, deux endothermes sont obsesvdbisque I'amidon est
suffisamment hydraté. Ceci est dU a la quantit@pities présente dans I'amidon des céréales.

Ces lipides sont en partie complexés par l'amylose donnent un deuxiéme
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endotherme a une température de 100°C environogrgspond a la fusion de ces complexes.

4.2 La rétrogradation

Apres la gélatinisation et le refroidissement aempois d’amidon, un gel opaque se
forme. Les macromolécules d’amylose et d’amylopecsiolubilisées lors de la gélatinisation
se réagencent sous I'effet du refroidissement mbéat un réseau qui a tendance a expulser
les molécules d’eau. Le gel est composé d’'une ceafarmée d’amylose qui renferme des

molécules d’amylopectine (Miles et al., 1985).
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Figure 24. Voie métabolique de la biosynthése de I'amidonsdies cellules non photosynthétiques. (1)
invertase apoplastique (EC 3.2.1.26), (1') inveztagtoplamique (EC 3.2.1.26), (2) transporteur xdses, (3)
hexokinase (EC 2.7.1.1), (4) fructokinase (EC 24§,1(5) glucose phosphate isomerase (EC 5.3.169),
transporteur de saccharose, (6") transporteur dehasose, (7) sucrose synthase (Susy) (EC 2.4,1(&B)
uridine diphosphate glucose pyrophosphorylase (WBPHEC 2.7.7.9), (9) phosphoglucomutase (PGM)
cytosolique (EC 2.7.5.1), (9) phosphoglucomutaseylaplastique (EC 2.7.5.1), (10) Transporteur de
phosphate, (11) adenosine diphosphate glucose lpyspporylase cytosolique (AGPase) (EC 2.7.7.27)) (1
adenosine diphosphate glucose pyrophosphorylastoplastique (EC 2.7.7.27), (12) Transporteur d’abeme
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ADP, adenosine diphosphate; ADPGIc, adenosine dijptete glucose; ATP, adenosine triphosphate; BE,
branching enzyme (EC 2.4.1.18); D, disproportioraenzyme (D-enzyme) (EC 2.4.1.25); DBE, debrarghin
enzyme [isoamylase (EC 3.2.1.68); pullulanase (EX1311)]; Frc 6P, fructose 6 phosphate; GBSS, idean
bound starch synthase (EC 2.4.1.21); Glc 1P, gudoghosphate; Glc 6P, glucose 6 phosphate; RiRganic
pyrophosphate; SS, starch synthase (EC 2.4.1.20p, Wridine diphosphate; UDPGIc, uridine diphosphat
glucose; UTP, uridine triphosphate.



Tableau 5. Mutations des principaux isoformes des enzymes de la biosynthése de 'amidon chez les plantes (d'aprés Jeon et al., 2010 ; Grimaud., 2008)

Distribution des longueurs de chaines

Enzyme Plante Mutant . A Reference
Augmentation Diminution
PGM Arabidopsis thaliana  ND (deficient) ND ND Caspar et al., 1985
Tabac ND (deficient) ND ND Hanson et McHale, 1988
Pois ND (deficient) ND ND Harrison et al., 1998
AGPase (petite sous unité) Riz 0sagps2 ND ND Lee et al., 2007
Orge riso 16 ND ND Thorbjernsen et al., 1996 ; Johnson et al., 2003
Mais shrunken2 (shr2) ND ND Tsai et Nelson, 1966 ; Preiss et al., 1991 ; Greene et al., 1998 ; Kossman et Lloyd, 2000
AGPase (Grosse sous unité) Riz osagpl2 ND ND Lee etal., 2007
Mais brittle2 (bt2) ND ND Tsai et Nelson, 1966 ; Preiss et al., 1991 ; Greene et al., 1998 ; Kossman et Lloyd, 2000
Arabidopsis thaliana ~ Adg2 ND ND Linetal., 1988
AGPase (petite et grosse sous unités)  Arabidopsis thaliana ~ Adgl ND ND Linetal., 1988
Transporteur 'ADP-Glc Mais brittlel ND ND Sullivan et al., 1991 ; Tobias et al., 1992
Orge Lys5 ND ND Doan et al., 1999 ; Patron et al., 2004
GBSS Riz waxy ND ND Sano et al., 1984
Orge waxy ND ND Eriksson 1962 ; Patron et al., 2002
Mais waxy ND ND Tsaietal., 1974
Blé waxy ND ND Nakamura et al., 1995 ; Fujita et al., 2001
Pomme de terre amf ND ND Hovenkamp-Hermelink et al., 1987
Pois Lam ND ND Venderleij et al., 1991 ; Denyer et al., 1995
SSI Riz ssl DP 6-7 DP 8-12 Fujita et al., 2006
DP 16-19
Arabidopsis thaliana  ND (deficient) DP 17-20 DP 8-12 Delvallé et al., 2005
SSlla Riz la plupart des japonica DP<11 DP 12-25 Umemoto et al., 2002
Orge sex6 DP 6-11 DP 12-30 Morell et al., 2003
DP 31-60
Mais sugary? (su2) DP 6-11 DP 13-20 Zhang et al., 2004
DP 40-60
Blé sgpl DP 6-11 DP 11-25 Yamamori et al., 2000
Arabidopsis thaliana ND ND Zhang et al., 2008
Pois rugs ND ND Craig et al., 1998
Pomme de terre ND (deficient) ND ND Edwards et al., 1999
SSllla Riz flo5 DP 9-15 DP 6-8 Isshiki et al., 2000 ; Fujita et al., 2007 ; Ryoo et al., 2007
DP 22-29 DP 16-20
Mais dulll ND ND Mangelsdorf 1947 ; Gao et al., 1998
Arabidopsis thaliana  ND (deficient) ND ND Zhang et al., 2005
SSIV Arabidopsis thaliana  ND (deficient) ND ND Roldan et al., 2007
BEI Riz starch branching enzymel (sbel)  DP <10 DP 237 Satoh et al., 2003
DP 24-34 DP 12-21
BElla Riz bella DP 14-23 (changement mineur) DP 7-12 (changement mineur) Nakamura et al., 2002
BElIb Riz amylose extender (ae) DP218 DP 812 Mizuno et al., 1993 ; Nishi et al., 2001
Mais amylose extender (ae) ND ND Boyer et Preiss, 1978 ; Stinard et al., 1993 ; Yun et al., 1993
ISA Riz sugaryl (sul) DP<12 DP 240 Kubo et al., 1999 ; Kubo et al., 2005 ; Nakamura et al., 2002 ; Wong et al., 2003
Orge isa-1 DP 10-13 Pas de changement Burton et al., 2002
Mais sugaryl (su) ND ND Pan et Nelson, 1984 ; James et al., 1995
PUL Riz pul DP<12 DP 13-20 Fujita et al., 2009
Mais zpul Pas de changement Pas de changement Dinges et al., 2003
Phol Riz phol DP<11 DP 13-21 Satoh et al., 2008
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E. LA VOIE DE BIOSYNTHESE DE L'’AMIDON

L’amidon chez les plantes peut étre de deux typesust sa localisation et son utilisation :

- L’amidon transitoire synthétisé dans les feuilled gle réserve temporaire de sucres. Il
s’accumule dans les chloroplastes pendant la jeuatéest ensuite dégradé la nuit
pour fournir une source de carbone pour la syntliéssaccharose cytosolique. Ce
saccharose peut ensuite étre transporté au niwsaorganes de réserves.

- L’amidon de réserve est stocké dans des organegsgeves. Il pourra ainsi étre
remobilisé en fonction des conditions climatiquas &re utilisé dans le cas de

'amidon de I'albumen lors du processus de la geatindn.

La syntheése de I'amidon est un processus complebegement étudié (Figure 24 et
Tableau 5) dont la principale matiére premiérel@sfiucose-6-phosphate (Glc-6P). Ce Glc-
6P est synthétisé a partir des molécules de tripgesphates produites lors des réactions
claires de la photosynthése. A la lumiére, des oubds d’ATP et NADPH,H sont formées
au niveau des thylacoides et alimentent le cycl€alein en molécules riches en énergie. Ce
cycle va capter le carbone atmosphériqueJ@Dformer des trioses phosphates. Ces trioses
phosphates peuvent étre transformés dans le steom@lc-6P. Celui-ci sera utilisé pour
former de l'amidon transitoire ou étre exporté daascytosol afin d'étre converti en
saccharose. Le saccharose est ensuite transpsgé@’gux organes de réserve ou il sera
dégradé afin d’obtenir du glucose-1-phosphate (BRnécessaire a la synthése d’amidon de

réserve.

Le saccharose est dégradé par deux enzymes différeta sucrose invertase EC
3.2.1.26 et la sucrose synthase (Susy) EC 2.4.1.a3sucrose invertase catalyse la
transformation irréversible du saccharose en gkices fructose et participe peu, par
comparaison a la Susy, a la synthése de I'amidodare le développement de l'albumen. La
Susy catalyse la transformation réversible du saose et de 'NDP en D-fructose et NDP-
glucose. Cette enzyme possede une affinité plus foour 'UDP qui est principalement
utilisé lors de la synthése de I'amidon. L'UDP-glae formé est ensuite converti par I'UDP
glucose pyrophosphorylase (UGPase) en Glc-1P qai sat transporté directement dans
'amyloplaste par un transporteur phosphate (Te#owl., 1996), soit converti en Glc-6P par
la phosphoglucomutase (PGM). L'étude de mutantg éhnabidopsis thaliangdCaspar et al.,
1985) le tabac (Hanson et McHale, 1988), et le pois (Hanr et al., 1998)
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pour l'activité¢ de la PGM a montré son importan@ng la synthese de I'amidon. Une
mutation du géne codant pour la PGM induit uneefdstisse de la quantité d’amidon
synthétisé.

1. L’ADP glucose pyrophosphorylase (AGPase)

1.1 Généralités

L’AGPase EC 2.7.7.27 catalyse la transformatiomldeose-1-P et de 'ATP en ADP-
glucose et en phosphate inorganique (Pi). L'ADRegde ainsi formé est utilisé pour la
synthése de I'amidon. Chez les bactéries, 'AGRssteun homotétramére (Haugen et al.,
1976 ; Ballicora et al.,, 2003) tandis que chez pdantes, elle est hétérotétramérique,
constituée de deux petites sous unités de 52k eteux grosses sous unités de 53kDa
(Okita et al., 1990 ; Gomez-Casati et Iglesias,220D’'une maniére générale, les petites sous
unités sont considérées comme responsables dévit@éctatalytique de I'enzyme et les
grosses sous unités comme régulatrices de I'aztilgt'enzyme (Okita et al., 1990 ; Villand
et al., 1993 ; Ballicora et al., 1995). Cross et @h 2004 ont montré gque les grosses sous
unités possedent aussi une action catalytique.

Les séquences nucléiques de la petite sous umtéhkes conservées chez les plantes
gue ne le sont celles de la grosse sous unité. lBkezréales, cette enzyme a la particularité
de posséder une forme cytosolique et une formeigiie alors que chez les plantes autres
gue graminées cette enzyme est exclusivementditdsti{Thorbjornsen et al., 1996 ; Beckles
et al., 2001). Dans I'albumen, la forme cytosolig@st prédominante et représente 85 a 95%
de la quantité d’AGPase dans le grain.

Chez le riz, six génes codent pour les sous udeéBAGPase. Deux codent pour la
petite sous unité sAGPSlet OsSAGPS) et quatre codent pour la grosse sous unité
(OsAGPL1, OsAGPL2, OsAGPL3, OsAGRL@sAGPSDossede deux transcridsAGPS2a
et OsAGPS2kdont le premier est localisé dans les feuilleseesdcond dans I'albumen. La
localisation de ces enzymes par méthode GFP (Gheamescent protein) a mis en évidence
gu'OsAGPS2a, OsAGPS1, OsAGPL1, OsAGPL3 et OsAGRI des isoformes localisées
dans les plastides. Les transcrits OSAGPS2b et ®$&@nt été localisés dans le cytosol
(Lee et al., 2007). Chez le blé, I'orge et le miEax genes orthologues des petites sous unités
ont été identifiés (Rosti et al., 2006). Chez lmrdghorbjornsen et al., en 1996 ont démontré

gue le gene AGPS1 codait pour deux transcrits dont la localisatioellutaire
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était différente et dépendait du premier exon cansdun cas possede linformation pour

'adressage de la protéine dans les plastes.

1.2R06le de 'AGPase

L’AGPase est une enzyme limitante de la synthesé€adsidon. Les approches de
transgenése ont permis de mettre en évidence guortance.

ChezArabidopsisthaliana Lin et al., en 1988 ont isolé deux mutants aux Awlglet
Adg2 ayant une quantité d’amidon et une activité de IR&Se beaucoup plus faible. Les
plantesadgl ne possédaient ni la grosse sous unité ni laepstiis unité de 'AGPase et
produisaient trés peu d’amidon. Les plarddg2 ne possédaient pas la grosse sous unité de
'AGPase et produisaient environ 40% d’amidon goport aux individus normaux. Chez le
mais, la mutation des génes codant pour la petitéaogrande sous unité cytosolique de
'’AGPase Shrunkenzt Brittle2 respectivement) conduit a une baisse de 60% sgnkhése
de I'amidon (Tsai and Nelson, 1966 ; Preiss et1#l91 ; Kossmann et Lloyd, 2000). Chez
'orge, la mutation de la petite sous unité cytape de 'AGPaseRisol§ conduit a la
méme diminution de la synthese d’amidon (Johnsoralet2003). L'utilisation de ces
différents mutants a permis de mettre évidenceplirtance de cette enzyme dans la synthése
de 'amidon.

Stark et al., en 1992 ont utilisé une forme mutaiee’AGPase dEscherichia coli
appelégylgC-16dans le tubercule de pomme de terre ce qui a doadaugmentation de la
guantité d'amidon de 35%. La méme expérience demgains de mais et de blé a eu pour
effet d’'augmenter le poids du grain (Wang et &Q72; Smidansky et al., 2002).

1.3 Régulation de 'AGPase (Figure 25)

L’AGPase est primordiale a la synthese de I'amidobrson activité est modulée par
plusieurs types de métabolites cellulaires. L'AGPa&st trés sensible aux régulations
allostériques ; I'acide 3 phosphoglycérique (3-PGaAgtive et le phosphate inorganique (Pi)
l'inactive. Ces deux métabolites sont les princkpamodulateurs de l'activité de 'AGPase
(Sowokinos, 1981 ; Sikka et al., 2001) et le ragoces deux composés influe grandement sur
l'activité de I'enzyme. Cependant la réponse varigre les différentes céréales. Ainsi chez
'orge, 'AGPase est moins sensible a I'activatipar le 3-PGA ou l'inactivation par le Pi
(Kleczkowski et al., 1993). Chez le mais en l'alssede 3-PGA, le Pi ne provoque pas une
inactivation de I'enzyme tandis que chez le blé’absence de Pi, le 3-PGA ne provoque
aucune activation de 'enzyme (Gomez-Casati et sigke 2002).
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Dans les feuilles, cette enzyme est aussi réguégedps mecanismes d’oxydoréduction
dépendant de la lumiére. Le pont di-sulfure présarte les deux petites sous unités de
'enzyme posséde un role de régulation dépendasbde&tat d’'oxydation. Ainsi si celui ci est
oxydé, I'affinité de 'enzyme pour ses substratsfaible, sa sensibilité a I'activation par le 3-
PGA est faible et l'inactivation par le Pi est feFu et al., 1998 ; Ballicora et al., 2000 ;
Tiessen et al., 2002).

L’activité de I’AGPase est aussi modulée par lasrédoxinesf et m qui ont la
capacitéin vitro selon leur état d’oxydation de réduire les pomsutfures. Ainsi, les formes
réduites des thioredoxines activent 'AGPase (Baih et al., 2000, Hendriks et al., 2003) et
les formes oxydées l'inactivent (Tiessen et alQ2Z0Dans les chloroplastes, la lumiere va
agir sur le complexe Ferrédoxine/Thioredoxine eangfer le niveau d’oxydation de ces
dernieres ce qui aura pour effet d’activer ou dtneer '’AGPase.In vivo, les isoformes
responsables de la régulation de 'AGPase ne sasmtcpnnues et restent a étudier pour
connaitre leurs roles respectifs.

Par ailleurs, I'expression de 'AGPase est ausdlifit® par plusieurs molécules. Elle
est augmentée en présence de saccharose cheereutalile pomme de terre (Miller-Rober
et al., 1990 ; Sokolov et al., 1998) et diminuée lpa nitrates (Scheible et al., 1997) et le
phosphate (Nielsen et al., 1998).

1.4 Le transporteur de 'ADP-glucose a travers la memérdu plastide chez

les céréales

L’ADP-glucose formé dans le cytosol des céréalasI'pg&Pase est transporté dans
'amylopaste par I'intermédiaire d’'un transporteGhez le mais, la mutatidrittle-1 induit
un dysfonctionnement du transporteur provoquantaugmentation de la quantité d’ADP-
glucose dans le cytosol ainsi gu'une diminutiodalguantité d’amidon produite (Sullivan et
al., 1991 ; Tobias et al., 1992). Le méme compaetenest observé chez les mutdngs5de
l'orge (Doan et al., 1999, Patron et al.,, 2004). t€asporteur peut étre inactivé par de
longues chaines d’acétyl coA (Fox et al., 2001).

Les mutations des génes codant pour 'AGPase digogo(shrunken2, brittle2pu
pour le transporteur d’ADP-glucoseriftlel, lys5 induisent donc une forte baisse de la
guantité d’amidon (60%) (Preiss et al., 1991). @épat la quantité d’amidon n’est jamais
nulle ce qui suggere l'existence d’autres mécamsspermettant de produire de I'amidon.
Plusieurs voies de substitutions ont été suggékeéeplus probable est celle de I'existence de

transporteurs de Glucose-1P et Glucose-6P suritabma@e de 'amyloplaste permettant ainsi
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a 'AGPase plastidiale de produire de 'ADP-Glucd€kita, 1992 ; Vandeputte et Delcour,

2004). D’autres voies faisant intervenir le sacobardirectement ou indirectement dans la
synthése de I'amidon ont aussi été énoncées notatrpae Mukerjea et Robyt en 2003. Ces
auteurs ont proposé que le saccharose pourraiin@&médiatement utilisé par le complexe de
starch synthase et de starch branching enzymefpouner de I'amidon. Il a été aussi montré

gue, dans les tissus hétérotrophes, la sucroshasmuitilisait aussi I’ADP comme substrat
permettant ainsi la formation d’ADP-glucose (BarBgrnandez et al., 2003 ; Munoz et al.,

2005).

2. Les starch synthases

L’ADP-glucose dans I'amyloplaste va pouvoir étrisé par les starch synthases (SS)
EC 2.4.1.21 et EC 2.4.1.242 qui catalysent le feahsd’'une molécule de glucose a
I'extrémité non réductrice d’'une chaine de gludase ena-1,4. Les starch synthases peuvent
étre divisées en deux groupes : les starch syrgtsmdables (SSS) et les starch synthases liées
aux granules d’amidon (granule bound starch sye#)a&BSS). Les SSS ont une affinité
pour I'ADP-glucose plus importante que les GBSSatt principalement responsables de
I'élongation de 'amylopectine tandis que les GB#iSngent les molécules d’amylose.

Il existe cing classes de starch synthases chgddetes : GBSS, SSI, SSlI, SSlII, SSIV (Li
et al., 2003) dont le nombre d’isoformes receng&esle 10 actuellement (Fujita et al., 2006 ;
Hirose et Terao, 2004). Ces différentes isoformesvgnant essentiellement de génes
dupligués sont notées avec le suffixe «a », « b ® 0». Le suffixe est attribué en fonction de
'organe dans lequel le gene est exprimé ; « aur fes organes de réserves, «b » et «c »
pour les tissus vegeétatifs.

Le séquencage du génome de l'algue verte unicieubamontré que la plupart des
classes de SS trouvées chez les plantes supérsunesussi présentes chez les algues (Ral et
al., 2004), suggérant que les événements de dtiplicgui ont abouti aux cing groupes de SS
ont eu lieu avant I'évolution vers les plantes siguges.

L’activité meétabolique des SSS et des GBSS prowiest domaines communs entre
ces différentes enzymes ; ces domaines sont tresepés d’un point de vue évolutif. Corpet
et al., en 1999 ont montré que tous les isoforneeS$l possedent trois domaines homologues
(1, 11, 11). Le domaine | se trouve uniguement ehes starch synthases alors que le domaine
Il est aussi trouvé par exemple chezdmylase de la levure. Le domaine Il est aussqne

chez les protéines transférant des nucléosides (UBBP, GDP...) sur un
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substrat comme par exemple la sucrose synthaseliff@®nces entre les isoformes de SS se
trouvent essentiellement au niveau de la régioerinhale située en amont du domaine |.
Dans le domaine | des SS, Furukawa et al., en #09993 ont mis en évidence par
mutagenese dirigée un motif KTGGL ou la lysine fattie d’'un site de fixation de 'ADP-
glucose. Ce motif, trés conservé, est trouvé aitadhez les glycogen synthases et les starch
synthases. Par la méme approche, Zhong et alQ@h éht mis en évidence dans le domaine
lll de la SSlla un motif trés similaire (STGGLV) igesst aussi trés conservé chez les starch

synthases des plantes.
2.1GBSS

a) Généralités

La GBSS est le produit du gemexy (wx) et est contrairement aux autres isoformes
de SS seulement présente dans les granules ¢t ¢iéex ci. Cette enzyme possede un poids
moléculaire d’environ 60kDa. Che&rabidopsis thalianaun seul géne code pour la GBSS.
Chez le blé, deux isoformes (GBSSI et GBSSII) datidentifiees (Vrinten et Nakamura,
2000). Ces isoformes sont exprimées dans l'albupmem la GBSSI et dans les tissus verts
tels que les feuilles et le péricarpe pour la GBPGiinten et Nakamura, 2000). Trois genes
codent pour les GBSSI chez le blé tendre. Ces gapmgslésvaxy sont situés aux loavx-
Al ;wx-Bletwx-D1.Ces loci se trouvent sur le bras court du chromesd# le bras long du
chromosome 4A et le bras court du chromosome 7pentivement (Yamamori et al., 1994).
Cette enzyme est principalement responsable dathése de I'amylose.

Des mutants pour les geneg aboutissant a l'inactivité de la GBSSI ont étawés
chez plusieurs especes végétales. Ainsi chez lg mraimutantvaxydécrit par Tsai, en 1974
produit une quantité d’amidon proche de celle oleerchez les individus normaux mais
posséde une quantité d’amylose trés réduite ethprale 0. D’autres mutants concernant
'expression des GBSS ont été rapportés chez lanmgorde terre avec le mutaamf
(Hovenkamp-Hermelink et al., 1987), le pois aveanletantlam, (Vanderleij et al., 1991 ;
Denyer et al.,, 1995a), le maigaxy (Tsai, 1974), le rizwaxy (Sano, 1984), I'orgavaxy
(Eriksson, 1962), le bléT¢iticum aestivurp waxy (Nakamura et al., 1995), &ftriticum
monococcum wax§Fujita et al, 2001). Dans le cas du blé, des mstpaur chacun des trois
géeneswx ont permis d'étudier les effets des différentslediéavec des blés possédant un, deux

ou trois alléles nuls (Miura et al., 1994, 1999iuM et Sagawara, 1996). Lorsqu’un seul des
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trois genes de GBSS est inactif, une faible dimamu{l a 2%) du contenu en amylose est
observée. Lorsque deux des trois genes sont isaletitliminution est plus conséquente et la
guantité d’amylose n’est plus que de 18-20%. Losstps trois alléles sont nuls alors la
guantité d'amylose n’est pas nulle mais trés faifif#) ce qui laisse penser que d’autres

mécanismes permettent la synthése de I'amylose.

b) Propriétés de I'enzyme

Les expériencem vitro conduites chez le pois, chez la pomme de terrey@est al.,
1996a, 1996b), chez l'algue unicellulai@hlamydomonagVvVan de Wal et al., 1998) ont
montré que la synthése d’amylose était stimuléprésence d’oligosaccharides de maltose
(2-7 molécules de glucose) (MOS) et que ces derrservaient d'initiateurs de la synthese
d’amylose. Ces expériences ont mis en évidenceeddant que les MOS pouvait rentrer dans
les granules d’amidon et d’autre part que la GB8A&it la capacité de continuer I'élongation
de ces sucres pour former de 'amylose.

Chez le pois, I'étude de mutants produisant une 8B8luble cheE. colia montré
gue contrairement a la forme liée aux granulegecetbzyme soluble possede une faible
affinité pour les MOS et ne réalise pas leur éltiogaafin de produire de I'amylose (Denyer
et al., 1999a). Cependant lorsqu’une faible quatiamylopectine est ajoutée, I'affinité de la
GBSS pour les MOS augmente et I'enzyme fonctiof@ette expérience a montré que la
capacité de la GBSS a produire de I'amylose résulta son aptitude a se lier avec
'amylopectine.

Par ailleurs cheZhlamydomongsd’autres études ont mis en évidence que la GBSSI
possede aussi la capacité d’'incorporer les molécdée glucose dans les chaines les plus
longues d’amylopectine (Van de Wal et al., 1998t & al., 2006). Des extraits purifies de
granules mis en présence d’ADP glucose radiomavgtiénontré que la GBSSI incorporait le
glucose et allongeait les ramifications de I'amyoiine. En effet, aprés 6 heures
d’incubation, le marquage se trouve aussi dansfraetion dont la structure et le poids
moléculaire est similaire a celui de 'amylose.t€&txpérience cheZhlamydomonamet en
évidence la capacité de la GBSSI a réaliser I'édting de la molécule d’amylopectinedont
les trés longues chaines ainsi produites pourréieatclivées par une hydrolase et aboutir a la
formation de molécules similaires a I'amylose. CHezpois, comme chez les plantes
supérieures, un tel transfert des molécules deogumarquées de I'amylopectine a I'amylose
n'a pas été observé (Denyer et al., 1999b). llésnlte que la GBSSI ch&hlamydomonas,

peut générer l'amylosein vitro grace a deux mécanismes différents tandis
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gue chez les plantes supérieures, la synthése baenya partir des MOS est le seul
mécanisme de synthése démontré. Cependant pluai¢nes expériences laissent penser que
la GBSS est impliquée dans la synthése des lorth&ees de 'amylopectine. (Denyer et al.,
1996a). Ainsi I'étude des mutanisx chez le riz a montré que I'amylopectine était dépoe

des chaines longues (Hizukuri et al., 1989) et gkeurs les variétés riches en amylose

possédaient une proportion plus importante dearegukes chaines (Takeda et al., 1987).
2.2 Les starch synthases SSI

a) Geéneralités

Chez les plantes, la SSI contrairement a toutesalégses SS ne possede pas
d’isoforme. Elle est codée par un seul gene, eexgatimée a la fois dans les feuilles et dans
'albumen. Chez le blé la SGP-3 est I'enzyme homuéde la SSI du mais (Knight et al.,
1998). Trois genes homéologues codent pour la SGe3 le blé et sont situés sur les bras
courts des chromosomes 7A, 7B et 7D. La protéinep8Sséde un poids moléculaire de 75
kDa et est présente a la fois dans les granulés feaction soluble (Li et al., 1999). Mu-
Forster et al., en 1996 ont rapporté que plus @& 886 la SSI présente dans I'aloumen du

mais était associée aux granules d’amidon.

b) Propriétés

Guan et Keeling en 1998 ont analysé la longueurctases de glucose synthétisées
par des SS de mais et des isoformes de branchayges de mais introduites ddascoli. lls
ont ainsi montré que les SSI synthétisaient préfeéement des chaines courtes (DP 6-15).
Commuri et Keeling en 2001 ont mis en évidencelgu&SI| du mais, malgré son affinité plus
importante pour les chaines longues de sucres (DPx2atalyse I'élongation des courtes
chaines de glucose dont le DP est inférieur a ‘Hatikité de 'enzyme est diminuée a mesure
gue la chaine de sucres s’allonge. Cette enzymoegalles chaines courtes A et B1 lors de la
synthese de I'amidon.

L’étude de mutants déficients en SSI cheabidopsis thaliangDelvallé et al., 2005)
a montré que cette mutation induisait une modificatle la distribution des tailles de chaines
d’amylopectine se traduisant par une diminution a@bsines de DP 8 a 12 et une
augmentation des chaines de DP 17 a 20. Fujith, eara2006 ont effectué la méme étude

chez des mutants de la SSI du riz et ont confirestobservations.
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La SSI catalyse I'élongation de courtes chaines 8@P12) de 'amylopectine a partir

des chaine plus courtes.
2.3 Les starch synthases SSlI

a) Geéneralités

Trois isoformes ont été détectés pour les SSlltaSSSlIb et SSlic. Ces isoformes
ont différentes localisations. SSlla est principaat exprimé dans I'albumen, SSlib dans les
feuilles et SSlic dans les deux (Hirose et Terdf)42. Ces isoformes possédent des poids
moléculaires de 100, 108 et 115 kDa (Denyer €t35b ; Li et al., 1999).
Chez le blé, la SGP-1 est un homologue de la S®isteplus proche de l'isoforme SSlla (Li
et al., 1999). Il existe trois isoformes de la SGPSGP-Al, SGP-B1 et SGP-D1. Ces genes
sont localisés sur les bras courts des chromos@/hegB et 7D respectivement (Yamamori
et Endo, 1996).

b) Propriétés

Plusieurs mutants de la SSlla ont été décrits abeznombreux organismes :
Arabidopsis thaliangZhang et al., 2008), le pois mutang5 (Craig et al. 1998, la pomme
de terre (Edwards et al., 1999), I'orge mutask6 (Morell et al., 2003), le mais mutant
sugary2(Zhang et al., 2004), le riz (Umemoto et al., 20820 blé (Yamamori et al., 2000).
Ces différents génotypes possedent une modificateota structure de I'amylopectine. En
effet la distribution des longueurs de chaines'alayllopectine chez les individus déficients
en SSII est changée, il y a davantage de chaineg’d&a 11 que de chaines de DP 11 a 25
(Hanashiro et al., 1996). La SGP-1 synthétiserancd des chaines de longueurs
intermédiaires a partir de chaines courtes.

Cependant, plusieurs différences concernant I'amioltt pu étre observées entre les
différents mutants sus cités. Ainsi les mutantpaisrug5s et le mutant SGP-1 nul chez le blé
ont leur contenu en amidon diminué d’environ 30-4p&b rapport aux individus normaux
(Craig et al., 1998, Yamamori et al., 2000). Pdewais, le mutantug5 et SGP-1 nul chez le
blé posséde un contenu en amylose plus importantagnormale ce qui n’est pas le cas chez
la pomme de terre (Edwards et al., 1995, 1999)z0adlé SGP-1 nul, une diminution de
'expression des SGP-2 (homologue de la branchingyree Ilb du mais) et SGP-3
(homologue de la SSI du mais) a été observée (Yamatal., 2000). Ces différences entre
espéeces laissent penser que l'absence de la S8il effet sur les autres enzymes de la
synthése de I'amidon.
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2.4 Les starch synthases SSilii

a) Généralités

Deux genes$Slll sont présents chez le riz : SSllla (SSllI-2) etliBSSIII-1). Chez
le riz, ces genes sont exprimés dans l'alboumen éwmeldppement et les feuilles
respectivement (Hirose et Terao, 2004 ; Dian eR8D5 ; Ohdan et al., 2005).

L’étude par immunoblot utilisant un antiserum &@8IIl du mais a permis de révéler
sur SDS-PAGE une protéine d’'un poids moléculair28@ kDa dans I'albumen du riz en
développement (Dian et al., 2005). L'étude de cpttaéine a mis en évidence la présence
d'un peptide «transitoire » dans la partie N-terae, un domaine C-terminal catalytique
commun aux SS et un domaine central spécifiqueSE&H contenant des motifs observés
aussi chez le mais et le blé (Gao et al., 1998¢et lal., 2000). Chez le blé, un homologue du
géne SSIIl du mais a été cloné et caractérisé.eGe g été assigné au chromosome 1 (Li et
al., 2000).

b) Propriétés

L’isoforme SSllla est, en terme d’activité, le d&me plus actif apres la SSI dans
'albumen en développement chez le mais (Cao e1289). Des mutants pour cette enzyme
ont été isolés et caracterisés chgabidopsis thaliana(Zhang et al., 2005), chez le riz
(Isshiki et al., 2000 ; Fujita et al., 2007) et zhe mais (mutandull-1) (Mangelsdorf, 1947 ;
Gao et al., 1998).

Chez le mutantull-1 du mais, le contenu apparent en amylose dans tredhuest
plus élevé que chez les individus normaux (YeH.efl881 ; Wang et al., 1993). Par ailleurs,
I'activité des autres SSS dans le mutant est aufrad@ao et al., 1999) et un accroissement
de la quantité de SSI est aussi observée. L'étedeSlIl purifiée a mis en évidence une plus
forte affinité de cette enzyme pour 'amylopectqe pour I'amylose suggérant une fonction
d’élongation des longues chaines de glucose. L&l la distribution des longueurs de
chaines a révélé que le nombre de chaines de C&e6 BP 16 a 20 est réduit, que le nombre
de chaines d'un DP 9 a 15 et 22 a 29 est augmentgiee celui des longues chaines
d’amylopectine (DP>30) est fortement reduit (Inawethal., 1983 ; Wang et al., 1993).

La SSIlI est donc vraisemblablement responsablel'édengation des chaines
d’amylopectine les plus longues. Cependant chezbidopsis thalianale mutant pour la
SSIll posséde un excés d’amidon dans les feuilleis ta structure de 'amylopectine n’est
pas changé (Zhang et al., 2005). Cet excés d’angdbd( a une augmentation de la synthése
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de celui-ci, suggérant un effet régulateur négddifla SSIll sur la biosynthese de I'amidon
transitoire (Zhang et al., 2005). La SSlll possédec des effets spécifiques selon les espéeces
considérées qui peuvent s’expliquer soit par déstsepléiotropiques qui ont déja pu étre
observés chez le riz (Fujita et al., 2007) soitges phénomenes de compensation des autres

genes de SS propres a chaque espeéce.
2.5 La starch synthase SSIV

a) Généralités
La SSIV possede une région C-terminal trés proehedalle des autres SS avec un
domaine catalytique et un domaine de liaison aitdam (Cao et al., 1999). Cependant la
partie N terminale de la SSIV est différente desesusoformes. Hirose et Terao en 2004 ont
montré que deux génes de SSIV étaient présents lehgz : SSIVa (SSIV-1) et SSIVb
(SSIV-2). SSIVa est exprimé a la fois dans les liesiiet dans l'albumen et SSIVb
uniqguement dans les feuilles. La SSIV est expri@éen niveau constant durant toute la

période de remplissage du grain.

b) Propriétés

Des mutants déficients pour la SSIV ont été obsewtiez Arabidopsis thaliana
(Roldan et al., 2007). Ces mutants ont montré wigsbk faible mais significative du contenu
en amidon. Contrairement aux autres mutants dedeSSnutants de SSIV présentent un
phénotype avec d’importants problemes de croissavee peu ou pas de modification dans
la composition des granules d’amidon ou la distrdyu des longueurs de chaines de
'amidon. Cependant ces mutants montrent une dimoinures importante du nombre de
granules d’amidon synthétisés dans les plastidasnetaugmentation de la taille de ces
derniers. Ainsi seul un gros granule d’amidon egsent dans les chloroplastes au lieu de 4-5
en moyenne. Ces différents résultats ont permisudgérer que la SSIV est impliquée dans
l'initiation des granules d’amidon mais n’est cereament pas la seule enzyme possédant une
telle fonction puisqu’un granule d’amidon est présehez les mutants déficients en SSIV
(Roldan et al., 2007 ; Szydlowski et al., 2009).

3. Les branching enzymes

Aprés I'élongation de la chaine de glucose parskesch synthases, les starch branching
enzymes (SBE) EC 2.4.1.18 ou Q enzymes catalydgdrolyse d’'une liaisoru-1,4 et le
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transfert d’une unité &glucosyl sur cette fin réductrice par lI'intermédead’une liaisona-
1,6.

3.1 Généralités

Il existe deux groupes de SBE (SBEI et SBEIl) giffiecent par les longueurs de
chaines transféréas vitro. La SBEII transfére des chaines plus courtes ) &BEI (Takeda
et al., 1993 ; Guan et Preiss, 1993 ; Rydberg.e2@01). Chez les céréales la SBEII possede
deux formes proches en structure (SBElla et SBENMixuno et al., 2001, Rahman et al.,
2001) qui différentin vitro par la longueur des chaines qu’elles transferemts ddes
conditions d’incubation prolongée. Ainsi la SBEtHansfere des chaines plus courtes que la
SBElla.

Les isoformes de SBE sont exprimées dans des ti$@ients a des temps différents.
SBEI et SBElla sont exprimées dans l'albumen etsdplusieurs autres tissus (feuilles,
embryon) chez les céréales tandis que la SBEllexdtusivement exprimée dans I'albumen
et les tissus reproducteurs. Chez le riz 'expogssie la SBElla a été détectée au plus tét 3
jours apreés la floraison (DAF) et au plus tard B BAF (Mizuno et al., 2001). L'expression
de la SBElla atteint un pic au milieu du dévelappat des grains de blé (Rahman et al.,
2001). Les transcrits de la SBEI et de la SBEIlIbt gus abondants plus tardivement soit a
partir de 7 a 10 DAP chez le riz (Rahman et al0120

3.2Propriétés

L’étude de mutants des différents isoformes de @Bfermis d’identifier leur réle
dans la synthése de 'amidon. Les mutants de lal 8B&z le riz ont montré une diminution
du nombre de chaines de DP 12 a 21 et DP>37, grmeantation de celles de DP<10 et une
légere augmentation de celles de DP 24 a 34 (Sdtah, 2003). La SBEI posséde donc un
réle important dans la synthése des chaines BletBR23 de I'amylopectine (Nakamura,
2002 ; Satoh et al., 2003).

Chez les riz mutants ne possédant pas I'enzyme|8BE$ changements de structure
de I'amylopectine sont mineurs suggérant pour cetyme un rble de compensation des
autres isoformes SBEIIb et SBEI (Nakamura, 2002s iutants amylose extendag)(sont
déficients en SBEIIb. Ces mutants existent chem#és (Boyer et Preiss, 1978) et le riz
(Mizuno et al., 1993 ; Nishi et al., 2001).
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Chez le riz, plusieurs effets de ces mutations!'sumidon ont été mis en évidence: une
diminution du niveau des chaines d’amylopectinet deDP est inférieur a 17 avec la plus
forte baisse pour celles dont le DP est comprigeehet 12 ; une augmentation du nombre de
chaines intermédiaires (DP 18 a 36) et longues &JPet un contenu en amylose apparent
élevé causé par une structure anormale de 'amglie(Nishi et al., 2001). Par ailleurs, la
mutationae diminue I'activité de la SSI et suggére donc quS8BEllb a un rble de transfert
de chaines courtes qui sont le plus probablementiterallongées par la SSI pour former des
chaines A et B1 chez le riz (Nishi et al., 2001).

4. Les starch debranching enzymes

La maniere dont I'amidon insoluble est dégradé emléoules de glucose dans
'albumen des céréales est connue. Lors de la geton, la dégradation de I'amidon est
initiée par lesa-amylases présentes dans I'alboumen amylacé (FintB&0). Cette enzyme
posséde une action endoamylolytique et forme uramgé d'oligosaccharides ramifiés et
linéaires qui sont ensuite utilisés par d’autredrblases dont les enzymes de débranchement
et les exoamylasef-amylase).

Dans les tissus possédant des cellules vivantes f@eilles par exemple), un
mécanisme différent dégrade lI'amidon a lintériedes plastidesArabidopsis thaliana
posséde trois isoamylases différentes (ISAL, ISISA3) et une pullulanase (PU1). Des
mutants ne possédant pas les-8mylases ne présentent aucun changement concéanant
dégradation de I'amidon dans les feuilles (Yu et2005). Par ailleurs, il a été montré que la
dégradation de I'amidon chez les plantes néceshitaervention d’'une ou plusieurs enzymes
appartenant a la famille des «glucane water diddea qui peuvent catalyser la
phosphorylation d’'un résidu de glucose dans la amolécule d’amylopectine (Lorberth et
al., 1998 ; Yu et al., 2001 ; Kétting et al., 2005)

4.1 Généralités

Les starch debranching enzymes EC 3.2.1.10 catdl{/bgdrolyse des liaisone-1,6.
Deux types de DBE possédant des substrats spéxsfiont pu étre observés : I'isoamylase
EC 3.2.1.68 et la pullulanase (aussi appelé liraktiihase) EC 3.2.1.41. Les isoamylases
possedent la capacité de debrancher a la fois yeoggne, le phytoglycogene et
'amylopectine mais ne sont pas capables de dégiadpullulane (Nakamura, 1996). La
pullulanase est quand a elle capable de catalyseirblyse du pullulane et de I'amylopectine
mais pas du glycogene et du phytoglycogéne.
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4.2 Propriétés

Ces enzymes ont longtemps été considérées commendgses de dégradation de
'amidon. Cependant plusieurs études ont montrécggeenzymes avaient aussi un réle dans
la biosynthese de I'amidon. ISA1 et ISA2 participen la formation d’'un complexe
enzymatique, nécessaire a la biosynthése de I'am{iityers et al., 2000 ; Bustos et al.,
2004 ; Delatte et al., 2005). La mutation d’un @s deux genes chézabidopsisconduit a
'accumulation de glucanes possédant un modele rdecbements différent de celui des
individus normaux avec une accumulation sous fodaephytoglycogene soluble. Ceci a
aussi pu étre observé chez les mutantgry-1du mais (Pan et Nelson, 1984 ; James et al.,
1995) etisa-1 chez I'orge (Burton et al., 2002). Zeeman eteh.,1998, ont montré que les
glucanes ainsi accumulés par ces mutants sont aégnaendant la nuit suggérant que

ISA1/ISA2 ne sont pas les uniques enzymes resptassdb la dégradation de I'amidon.

L’étude des mutantsugary-1(Kubo et al., 1999 ; Wong et al., 2003)istamylase-1
(Fujita et al., 2003) chez le riz a montré quedesx DBE avaient un réle dans la synthése de
'amylopectine dans I'albumen (Fujita et al., 2Q0Rubo et al., 1999 ; Nakamura, 1996 ;
Wong et al., 2003). Le mutastigary-1dont I'activité des isoamylases et de la pullutanest
tres réduite voire inexistante, posséde dans sgopsettine plus de chaines courtes DP<12
et moins de chaines de DP 13 a 24 que I'amyloped@s individus normaux. Par contre le
phytoglycogene est hautement ramifié dans les rnsif@ar rapport aux individus normaux.
Par ailleurs, chez les mutans®amylaselgui sont déficients en isoamylase mais possédent
une pullulanase fonctionnelle, une modification artpnte de 'amylopectine insoluble avec
des chaines courtes DP 5 a 12 par rapport a lishdimormal a été observée. Le mutpat,
déficient en pullulanase posséde aussi plus denehaiourtes DP<13. Le double mutant
pul/sugary-1possede une quantité de chaines de DP<8 encor@rgostant que le mutant
sugary-1(Fujita et al., 2009).

L’étude de mutants pour ISA3 et PULl ch&mbidopsis thaliana(Hussain et al.,
2003 ; Wattebled et al., 2005) a montré que cegmneeg avaient un rble dans la dégradation
de I'amidon. Ainsi ISAL et ISA2 possédent a la forsréle dans la biosynthese de I'amidon
et dans sa dégradation tandis que les enzymesdSRB1 possedent essentiellement un réle

dans la dégradation.
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5. Les autres enzymes intervenant dans la biosynthéde I'amidon

D’autres enzymes dont le réle est encore mal comuété étudiées afin de déterminer

leur implication dans la biosynthese de I'amidon.

5.1 La starch phosphorylase

La starch phosphorylase catalyse le transfert séderd’'un phosphate inorganique lié
ena-1,4 a une unité de glucose de la fin non rédwetlies chaines externes pour former du
glucose-1P. Cette enzyme posséde deux isoformeslPEIOPHO-H dont la localisation
cellulaire est difféerente (Conrads et al., 198&). RHO-L est située dans les plastides et la
PHO-H dans le cytosol. Chez le blé, la forme pihake a récemment été caractérisé (Tickle
et al., 2009).

La forme PHO-H possede une affinité forte pourlieggene et faible pour les MOS
(Shimomura et al., 1982). L’activité de cette formété diminuée chez la pomme de terre par
lintroduction d’'un ARN antisens (Duwenig et al.997). Ces mutants ont montré peu de
différences du point de vue du métabolisme desesudren a été de méme pour les mutants
constitués pour la forme plastidiale de cette erylans les feuilles de la pomme de terre
(Sonnewald et al., 1995). Chez le riz, le mutalndl présente une accumulation de petits
granules d’amidon, avec un albumen au phénotypgp#e« shrunken » (Satoh et al., 2008).
Ces mutants ont un amidon possédant une plus gm@ogertion de chaines courtes DP<12
et moins de chaines intermédiaire de DP 13-21.

Plusieurs autres études ont montré que cette enaymi¢ un effet sur la voie de
biosynthése de I'amidon. Ainsi la faible concentmaten Glucose-1P observée et le ratio
Pi/G1P dans les tissus produisant de 'amidon seggée la starch phosphorylase possede un
réle dans la dégradation plutét que dans la voididsynthese de I'amidon (Smith et al.,
1997 ; Yu et al., 2001). Plusieurs études ont néatgut montré que l'activité de la starch
phosphorylase est fortement corrélée a l'accunaratie I'amidon dans I'albumen en
développement chez le blé (Schupp et Ziegler, 2004)

Par ailleurs, la starch phosphorylase est capabEassocier avec la BE1 et la BEIIb
(Tetlow et al., 2004) pour former un complexe déabumen du blé suggérant une activité

coordonnée de ces deux enzymes de branchementanpelad synthese de I'amidon.
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5.2 La glucane water dikinase

La phosphorylation de I'amidon intervient duranttes les réactions de biosynthése.
Cependant les enzymes responsables de cet éthbdehprylation sont encore mal connues.
Une protéine possédant un poids moléculaire de D&Gppelée R1 et attachée au granule
d’amidon chez la pomme de terre semble étre emepatponsable de la phosphorylation de
'amidon (Lorberth et al., 1998). Une déficienceaatte enzyme induit une diminution de la
phosphorylation de I'amidon (Ritte et al., 2002gt€ enzyme phosphoryle les chaines de
glucose par une réaction de type dikinase danzl&ge 3 phosphate de 'ATP est transféré
sur les positions C6 ou C3 des résidus de gluced&anhylopectine et lg-phosphate dans
'eau. Cette protéine est umeglucan water dikinase (GWD) EC 2.7.9.4 (Ritte let 2002).

La GWD possede une faible affinité pour I'amylogdtte et al., 2002 ; Ritte et al., 2006).
L'étude de mutants déficients pour la GWD chezdemme de terre éirabidopsis thaliana
montré une accumulation plus importante de I'amittansitoire (Lorberth et al., 1998 ; Yu et
al., 2001). Il semble donc que la GWD posséede lendéns la dégradation de I'amidon. Une
protéine similaire ayant les mémes propriétés arés& en évidence par Kotting et al., en
2005 : la phosphoglucan water dikinase (PWD) EQ57

Ces deux enzymes interviennent dans la dégradaten’amidon et semblent
participer a 'augmentation de l'activité deflamylase. La GWD interviendrait au niveau de
la structure de 'amidon en ouvrant la structuredenble hélice rendant ainsi les chaines de

glucose accessibles afaamylase (Edner et al., 2007).

5.3La D-enzyme

La D-enzyme EC 2.4.1.25 est uneglucanotransferase qui assure le transfert des
groupes MOS, non branchés d’'un donnetk,4 glucan possédant au moins 3 résidus de
glucose (Maltotriose), sur la fin non réductriceroligosaccharide en libérant une molécule
de glucose ou une chaine de glucose plus couxe &elsite de coupure (Peat et al., 1956 ;
Takaha et al., 1998 ; Takaha et Smith, 1999). Glrabidopsis thalianaet la pomme de terre
une seconde isoforme a pu étre identifiée et aaniaée (DPE2) (Chia et al., 2004 ; Lloyd et
al., 2004). Chez le blé, 'homéoforme du génomeeBlal D-enzyme a été localisée sur la
partie distale du bras court du chromosome 2B @iregt al., 2006). Cette enzyme assure la
conversion de courtes chaines de glucose pour fateseoligosaccharides plus longs afin de

faciliter leur dégradation par les phosphorylase$es hydrolases (Boos et Schuman, 1998).
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L’étude du mutanstall-1chez Chlamydomonas reinhardtidéficient pour la D-enzyme a
permis de connaitre I'effet de cette enzyme sumition. Ce mutant posséde moins d’amidon,
la structure et la taille des granules sont forte@ngdegradées (granules déformés). Le contenu
en amylose est augmenté chez les mutants, lawgteude I'amylopectine est modifiee avec
une augmentation a la fois du nombre de chainedesoet de la quantité d’oligosaccharides
non branchés (Colleoni et al., 1999). La D-enzymsspde un réle important dans la synthese
de I'amidon avec la capacité de transférer desneladl’oligosaccharides sur les chaines
d’amylopectine. Ceci a pu aussi étre obsémwétro chez le blé (Bresolin et al., 2006).
Cependant I'étude de mutants KO pour cette mémgnemzhezArabidopsis thaliana
n'a pas confirmé toutes les observations faitez dladggue unicellulaire. Ainsi, la perte de
lactivité de la D-enzyme n’affecte pas la synthéke 'amidon mais la dégradation de
'amidon est modifiée indiquant que I'enzyme estssaauimpliquée dans ce processus
(Critchley et al., 2001). Les propriétés de cetieyene sont encore sujettes a discussion et ses

réles dans la biosynthese et la dégradation ded@amrestent encore a étre confirmés.

5.4 L’amylogénine, un homologue de la glycogénine

Chez les animaux la glycogénine est bien caraégriklle catalyse I'addition de 10
résidus de glucose sur elle-méme au niveau deduségiyrosine et est responsable de
l'initiation de la synthése de glycogene qui estwete allongé par les glycogenes synthases
(Roach et Skurat, 1997). Chez la levure, deux géeeglycogénine ont pu étre identifiés :
Glgl etGlg2 qui sont nécessaires pour la biosynthese du giymCheng et al., 1995).

Chez les plantes l'initiation de la synthese denldon est encore sujette a discussion.
Les SSI sont capables d’allonger les chaines des@otharides mais ont besoin d’'une amorce
pour effectuer cette synthese. Plusieurs étudesimén évidence I'existence d’'une molécule
capable de s’auto-glycosyler et qui serait respaesde la synthése de I'amidon chez les
plantes. Cette protéine a été appelée amylogé@mgendant cette protéine, homologue d’un
polypeptide glycosylé (RGP1), semble étre impliqdées la synthese de la paroi (Dhugga et
al., 1997).

ChezArabidopsis thalianal'étude de mutants KO pour des génes prochesectiste
de la glycogénine a mis en évidence une réductehathidon indiquant que ces protéines
pourraient avoir un réle dans l'initiation de lanflyese de I'amidon. Ces genes sont au
nombre de 6 cheArabidopsiset le produit de leur expression a été appelét Blgnogenin
like starch initiation protein 1 (PGSIP1) (Chatergt al., 2005).
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Figure 26. «Glucan trimming model » : modele de biosynthéskasheylopectine proposé par Ball et al., 1996.
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Figure 28. Modéle de biosynthése de I'amylopectine en cludgers I'albumen du riz (Nakamura, 2002). BE,
branching enzyme : principalement BEI et dans unendie mesure BElla et BEIIb a I'étape (ll). A Bgte IV
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Cette protéine semble donc avoir un réle danstiition de la synthese de I'amidon
mais ce mécanisme n’'est pas encore totalement oraprsemble faire aussi intervenir

d’autres protéines comme la SSIV (Roldan et aD;720
6. Modele de synthese de I'amylopectine et de 'amyles

6.1La synthése de I'amylopectine

L’élongation de I'amylopectine a lieu au niveauldesurface des granules d’amidon
avec la fin réductrice dirigée vers le hile desngtas. La synthése de cette macromolécule
nécessite l'intervention de plusieurs enzymes agentnultiples interactions entre elles et
s’'associant en complexe enzymatique. Les SS catdly$élongation des chaines
d’amylopectine, les BE forment des branchementd’ipéermédiaire de liaisona-1,6 et les

DBE catalysent I'hydrolyse de certaines de cesdias dans la molécule d’amylopectine.

Trois modéles de synthése de I'amylopectine ontlétéits.

Le premier : « glucan trimming model » fut décrir Ball et al. en 1996 (Figure 26).
Dans ce modele, les DBE ont un rble prépondéramt tlasynthése de I'amidon. Ce modele
part du principe que les lamelles amorphes etatliigts sont synthétisées de maniere
discontinue. Une fois l'initiation de la moléculanhylopectine réalisée, les SS vont allonger
les tres courtes chaines de glucose dans la lamel@phe afin d’atteindre la longueur
normale des ramifications. Les BE réalisent ensigt@ombreux branchements aboutissant a
la formation d’'une macromolécule appelée préamyitipe. Celle ci va ensuite subir I'action
des DBE qui vont couper une partie des ramificatiftimées. Enfin, la cristallisation de la
macromolécule permet la formation de 'amylopectine

Le second modele appelé : « water soluble polysaizt clearing model » (Zeeman
et al., 1998 ; Smith, 2001 ; Myers et al., 2000Q) mssé sur le fait que l'isoamylase et les
autres DBE sont impliquées indirectement dans hh&ge d’amylopectine (Figure 27). Ce
modele s’appuie sur I'étude de mutants déficient®BE. Chez ces mutants, les chaines de
glucoses solubles formées par les SS et les BEerseavla synthese de phytoglycogene par
ces mémes enzymes. Chez les individus normawdDBEs empécheraient la formation de
MOS par phénomene de compétition, contribuant aingirectement a la synthése
préférentielle de I'amylopectine par les SS et BE.

Le troisieme modéle avancé par Nakamura en 2002 lehez est appelé « two-step

branching and improper branch clearing model »Uilei28). La premiére étape de synthése

43



Figure 29. Biosynthése de I'amylose initié par un MOS (Zeeratal., 1998 ; Ball et al., 1998). (a) Un MOS
(petit trait pointillé) atteint la GBSS (cercle) gs@dant son site catalytique P dans la matric&adg/lopectine.
La structure en croissant correspond a une bragarimyme (BE). (b) La GBSS allonge la chaine golsssant
a l'intérieur du granule. Une collision aléatoineea une BE durant I'allongement de la chaine d’'asglaboutit
au branchement de la molécule sur la fin réducfifcdiqué par une fleche). (c) Un nouveau MOS attls site

catalytique qui relache la molécule d’amyloegfin non réductrice ; g, fin réductrice.

A (a) 2 (b) o

Figure 30. (A-B) Biosyntheése de I'amylose initié par une nwiie d’amylopectine (Ball et al., 1998 ; Van de
Wal et al., 1998). (A) : (a) La GBSS (cercle) présedans la matrice de I'amylopectine se fixe swe chaine
latérale de la molécule d’amylopectine (trait pdi&k afin de démarrer la synthése de I'amylose famne en
croissant correspond a une BE. (b)La GBSS alloagghhine d’amylose en la poussant a l'intérieugdunule
d’amidon. Une collision avec une BE lors de I'atl@ment de la molécule d’amylose aboutit au braneimée

la molécule (indiqué par une fleche). (c) La BEuasda coupure de la molécule d’amylose. Le débunel
autre synthése dépend de la présence d’une antr@ifi réductrice. (B) : Les étapes (a) et (b) simtlaires a
celles de (A). (c) L'action d'une hydrolase au mivede la GBSS aboutit a la formation de la molécule

d’amylose.e, fin non réductrice ; g, fin réductrice.
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est une étape de ramification de la molécule d’apsdtine dans la lamelle amorphe. Les BE
catalysent le transfert de chaines provenant denebglus longues d’'un cluster situé en
amont de la macromolécule. Ces chaines sont enalidegées par les SS. Les DBE
interviennent pour retirer des ramifications quraaent été mal branchées (James et al.,
2003). Quand les chaines nouvellement branchéeigraght un DP d’environ 12 unités de
glucose, une seconde étape de ramification a@ette étape correspond au branchement de
chaines dans la lamelle cristalline. Les BE vordodéler les chaines en les coupant et
ramifiant en amont de la chaine coupée. Les SSta#nt alors I'allongement des chaines

nouvellement créées.

6.2 La synthése de 'amylose

La biosynthese de I'amylose a été décrite dans maideles différents.

Le premier modele a été énoncé par Zeeman etnal9@8 et Smith en 2001 (Figure
29). Dans ce modeéle, la GBSS utilise les MOS comsuiestrat qui diffuse jusqu’au site
catalytique a travers la matrice d’'amylopectine GBSS allonge la chaine progressivement a
lintérieur des granules d’amidon. Les branchemastiservés sur la molécule d’amylose
seraient d(s a des collisions aléatoires avec megr®s de branchements. Ensuite, une autre
molécule MOS atteint le site catalytique de la GB&Squi a pour effet de relacher la
molécule d’amylose et d'initier la synthése d’urmaivelle molécule.

Le second modele avancé par Van de Wal et al., @088l et al., 1998 met en avant
I'utilisation d’'une chaine de la molécule d’amylafire en tant qu’amorce de la synthése
d’amylose (Figure 30 A). La fin de la synthese deariolécule est déterminée par la GBSS.
Elle serait activée par un encombrement stérique dte l'allongement de la chaine de
'amylopectine.

Le troisieme modéle avancé par ces mémes auteilise ldgalement une chaine
d’amylopectine comme amorce (Figure 30 B). Cepenhdans celui-ci, c’est une BE ou une
hydrolase présente a l'intérieur du granule d’amidmi est responsable de la fin de la
synthese de I'amylose. Ensuite, la GBSS va se fiyeuune autre chaine de I'amylopectine et

répéter le processus.
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La France est aujourd’hui le premier producteuropéen de bioéthanol obtenu
principalement a partir de betteraves et d’amidenbt® ou de mais. Les variétés de blé
jusqu’alors sélectionnées pour la qualité boulam@ébiscuitiere ne sont pas encore adaptées

a la production d’éthanol.

L'objectif de cette these est de déterminer lesaataristiques physicochimiques,

technologiques et génétiques du grain qui sonélées au rendement en bioéthanol.

Cette problématique est abordée selon les deux @digasde suivants, permettant de

définir un type de blé idéal destiné a la productie bioéthanol :

- une description d’'un groupe de 30 variétés de bi@re cultivées dans des
essais multilocaux pour déterminer quelles sont lesractéristiques
physicochimiques et technologiques du grain faverabnt corrélées a la
production de bioéthanol

- une analyse des protéines responsables de la ciimpate I'amidon et leurs
effets sur la production de bioéthanol.

La premiéere partie de la these s’intéresse auxctarstiques techniques du grain et a
leur éventuel effet sur le rendement en bioéthaBette étude se base sur plusieurs travaux
qui ont déja démontré une forte corrélation endreliantité de protéines présentes dans le
grain de blé et le rendement en éthanol. Cetteeétodduite sur 30 variétés de blé tendre,
expérimentées pendant trois années et dans 4digaxmis de préciser ces corrélations et de
déterminer quelles sont les autres caracteéristipgegettant d’obtenir un meilleur rendement
en éthanol. Ainsi I'étude du poids de mille graide,la dureté, du taux de protéines, du temps
de chute de Hagberg, de la viscorité potentielldeeka taille des granules d’amidon apporte
de nouvelles informations quant aux corrélatiortseeces caractéristiques et le rendement en

éthanol.

La deuxiéme partie de I'étude s’intéresse quariteaaeix mécanismes biochimiques et
moléculaires impliqués dans la composition desesnd’amidon. Huit lignées isogéniques
creéees par backcross chez le cultivar Trémie efqutast les alléles nuls a un, deux ou trois
loci waxy ont été analysées par approche protéomique. QaSebgsont dépourvues d’'une,
deux ou trois enzymes granule bound starch syntfaB&S) responsables de la formation

d’amylose dans le grain et possedent donc un corgeramylose tres différent. L’analyse par
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approche protéomique classique des albumines ghasildes proteines amphiphiles et des
enzymes associées aux granules d’amidon permegbrélagnder les changements génétiques

sur le métabolisme de I'amidon et potentiellementis rendement en bioéthanol.

Les deux approches précédemment proposées vontethermde définir les
caractéristiques techniques et génétiques du gtairblé favorablement associées a la
production de bioéthanol. Les sélectionneurs auadmgi une indication sur les caractéres a
prendre en considération pour créer des cultivagsixnadaptés a cette nouvelle utilisation du

blé tendre.
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Breve présentation de la premiere étude

De nombreuses études ont montré que la quantitéidba est le principal facteur
corrélé au rendement en éthanol. Ce constituantgdun est généralement mesuré
indirectement par I'observation du taux de proteinqui est l'autre composant
complémentaire du grain de blé. Cependant lessaa@mactéristiques technologiques du grain
et leur effet sur le rendement en éthanol sont rencoéconnus. La connaissance des
caractéristiques favorablement corrélées au renaeemeéthanol est aujourd’hui un objectif
majeur qui permettra de définir s’il existe d’astrebles que la quantité d’amidon pour ce
nouvel usage.

L’étude suivante présente les résultats d’'un edsai30 variétés de blé francais
implantées dans 4 lieux durant 3 années consésuinsi que de 8 lignées isogéniques pour
les trois génewaxyde trois variétés francaises (Trémie, SoissonSraisty) implantées une
année dans trois lieux. Ces lignées isogéniquesedest des taux d’amylose différents ce qui
permet d’observer I'effet de la composition de lidon sur le rendement en éthanol. Ces
variétées et lignées isogéniques ont été caractdrisglon leur poids de mille grains, leur poids
spécifique, leur dureté, leur taux de protéinas, t®mposition allélique en gluténines de haut
et faible poids moléculaire, leur viscosité, leigtibution de la taille des granules d’amidon,
leur temps de chute de Hagberg ainsi que leur readeen glucose et éthanol. L'étude de ces
caractéristiques technologiques du grain a permiséttre en évidence une relation entre la
dureté et la distribution de la taille des granudé&smidon chez les variétés francaises. En
effet, plus les variétés sont dures plus la quamtd petites granules (type B et type C) est
importante. Pour les lignées isogéniques waxy, farte différence pour la distribution des
granules d’amidon a pu étre observée. Les lignépked nulles possedent plus de petits
granules que les formes normales et possédentaussinps de chute de Hagberg tres faible.

Concernant les rendements en glucose et éthartaltede protéines est le paramétre
le plus fortement corrélé négativement. Ensuitgulantité de granules d’amidon de type B est
corrélée positivement aux rendements en glucosgheainol. Enfin le poids spécifique est
corrélé quant a lui négativement. Les lignées ismgeeswaxy triples nulles (totalement
dépourvues d’amylose) ont quant a elles été manttéeme ayant un rendement éthanol
plus faible que la forme normale. Idéalement, lesiétés possédant un faible taux de
protéines, une quantité de petits granules d’amilerée, ainsi qu’'une faible dureté et un

poids spécifique faible seraient a sélectionner gewnouvel usage.
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Figure 31.Conversion d’'un blé francais en un blé de type xywa

Aucune protéine Wx

Bde Wx-Ala

% Bde Wx-Dla
-

T Bde Wx-Bla

Formes simpls nulles  Formes doubs nulles

Figure 32. SDS-PAGE des huit formes isogéniques pour les g@émn Les pistes sont

référencées dans le tableau ci-dessous.

Tableau 6.Composition allélique des 8 formes isogéniques EsIB genewx.

Composition allélique
Name Piste Wx-Al | Wx-B1 | Wx-D1
Forme normale ABD 1;5;10| a(¥) a(+) a(+)
DB nA 2 b () a(+) a(+)

Forme simple

nulle AB nD 3 a(+) a(+) b ()

AD nB 4 a(+) b (-) a(+)

B nAnD 6 b () a(+) b (-)

FormneUI(Ijé)uble D nANB - b () b () a(+)
A nBnD 8 a(+) b (-) b(-)

Forme Waxy | nAnBnD 9 b (-) b (-) b (-)




Obtention des lignées isogéniques waxy

Chez le blé tendre (AABBDD), il existe trois gereaméologuesvaxy (Wx-Al, Wx-
B1, Wx-D1)codant pour la Granule Bound Starch Synthase | @B&ette enzyme a pour
fonction principale d’allonger les molécules d’aosg. Les génesvx appartiennent au
génome A, B et D (Chao et al., 1989) et sont Iséslisur le bras court du chromosome 7A, le
bras long du chromosome 4A et le bras court dursbsome 7D (Yamamori et al., 1994).

L’analyse des protéines waxy par électrophorésenieiasionnelle a permis de mettre
en évidence un polymorphisme concernant le poinéléxtrique mais aussi le poids
moléculaire de ces protéines (Nakamura et al. 1998 allelesWx-Ala, Wx-Bland Wx-
Dla correspondent aux alleles normaux tandis que letesb correspondent aux formes
nulles ne produisant pas de GBSS fonctionnellekdMara et al., 1993). Ces alleles nuls
sont présents naturellement chez certaines varigetddé qui ont été utilisées pour créer un
blé possédant les alléles nuls a chacun des tr@igNlakamura et al., 1995).

Ainsi, a 'INRA de Clermont Ferrand, Bai HubVk-Ala, Wx-Bla, Wx-D]let Kanto
107 Wx-Alb, Wx-B1b, Wx-D})aont été croisés (Figure 31) afin d’obtenir une d¢tii a
ensuite été autofécondée (AF). Les grains F1 AFébatétudiés par SDS-PAGE afin de
visualiser la présence ou lI'absence des protéiresg/\(Figure 32).

L'individu triple nul a ensuite été utilisé en tagtie femelle et croisé avec trois
variétés de blé francaises (Crousty, Soissons @ni€). Les individus F1 ont ensuite été
autofécondés puis leurs protéines waxy extraitesd#ani grains (partie albumen) ont été
visualisées sur SDS-PAGE. Ceci a permis d’obtersrHuit formes isogéniques (Tableau 6)
pour chacune des variétés. Ensuite ces formes ngpgs ont été respectivement
backcrossées (BC) avec le parent réecurrent Cro8sigsons ou Tremie puis autofécondées et
triees par SDS-PAGE.

A chaque étape de BC une sélection assistée pajumas SSR (simple sequence
repeats) (pour BC1 et BC2) ou marqueurs DArT (DuitgrArray Technology) (pour BC3) a
ete effectuée afin de retenir les individus ayanplus d’identité avec le parent récurrent.
Ainsi, au stade BC3 AF, les formes isogéniques powariété Tremie avaient au minimum
96% de ses marqueurs communs avec la forme nosualen total de 952 marqueurs DArT.

Seules les huit formes isogéniques BC3 AF de Tré@mieété étudiées par approche
protéomique afin de déterminer les effets deseallalls sur le métabolisme des sucres.
Toutes les formes des trois variétés ont quanties été utilisées dans I'essai multilocal

pluriannuel abordé au chapitre précédent.
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DETERMINATION D’UN IDEOTYPE DE BLE DESTINE A LA PROUCTION DE BIOETHANOL

A. INTRODUCTION

L’épuisement des ressources fossiles apporte umnretintérét pour les carburants
produits a partir de biomasse. Le bioéthanol, pitodiel la fermentation de sucres d’origine
végeétale est un carburant pouvant étre utiliséeempltacement de I'essence. Les Etats-Unis
sont les premiers producteurs mondiaux de bioéth@40000 MI en 2008) et I'obtiennent a
partir de mais. Le Brésil, second producteur mdn(#d 500 MI en 2008), produit le
bioéthanol a partir de canne a sucre. En Europbio&thanol est produit principalement a
partir de blé. La France est le premier producéeuopéen avec un volume de production de
1000 Ml en 2008. Cette production a augmenté des jpl@ 85% entre 2007 et 2008
(www.ebio.org ; www.plateforme-biocarburants.ch).

Globalement le processus de fabrication du bio@&thest tres proche de celui de la
distillation du whisky mais n’est pas sujet aux ne8ngontraintes propres a I'agroalimentaire.
Les améliorations de rendement sur les étapes thbiecation du bioéthanol ont déja été
entreprises mais peu d’études se sont intéresd@asdioration des variétés de blé destinées
a la production d’éthanol. En effet, le blé a ésSemtiellement amélioré pour des usages
alimentaires dont la cible principale est 'augnagioin du taux de protéines et 'amélioration
de la composition en protéines de réserves.

Concernant I'amélioration du blé pour la fabricati@lu bioéthanol plusieurs
caractéristiques du grain ont été corrélées avdmonrrendement en éthanol. L’éthanol étant
le résultat de la fermentation des sucres, il panatent que le contenu en amidon est le
principal paramétre a améliorer. Cependant, Swarstal, en 2005, ont montré que pour la
prédiction du rendement en bioéthanol, ce sewdrerib’est pas suffisant. Ainsi la qualité de
'amidon aurait aussi un role important sur le meént. La distribution de la taille des

granules d’amidon et par conséquent leur accegsildrs de I'hydrolyse enzymatique fut
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révélée faiblement corrélée avec le rendementleamét (Smith et al., 2006). Le contenu en
amylose possede aussi un effet sur la dégradatidiamhidon. Les blés complétememaxy
(dépourvus presque totalement d’amylose) sont faladement gélatinisés et hydrolysés et
seraient donc plus intéressants pour la produddi®rbioéthanol (Barredo-Moguel et al.,
2001 ; Wu et al., 2006 ; Zhao et al., 2009).

D’autres caractéristiques technologiques du grainaassi été étudiées telles que (1)
la dureté du grain qui a un effet sur la finessdhyage de la farine et sur I'accessibilité de
'amidon lors de I'hydrolyse enzymatique (Koliatsai Palmer, 2003), (2) le taux de
protéines qui possede une corrélation négative dveendement en éthanol et le rapport
longueur/largeur des grains (Kindred et al., 2088anston et al., 2007).

La présente étude s’intéresse d’'une part a la iggiser d’'un ensemble de 30 variétés
francaises implantées en 4 lieux en 2007 et 4 aligex en 2008 et d’autre part a un groupe
de variétés francaises (Crousty, Soissons et Tjahieurs lignées isogéniques pour les trois
geneswaxyimplantées dans 3 lieux en 2009. Ces lignées pesséuh, deux ou trois alleles
nuls (notés) pour chacun des genesxy (Wx-Al, Wx-B1, Wx-DIcodant pour les enzymes
Granule Bound Starch Synthase (GBSS) qui sont nsgfibes de la formation de I'amylose.
Ces lignées isogéniques possedent des quantitéeyldse différentes dans le grain
comprises entre 1-2% pour les lignées triples audte26-28% pour les lignées normales.

L’étude de la composition alléliques des gluténidesaut et faible poids moléculaire,
du poids de mille grains, du poids spécifique, dedlireté, du taux de protéines, de la
viscosité des arabinoxylanes, de la distributiotadeille des granules d’amidon, du temps de
chute de Hagberg, et des rendements en glucoghastoé permet de déterminer quels sont
les caractéristiques de composition du grain eprpriétés technologiques a sélectionner

afin d'améliorer le rendement en éthanol du bléten

52



Tableau 7.Essai multilocal et pluriannuel pour les variétéscaises. Trente variétés ont été implantéemtiea deux premieres années (A) et

un sous ensemble (22) de ces trente variétésimgiEnté en 2009 dans 3 lieux (B).

A

Variétés
Ambrosia Mendel
Andalou  Paledor
Arack Perfector
Astuce Premio
Bagou Que.bonb 2007
Calisto Robigus
Caphorn  Rosario
CF01085 Rytmic
Crousty  Sankara
Dinosor . Sogood 2008
Ephoros® Soissons
Farandole Tapidor
Garcia Timber
Glasgow Tremie
Koreli Voltige®
Maxyl Lignée 10-10-13-2-4H"

Lignée 10-10-13-2-18°

a : Variété cultivée uniqguement en 2007
b : Variété cultivée uniquement en 2008

Variétés
Andalou  Premio
Astuce Québon
Bagou Robigus
Caphorn  Rytmic
Crousty  Sankara
Dinosor  Sogood 2009

Farandole Soissons

Glasgow Tapidor

Koreli Tremie

Mendel Lignée 10-10-13-2-4H
Paledor  Lignée 10-10-13-2-1S

Lieux de récolte

Saaten Union Recherche (60)
Secobra Recherche (78)

R2N (28)

Lemaire Deffontaines (59)

INRA Clermont-Ferrand (63)
Unisigma (60)

Caussade (28)

Momont (59)

Lieux de récolte

INRA Clermont-Ferrand (63)
Secobra Recherche (78)
Momont (59)

Traitements

1 Répétition avec fertilisation normale
1 Répétition sans 3éme apport d'azote

1 Répétition avec fertilisation normale
1 Répétition sans 3éme apport d'azote

Traitements

1 Répétition avec fertilisation normale

1 Répétition sans 3éme apport d'azote
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B. MATERIELS ET METHODES

1. Matériel végétal et dispositif expérimental

Trente variétés de blé tendre ont été implantéeguatre lieux en 2007 et en 2008
(Tableau 7A). Les variétés Ephoros et Voltige oté Bcoltées seulement en 2007 et
remplacées par Québon, et deux lignées isogénigaed/Soft (lignées INRA Clermont-
Ferrand 10-10-13-2-1S et 10-10-13-2-4H) pour laoltéc2008. Un sous ensemble de ces
variétés a aussi été implanté en 2009 dans treis< [{Tableau 7B). Ces variétés ont été
choisies par les établissements de sélection @amsndu projet de maniere a avoir un
ensemble de cultivars ayant des différences imptas$a concernant les principales
caractéristiques de composition du grain. Les kBgné&ogéniques BC@&axy des variétés
Crousty, Soissons et Trémie créées par I'INRA der@ont-Ferrand, possédant un deux ou
trois alléles nuls ont été implantées dans treigxlien 2009 (Tableau 8). L’obtention de ces
lignées est décrite dans le chapitre matériel de¢ande partie de ce mémoire.

Toutes ces variétés et lignées isogéniques onsetées en parcelles de F2et
protégées par traitement phytosanitaire contrariedies cryptogamiques. Deux parcelles
par variété ont été étudiées dans chaque lieu.d€es parcelles ont recu une fertilisation
azotée differente. Une parcelle a recu une fatib; normale (Traitement N) tandis que

I'autre fut sans dernier apport d’azote (Traitenmeit

2. Caractérisation des grains de blé

Poids de mille grains, poids spécifique, tempsldgecde Hagberg et viscosité.

Chaque caractéristique du grain de blé a été mesieéx fois pour chacun des
traitements azotés. Le poids de mille grain a étérchiné selon la norme NF V 03-702, le
poids spécifique selon la norme NF V 03-719, legerde chute de Hagberg selon la norme

NF V 03-703 et la viscosité selon Carré et al.,4199
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Tableau 8.Essai multilocal des lignées isogéniques waxy. ABIX-Ala, Wx-Bla, Wx-DYaABnD (Wx-Ala, Wx-Bla, Wx-D1b ADnB (Wx-

Ala, Wx-B1b, Wx-DJ3g DBnA (Wx-Alb, Wx-Bla, Wx-D}la

Variétés
Crousty ABD Soissons ABD
Crousty ABnD Soissons ABnD
Crousty ADnB Soissons ADnB
Crousty DBnA Soissons DBnA
Crousty AnBnD  Soissons AnBnD
Crousty BhAnD  Soissons BnAnD
Crousty DnAnB  Soissons DnAnB
Crousty NnAnBnD Soissons nAnBnD
Tremie ABD
Tremie ABnD
Tremie ADnB
Tremie DBnA
Tremie AnBnD
Tremie BnAnD
Tremie DnAnB

Tremie nAnBnD

Lieux de récolte

INRA Clermont-Ferrand (63)
2009  Secobra Recherche (78)
Momont (59)

Traitements

1 Répétition avec fertilisation normale

1 Répétition sans 3éme apport d'azote
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3. Dureté et teneur en protéines

La dureté et la teneur en protéines ont été débeéesi respectivement selon la
méthode AACC 39-70A (1999) et AACC 39-25 (1999) peflectance dans le proche
infrarouge (NIRS) de moutures complétes préparékaide d’'un moulin Cyclotec 14920
(Hilleréd, Denmark). La dureté reflete I'état de texture du grain et de la cohésion des
particules dans I'albumen. Selon I'état de duréé, blés sont classés selon une échelle

croissante de dureté du type soft a hard.

4. Composition allélique des sous unités de haut etilide poids moléculaire

La composition alléligue des sous unités de glagEnide haut et faible poids
moléculaire (SG-HPM et SG-FPM) a été étudiée paxtlaction des protéines de réserves
selon Singh et al., (1991), et leur séparation PAS-PAGE (T=12,52% C=0,97%) suivi
d’une coloration selon Neuhoff et al., (1988). laligles observés ont été nommés suivant la
nomenclature de Payne et al., 1983 pour les SG-ldPé&lle de Singh et al., 1991 pour les

SG-FPM.

5. Distribution de la taille des granules d’amidon

Les granules d’amidon ont été extraits a partit@grains selon la méthode de Bancel
et al., 2010. La distribution de la taille des gias d’amidon a été observée par diffraction
laser a I'aide du Malvern Mastersizer 2000 E (Matvinstruments Ltd, Malvern, UK). Au
moins trois mesures indépendantes ont été réalaas déterminer la distribution. Cette
distribution est exprimée en pourcentage du volgoieccupent les granules en fonction de

leur taille.
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6. Rendement en éthanol et glucose (protocole et mesarréalisés par Pascale
Gadonna a I'lnstitut Polytechnique Lasalle Beauvais

Seize grammes de mouture complete sont mélangéd4caddeau distillée bouillante.
Le modt est autoclavé a 121°C pendant 15 minutessrefroidi.

La liquéfaction de I'amidon est réalisée pendanixdeeures a 82°C par l'ajoutod’
amylase référence A7595 (Sigma, St Louis, MO, U8A)s le modt de fermentation. Un
réajustement du pH a 4.8 du modt est réalisé paiidation de disulfite de potassium

(2,75*10  mol/L)

L’étape de saccharification est réalisée a 58°Cdaen2h30, par I'action de deux
enzymes I'amyloglucosidase (Megazyme, Wicklow, dnel) et la pullulanase référence
P2986 (Sigma, St Louis, MO, USA). Trois préleversede 1mL sont effectués afin de
déterminer la quantité de glucose libérée apreshsaification. Le glucose est dosé a l'aide
du kit Megazyme E-AMGDF (Megazyme, Wicklow, Irelgnghar la lecture de la densité

optique a 510nm.

Apres I'étape de saccharification, la fermentatabes modts est réalisée a 30°C
pendant 72h par I'action de la levusaccharomyces cerevisiakrois prélevements de 1mL
sont effectués afin de déterminer la quantité déth présente dans le moat. L’échantillon est
mélangé a 9mL d’eau osmosée puis vortexé et cagérifEnsuite, 100uL de méthanol (3%)
sont ajoutés a 1mL de surnageant. Le méthanoldsestandard interne pour le dosage par
chromatographie en phase gazeuse (chromatographes E&C Thermo scientific, Austin,
TX, USA). Une courbe étalon dans une gamme de (L38gl.57g/L est obtenue pour

déterminer avec précision la concentration d’éthprigsent dans I'échantillon.

55



DETERMINATION D’UN IDEOTYPE DE BLE DESTINE A LA PROUCTION DE BIOETHANOL

7. Tests statistiques

Tous les tests statistiques ont été realisés @el'du logiciel Statgraphics v 5.0. Une
analyse de variance utilisant la procédure Gengnalar Model (GLM) a été réalisée afin de
déterminer quels étaient les facteurs (annéesx, lieariétés, traitements azotés (N et n-) et
interaction variétés*traitements) ayant un effgngicatif sur les caractéristiques du grain
étudiées.

Une analyse en composantes principales (ACP) aregkisée pour les variétés
francaises sur les différents caracteres du gtaotiés y compris les rendements en glucose et
éthanol. Deux autres ACP ont été effectuées poacwhdes traitements (N et n-) pour les
lignées isogéniques de Soissons, Crousty et Trésure les caractéristiques du grain
uniquement. Enfin deux dernieres ACP ont été réadisur les traitements N et n- des lignées
isogéniques de Trémie en prenant en compte leemegrats en glucose et éthanol.

Une étude des corrélations (coefficient de Pearsenjre les différentes
caractéristiques du grain a été realisée afin derméer quelles étaient les variables
associées a la production de glucose et de biogthan

Elle fut suivie d'un calcul de régression multipntre plusieurs variables de
composition du grain et le rendement en glucosmeithanol dans le but de faire apparaitre
les combinaisons de caracteres associés a la pimuutéthanol et aussi de préciser leur

ordre d’importance.
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DETERMINATION D’UN IDEOTYPE DE BLE DESTINE A LA PROUCTION DE BIOETHANOL

C. RESULTATS

1. Description des variétés francaises pour les caramistiques physicochimiques

et technologiques du grain
1.1 Amplitude des variations observées

Les variations les plus importantes peuvent étseniges pour le PMG, le temps de
chute de Hagberg, la viscosité potentielle, la wyrka distribution de la taille des granules
d’amidon et les rendements en glucose et éthardilléau 9).

Le PMG le plus élevé est observé pour Mendel (535de plus faible pour Voltige
(37.79). Le temps de chute de Hagberg le plus éee& observé pour la variété Sankara
(422.7s) et le plus faible pour Tapidor (149.15)mpssede par ailleurs la viscosité potentielle
la plus élevé (4.133PI). La viscosité la plus faiblpu étre observée pour la variété Crousty
(1.453Pl).

Le taux de protéines présente une amplitude de mneslativement faible sur
'ensemble des variétés observées. Ainsi Glasgossgme un taux de protéines de 10.7% et
Québon un taux de protéines de 12.7%. Ces mémigtegpossedent les valeurs minimale et
maximale relevées pour la dureté avec Glasgow ayaetdureté de 18.5 et Québon une
dureté de 82.1.

Concernant la distribution de la taille des grasuldamidon, des différences
importantes peuvent étre observé pour les grarmdesype B (taille comprise entre 2 et
10um) et les granules de type A (taille supériéud®um). Astuce posséde la proportion de
granules de type B la plus faible (10%) et la propo de granules de type A la plus forte
(89.3%). La variété Soissons posséde quant aaefleoportion de granules de type B la plus
importante (22.8%) et la proportion de granulesype A la plus faible (76.3%).

Globalement les variétés possedent un bon rendeemegtucose et en éthanol. En

effet, le rendement en glucose est compris ent8e78&)/t pour Québon et 743.5 kg/t
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Composante Composante
1

RDT THA -0.0253148 -0.349813
PMG 0.0811402 -0.315243
PS 0.364534  -0.200904
HAGBERG 0.121131 0.188662
PROT -0.00544914 0.450335
DURETE -0.267521 -0.106588
Glucose 0.0622811 -0.48197
Ethanol 0.169723 -0.465829
Type C -0.481727 -0.0217818
Type B -0.498554 -0.142013
Type A 0.510214 0.134909

Composante 2 (21.88%)

Composante 1 (29.75%)

Figure 33. Analyse en composantes principales des lignéagdrses réalisée sur les valeurs moyennes desaeommdtilocales pluriannuelles

et des traitements.



DETERMINATION D’UN IDEOTYPE DE BLE DESTINE A LA PROUCTION DE BIOETHANOL

pour Voltige. La variation entre les différentesigtés est tout de méme assez faible compte
tenu des différences importantes observées powuliess caractéristiques du grain. Il en est
de méme pour le rendement en éthanol ou le mini@4d®m.9 L/t) est mesuré pour Ephoros et
le maximum pour Soissons (473 L/t). Ces rendemamisthanol sont bien supérieurs aux 350
L/t couramment rapporté par les industriels pousléetendre. Concernant les rendements en
glucose et éthanol ramené a I'hectare, la varigdn® possede les rendements en glucose et
éthanol les plus élevés (7487.3 kg/ha et 4748.8 tépectivement) et la variété Québon les
plus faibles (5947.6 kg/ha et 3855.1 L/ha respeatient).

Le poids spécifique, la viscosité réelle, la pmipo de granule de type C et la teneur
en amylose présentent des variations relativemaibtet par rapport aux amplitudes de

mesures observeées pour les autres variables.

1.2 Analyse de variance sur les variétés francaises

L’analyse de variance sur les variétés francaisggs que les lignéegaxya permis
de mettre en évidence des effets « variétés »aphée » tres hautement significatif (P<0.001)
sur toutes les caractéristiques du grain étudi€abléau 10). L'effet « lieu » est lui aussi
hautement significatif pour toutes les variablesdiées. L'effet du traitement azoté a été
significatif pour le taux de protéines, la durdééyiscosité potentielle, le taux d’amylose et le
rendement en éthanol. L'interaction « variétéstéraient azoté » est significative seulement

sur les rendements en glucose et en éthanol.

1.3L’analyse en composantes principales (Figure 33)

Les deux premiéres composantes de I'ACP calculédesu32 variétés francaises
cultivées durant les deux premieres années dandidux (SEC, SUR, R2N, LeD, CFD,
MOM, UNI et CAU) expliquent 51.63% de la variatiobservée sur 11 variables (Glucose,
Ethanol, PMG, Rendement, PS, Dureté, Distributierladtaille des granules (Type A, Type

B, Type C), Hagberg, Taux de protéines). La premi@smposante (29.75%) correspond
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Volume occupé par les granules de Type B en %
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Corrélation entre la dureté et le pourcentage de vo  lume occupé par les granules de type B

y = 0.1079x + 10.44
R? = 0.456 ® Soissons
@ Rosario
® CF01085  gg\dalony cﬁporggn
S Perfector®— — - — 280000 — — — - -~ —— —~
Maxyl re%rigﬂ
4 Rytmic
@ Calisto & Timber
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Figure 34.Corrélation entre la dureté et le volume occupdgsagranules de type B chez les

variétés francaises sur les valeurs moyennes ouadtgs.

Tableau 11.Corrélations linéaires (établies a partir des &2étés francaises dans chacun des 8

lieux) entre la dureté et les pourcentages de veldes différents types de granules. Type A :

>10um ; Type B : comprises entre 2 et 10 um ; Type2um

Dureté
SUR SEC Led R2N CAU CFD UNI MOM

Type C
Type B
Type A

0.6162*** 0.6636*** 0.6314*** 0.6771*** 0.4006* 0.5812%** 0.4479*  0.6064***
0.5883*** 0.7687*** 0.665*** 0.6473*** 0.4917** 0.6258*** 0.3864*  0.7245**
-0.6055***  -0.7806***  -0.6825***  -0.6672***  -0.4965** -0.6327***  -0.4021* -0.7348***

* *x xxx o gignificatif au seuil p<0.05, p<0.01 et p<0.001 respectivement
ns : non significatif
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essentiellement a la distribution des granules alam(type A : 0.510 ; type B : -0.499 ; type
C :-0.482) et a la dureté (-0.268). La deuxiéme mposante (21.88%) est associée aux
rendements en glucose (-0.482), éthanol (-0.4@&6)aax de protéines (0.450), au rendement
t/ha (-0.35) et au PMG (-0.315).

Ces deux axes mettent en évidence d'une part uadore entre la dureté et la
distribution de la taille des granules et d’autagtjune corrélation entre le rendement t/ha, le

taux de protéines, le PMG et les rendements erogguet éthanol.

1.4 Les corrélations entre les différentes variables
a) Corrélation entre le taux de protéines et le rendetren grain
La corrélation négative entre le rendement en gdirle taux de protéines fut
significative dans 5 des huit lieux étudiés (SEENRCAU, UNI et MOM). Le coefficient de

corrélation est compris entre -0.428 (R2N) et -0.@2AU).

b) Corrélation entre la dureté et la distribution de lkaille des

granules d’amidon

Une corrélation entre la distribution de la tatdles granules d’amidon et la dureté a
été mise en évidence dans tous les lieux des deumigres années (Tableau 11). Ainsi plus
la dureté est importante plus le pourcentage denvelreprésenté par les granules de type B
(taille comprise entre 2 et 10um) (Figure 34) et tgpe C (<2um) est important.
Réciproguement plus le grain est soft, plus le mauoccupé par les granules de type A

(>10pm) augmente.

c) Corrélation entre le PMG et la dureté

Une corrélation positive entre le PMG et la duegussi été mise en évidence pour 4
lieux (SEC, R2N, CAU et UNI). Les coefficients samaimpris entre 0.435 (lieu UNI) et 0.579

(lieu CAU).
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Tableau 12. Corrélations linéaires entre les differentes daératiques du grain et le rendement en glucoséthretnol pour les 32 variétés

francaises implantées en année 1 et 2.

ANNEE 1
LD R2N SEC SUR
Glucose Ethanol Glucose Ethanol Glucose Ethanol Glucose Ethanol

ETHANOL ns - 0.62*** - 0.4598** - 0.6376*** -
RDT T/Ha - - ns ns ns ns ns ns
PMG ns ns -0.4537* ns ns ns ns ns
PS ns ns ns ns ns ns ns ns
HAGBERG ns ns ns ns ns ns ns ns
VISCO POT ns ns -0.5162** ns ns ns ns ns
PROT ns ns -0.3723* -0.4823** -0.4047* ns ns ns

DURETE ns ns ns ns ns ns ns -0.4325*
TYPEC ns ns ns ns ns 0.3682* ns ns
TYPEB ns ns ns ns ns ns ns ns
TYPEA ns ns ns ns ns ns ns ns

ANNEE 2
CAU CFD MO UNI

Glucose Ethanol Glucose Ethanol Glucose Ethanol Glucose Ethanol
ETHANOL 0.8485*** - 0.8545*** - 0.6493*** - 0.8716*** -
RDT T/Ha ns ns ns ns ns ns ns ns
PMG ns ns ns ns ns ns ns ns

PS ns ns ns ns ns ns -0.3903* -0.5178**
HAGBERG -0.4217* ns ns ns ns ns ns ns
VISCO REELLE ns ns ns ns ns ns ns ns

PROT -0.5808*** -0.6759*** -0.6586*** -0.6943*** -0.6625*** -0.6956*** -0.4174* -0.4194*
DURETE ns ns ns ns ns ns ns ns
TYPEC ns ns ns ns ns ns ns ns
TYPEB ns ns ns ns ns ns ns ns
TYPEA ns ns ns ns ns ns ns ns
AMYLOSE ns ns ns ns ns ns ns ns

* *x xxx o gignificatif au seuil p<0.05, p<0.01 et p<0.001 respectivement
ns : non significatif
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d) Les autres corrélations

Plusieurs autres corrélations ont été mises erege@et observées dans au plus trois
lieux. Une corrélation positive entre le PMG etvldume des granules de type C dans les
lieux SEC, R2N et UNI. Les coefficients sont corspeintre 0.364 (lieu R2N) et 0.509 (lieu
SEC). Cette corrélation découle des relations eBssrentre [PMG — dureté] et [dureté —
granule type C] observées pour les lieux SEC, RZNJ et UNI Par transitivité, la
corrélation entre le PMG et le volume des grandiedype C est significative pour trois de
ces lieux (SEC, R2N et UNI).

Deux corrélations positives mettant en relatiotelaps de chute de Hagberg et le taux
de protéines (0.3510 et 0.4638 pour CFD et CAUhd'part et le temps de chute et le poids
spécifiqgue d’autre part ont été mises en évidencalsux lieux (0.561 et 0.365 pour UNI et

MOM).

1.5Les corrélations avec les rendements en glucaose éthanol (Tableau 12)

Aprés avoir observé les relations entre les vasmblphysicochimiques et
technologiques du grain, les corrélations entrecegactéristiques et le rendement en glucose
et éthanol ont été calculées pour chaque lieu.

Tout d'abord les rendements en glucose et éthawoolt fortement corrélés
positivement pour tous les lieux excepté Lemairsf@#aines (année 1). Les coefficients de
corrélation sont compris entre 0.45 (lieu SEC) .688 (lieu SUR) pour la premiére année

d’expérimentation et entre 0.649 (lieu MOM) et @&lfeu UNI) pour la deuxieme année.

a) Corrélation entre le taux de protéines et les randats en glucose

et éthanol

L’expérimentation permet de montrer une corrélatignificative entre le taux de
protéines et les rendements en glucose et en étiRour la premiere année, pour les lieux

R2N et SEC on releve une corrélation négative dattaux de protéines et le rendement en
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glucose respectivement de -0.372 et -0.405. Cepéenldarendement en éthanol n’est
influencé significativement par le taux de prot&i€.482) que dans le lieu R2N.

Pour la deuxiéeme année, tous les lieux présenterd@ corrélation négative
significative. Les coefficients sont compris enlet17 (lieu UNI) et -0.662 (lieu MOM) pour

le glucose et entre -0.419 (lieu UNI) et -0.698{IMOM) pour I'éthanol.

b) Les autres corrélations avec les rendements enoghi et en
éthanol

Les autres corrélations mises en évidence aveeridement en glucose n'ont été
repérées comme significatives que pour un lieuagtiqulier.

Ainsi, pour le lieu R2N, la viscosité potentiellst €orrélée négativement avec le taux
de glucose (-0.51) de maniére hautement signiWieatCe résultat parait assez logique
puisque I'hydrolyse enzymatique est généralemert efficace dans un milieu ou la viscosité
des arabinoxylanes n’est pas importante. Pour caen@&u une autre corrélation négative a
été rapportée entre le PMG et le rendement en ggu¢®.453). Cette corrélation est assez
surprenante puisque I'on pourrait s'attendre aerg variété possédant un poids de mille
grains éleveé et par conséquent un meilleur renggsslu grain aurait plus d’amidon que des
grains possédant un faible PMG. Une corrélationitipes (0.368) entre le volume des
granules de type C et le rendement en éthanolsa é@ésmise en évidence dans le lieu R2N.
Cette corrélation est cependant contradictoire daeworrélation négative (-0.433) entre le
rendement en éthanol et la dureté mise en éviddarcele lieu SUR.

En effet, la dureté et le volume des granules de €y ont été montrés comme corrélés
positivement dans tous les lieux.

Pour le lieu CAU, le temps de chute de Hagbergéan&intré comme négativement
associé au rendement en glucose (-0.422). Cets®risemble logique puisqu’un temps de

chute faible est di a une action deamylases qui ont commencé a dégrader I'amidon.
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Tableau 13.Composition allelique des gluténines de hautibtdgoids moléculaire pour les

variétés francaises.

VAR Glu-Al Glu-B1 Glu-D1 Glu-A3 Glu-B3 Glu-D3
1010-13-2-1 2* 7-8 5-10 elf g c
1010-13-2-4 2* 7-8 5-10 elf g c

Ambrosia 0 17-18 3-12 elf i c
Andalou 0 7-8 5-10 a g c
Arack 0 6-8 5-10 a c' c
Astuce 1 17-18 5-10 d j c
Bagou 0 6.1-22 2-12 e/f a c
Calisto 0 7-9 5-10 elf g c
Caphorn 1 7-9 5-10 elf g c
CF01085 0 7-9 2-12 d c' c
Crousty 0 6-8 5-10 d g c
Dinosor 1 6-8 5-10 d g b
Ephoros 0 7-9 5-10 a g c
Farandole 1 7-8 2-12 d g c
Garcia 0 7-9 3-12 e/f c c
Glasgow 0 7-9 3-12 a g a
Koreli 0 7-8 5-10 a c' c
Maxyl 1 7-9 3-12 elf g c
Mendel 0 7-9 2-12 d g b
Paledor 0 6-8 2-12 a f c
Perfector 0 7-9 2-12 d g c
Premio 0 6-8 5-10 a f c
Quebon 1 7-9 5-10 e/f g c
Robigus 0 7-8 5-10 a b c
Rosario 1 17-18 2-12 elf g c
Rytmic 0 6-8 5-10 a g c
Sankara 0 17-18 2-12 elf g c
Sogood 1 17-18 2-12 e/f g c
Soissons 2* 7-8 5-10 a b' c
Tapidor 0 17-18 5-10 e/f j b
Timber 0 6.1-22 5-10 e/f g c
Tremie 0 6-8 3-12 e/f c c
Voltige 2* 7-8 5-10 a b c

Tableau 14. Effet des alléles de gluténines de haut et faildelg moléculaire sur les

rendements en glucose et éthanol.

GLUCOSE ETHANOL

Locus F R2 F R2 + effet des alléles -
Glu-Al 9.27%%* 16.37 6.10%* 16.72  0%2+1°

Glu-B1 ns - 2.92* 1458  6-8%6.1-22% 7-8%° 7-9*° 17-18°
Glu-D1 7.49%%+ 15.66 ns - 3-12%5-10° 2-12°

Glu-A3 4.98% 14.64 ns - a“e/ft d°

Glu-B3 3.45* 16.49 2.22% 16.39 b Ac*fpra®c® g’

Glu-D3 ns - ns - a*b®c?

les lettres en exposant permettent de classer les alléles associés au rendement du meilleur au plus mauvais
(a>b>c)
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L’amidon, partiellement dégrade, est moins abone@amius accessible aux enzymes
intervenant durant I'étape d’hydrolyse lors du mssus de fabrication d’éthanol.

Dans le lieu UNI, le poids spécifique est corrélEgativement au rendement en
glucose (-0.390) et au rendement en éthanol (-0.5318st vraisemblable que des conditions

d’élaboration du rendement et de remplissage dn giant abouti dans ce lieu cette année la

a davantage de grains de petites tailles et qugrdssgrains soient mal remplis.

1.6 Effet des alleles de gluténines de haut et faildiglgp moléculaire sur le
rendement en glucose et éthanol (Tableaux 13 et 14)

L’effet des alleles aux loci des gluténines de hpitls moléculaireGlu-Al, Glu-B1l,
Glu-D1) et de faible poids moléculair&lu-A3 Glu-B3 Glu-D3) a été étudié par analyse de
variance pour chacun des loci sur les variétég figps cultivees les deux premieres années.
Ces analyses ont permis de révéler que le IG&usAl a un effet tres hautement significatif
sur les rendements en glucose et éthanol. Ainsvéde®tés possédant les alleles 0 et 2*
produisent plus d’éthanol que celles possédantéléall. Le locusGlu-B1 a un effet
significatif sur le rendement en éthanol. Les aBeb-8, 6.1-22 et 7-8 sont les alleles les plus
intéressants pour la production de bioéthanol sules alleles 7-9 et 17-18. Le locaki-D1
a un effet significatif seulement sur le rendememtglucose. La présence de l'allele 3-12
conduit a un meilleur rendement que les allele® gt12-12.

Concernant les loci des gluténines de faibles poidEculaires le locu&lu-A3 a un
effet significatif sur le rendement en glucose alescalléles a et e/f qui aboutissent a un
meilleur rendement que l'alléle d. Le loc@u-B3 a un effet significatif a la fois pour le
rendement en glucose mais aussi en éthanol. Lledesaforment deux groupes : les alléles b’,
c, f, b sont favorables a un rendement plus élewdrairement a g et j. Pour le locGsu-D3

aucun des alléles n’a d’effet significatif sur émdement en glucose ou éthanol.
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Tableau 15. Données moyenneet écart typedes lignées isogéniques waxy dans I'essai multi pour chacune des variables étuc. Le
valeur maximale pour la variable considérée est indiquée en gras sueftet la valeur minimale en gras, italique sur fond bleu.

VARIETES Rdt parcellaire PMG PS HAGBERG VISCO REELLE Taux de protéines Dureté Type C Type B Type A Rdt Glucose kg/t Rdt Ethanol L/t Rdt Glucose kg/ha Rdt Ethanol L/ha
CroABD 9.8+1.12 43.3+211 80.2 +0.83 319.7 £29.05 1.141 £0.02 11.6 £0.56 33.7+4.94 04+0.17 119+146 87.7+1.61 ND ND ND ND
Cro ABnD 10+1.13 47 +1.81 81.3+0.54 256.7 +13.23 1.167 +0.02 12+0.4 35.1+4.59 0.4+0.18 12.5+2.04 87.1+22 ND ND ND ND
CroADnNnB 9.6 £0.99 46.2 £2.18 81+0.53 256.7+7.28 1.164 +0.03 12 £0.52 37.8+5.24 0.3+0.16 11+1.43 88.7 +1.47 ND ND ND ND
Cro DB nA 9.5+1.28 44.4£1.72 81.1+0.49 291.8 +23.95 1.172+0.02 12.4 +0.52 38.2+5.1 0.3+0.11 104+1.4 89.3+1.43 ND ND ND ND
Cro AnB nD 9.9+1.18 44.4£1.72 80.8 +0.58 3145+ 29.18 1.165+0.02 11.7 £0.45 33.4+£554 05+0.19 12.4+211 87.1+225 ND ND ND ND
Cro BnA nD 8.5+1.01 47.7£0.84 81+0.57 209.8 £37.7 1.179 £0.02 12.4 + 0.69 39.7 £2.56 04+021 11.6+1.46 88.1+1.66 ND ND ND ND
Cro DnAnB 10 £0.95 44.6 £1.46 80.5+0.5 79.8+8.4 1.166 +0.03 11.8+0.53 30.7 £2.27 04+012 122+148 87.4+155 ND ND ND ND
Cro nAnB nD 10+1.14 45 + 2.65 80.1 +0.66 68.5+295 1.162 +0.03 12.1+0.37 25.3+5.34 0.6+025 13.7+1.42 85.7+1.47 ND ND ND ND
SoiABD 9.7+0.7 42.3+1.77 80.4 +0.82 362.2 £19.81 1.166 +0.01 12+0.37 67 +£5.31 05+£0.19 17.6+1.15 81.9+131 ND ND ND ND
Soi ABnD 9.4+0.68 428+1.4 80.6 +0.58 3425 £66.27 1.171+£0.03 12.4+0.72 71.8 £2.65 05+0.15 16.7 +1.69 82.8+1.81 ND ND ND ND
SoiADnB 9.6 +0.71 415+1.14 80.8+0.7 347.8 £28.65 1.169 +0.01 12 +0.47 67 £4.92 05+0.13 17.7+1.46 81.8+1.58 ND ND ND ND
Soi D B nA 9.7+0.84 42+1.33 80.4 +0.56 339.8 +£34.89 1.169 +0.01 11.8+0.46 65.4 £5.35 04+0.16 17.4+0.85 82.1+0.99 ND ND ND ND
Soi AnB nD 9.2+0.44 44 +1.57 81+0.87 187.3+51.62 1.169 +0.02 125+0.5 73.3+278 0.7+021 204+3.13 78.9+3.33 ND ND ND ND
Soi BnAnD 9.6 +0.55 433+1.7 80.1+0.79 327.8 £28.34 1.145+0.01 12.1+0.39 69.7 £2.68 05+0.15 19.3+2.62 80.2+2.76 ND ND ND ND
Soi D nA nB 9.4+0.88 40 £2.75 80.7 £0.54 385.2 +39.86 1.166 +0.01 12.1+0.59 69.5 +4.87 05+0.15 183+105 81.2+1.18 ND ND ND ND
Soi nA nB nD 9.2+0.84 42.1+1.08 80.9 +0.79 64.8+ 0.75 1.201+£0.02 12.6 £0.61 59.9 +4.05 2x04 36+2.19 62 +£2.58 ND ND ND ND
TreABD 10.7 £0.57 51.5+2.75 77.3+0.89 218.5 +53.85 1.227 +0.03 10.7 £ 0.55 65.5 +3.07 06+021 141+125 853+143 728 £11.61 463.3 £6.83 7820.3 +465.41 4976.5 + 287.33
Tre ABnD 10.1+0.31 50.7 £3.48 77.5+0.47 183.2 + 52.91 1.253+0.03 11.2+1 65.3 £2.98 06+0.23 145+1.88 84.9+208 720.4 £10.65 456.9 + 8.08 7300 £256.11 4629.7 £171.93
TreADnNnB 10 £0.41 51.9£3.22 78 £0.49 173.5+50.41 1.29 +0.05 11.3+0.72 69.8 +6.39 0.7+0.26 144+11 849+1.33 720.2 +15.74 461 +9.87 7224.1 +327.76 4623.9 + 202.89
Tre DB nA 10.5+0.62 50.8 £2.57 77.3+0.79 229 £71.77 1.235+0.05 10.6 £0.58 61.4 £10.22 05+0.13 135+183 859+1.95 718.9 + 17.04 460.4 £10.1 7577.3 £396.09 4855.3 + 308.69
Tre AnB nD 10.6 +0.64 50.8 + 2.46 77.9+0.98 65 +1.67 1.251 +0.06 11.5+0.41 61.6 +4.56 1+0.53 19.7+ 448 79.2+4.98 703.4 £11.75 453.7 £10.13 7478.3 £510.11 4824.5 + 357.68
Tre B nAnD 10.1+0.74 53 £2.89 78+0.29 65.7 £3.61 1.251+0.03 11.2+0.48 61.2+231 06+0.26 15.7+228 837%25 716.8 £5.05 457.1 +£7.62 7243.3 +557.85 4621.3 +403.18
Tre DnAnB 10.3 £0.67 52.7 £3.16 78.3+1.17 243.2+ 75.2 1.238+0.04 10.9 +0.42 70.1£2.92 06+0.15 14.1+1.04 854112 726.3+12.8 463.9 £9.55 7484.7 + 558.87 4783.8 + 392.86
Tre nA nB nD 10.1 + 0.46 49.5 +2.92 78 +£0.37 62.3 + 0.52 1.274 +0.05 12.1+0.5 57.5 +5.16 1.6 +0.37 28 +3.12 70.4 +3.26 707.6 +16.71 452.4 +9.28 7152.6 + 346.03 4573.6 + 235.74

MOYENNE 9.8 £0.49 46.3 + 4.06 79.7+1.44 224.8 +109.48 1.195 £ 0.04 11.8 £0.56 55.4 £15.95 06+0.39 16.4+5.72 83 +6.09 717.7 £8.47 458.6 + 4.26 7410.1 £222.74 4736.1 + 144.21
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2. Description des lignées isogéniques pour les catédstiques
physicochimiques et technologiques du grain

2.1 Amplitude des variations observées (Tableau 15)

Les variations les plus importantes peuvent étseniges pour le temps de chute de
Hagberg, le taux de protéines, la dureté, la distion de la taille des granules d’amidon et
les rendements en glucose et éthanol. Les rendsraerglucose et éthanol ont été seulement
mesurées sur les huit lignées isogéniques waxy rdei€ pour des raisons de temps de

réalisation dans le cadre de cette recherche de.thé

a) Le temps de chute de Hagberg des lignées isogéniaganey

La mesure du temps de chute de Hagberg (Figuren8ben évidence une différence
tres importante entre les lignées possédant lessaliéles nulles et les lignées normales. Ainsi
Crousty nAnBnD possede un temps de chute de 6BBsque la forme normale posséde un
temps de chute de 319.7s. Il en est de méme psoliglees des variétés Soissons (64.8s et
362.2s) et Trémie (62.3s et 218.5s). Les autresdig ont des temps de chute trés différents
en fonction des variétés. Aucun lien entre le navballéles nuls et le temps de chute n’a pu

étre mis en évidence de maniere significative.

b) Le taux de protéines et la dureté des lignées isiggés waxy

Pour le taux de protéines, les différences sontnsa@mportantes mais toujours
présentes entre la forme triple nulle et la formenrale pour les trois variétés. En effet, les
formes triple nulles possedent un taux de protéimesgpeu plus important que celui des
lignées possédant les trois alleles fonctionnelgcdrt le plus important est observé pour
Trémie triple nul, qui possede un taux de 12.1%puéines, contre 10.7% pour la forme
normale.

Comme pour le taux de protéines, les différencedutteté sont relativement faibles

mais concerne toujours les formes triples nullesrgpport aux formes normales. Les formes

63



Tableau 16.Analyse de variance GLM réalisée sur les caratigues technologiques des
lignées isogéniques. Les chiffres en italiquesespondent au degré de liberté des différents

effets étudiés lors de I'analyse de variance.

F Variétés  F Lieux F TraitN(Lieux) F Varx Trait N R2modéle

ddl 23 2 3 23
PMG 42.60%* 59 .17+ 10.35%*+ 0.88™ 88.65
PS 32.07%*  21.87** 0.92" 0.45™ 83.95
Hagberg 52.07*  14.97%* 0.16™ 0.29™ 89.35
Protéines 10.64%*  20.49%** 21.91%%* 0.5™ 66.66
Dureté 78.41%%* 3.19* 10.74%*+ 0.47™ 92.71
Type A 34.65%+* 6.72%* 4.84% 0.59™ 87.12
Type B 35.45%* 5.04** 4.45% 0.62™ 87.26
Type C 19.11%*  39.07*** 8.37%* 0.50™ 81.63
Visc Reelle 13.71%*= 5.89** 4.34% 0.61™ 68.19
Rdt t/ha 6.31%*  105.68*** 9.76%* 0.62™ 70.93
Rdt Glucose kg/t 4547  A54* 2 4.63* 0.74™ 7 55.32
Rdt Ethanol L/t 2.35™7 7.17% 2 7.59%% 0.58™ 7 45.1
Rdt Glucose kg/ha  2.91*7  18.85%* 2 2.05™ 0.55™7 51.08
Rdt Ethanol L/ha 2.35" 7  17.55%* 2 1.47™ 0.44™ 7 46.01

* *x xxx o gignificatif au seuil p<0.05, p<0.01 et p<0.001 respectivement
ns : non significatif
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triples nulles possédent une dureté plus faiblecglie relevée pour les formes normales. Les
lignées triples nulles des variétés Crousty, Soiss Trémie possedent une dureté de 25.3,
59.9 et 57.7 respectivement alors que pour lesdemormales de ces variétés la dureté est de

33.7, 67 et 65.5.

c) La distribution des granules d’amidon chez lesdignisogéniques

Chez Crousty, il n'y a pas de différence signifiwatentre les différentes lignées
isogéniques dont le volume des granules de typetAc@mpris entre 85.7% (forme triple
nulle) et 89.3% (forme DBNA). Par contre, pour ligaées isogéniques waxy de Soissons et
de Trémie, les valeurs entre les formes tripletenidt les autres formes isogéniques sont tres
différentes. Ainsi, chez Soissons, le volume regmé&s par les granules de type A est compris
entre 62% (Triple nul) et 82.8% pour la forme ABrila. forme normale de Soissons possede
un volume de granules de type A de 81.9%. Pour iEéla forme triple nulle possede un
volume de granules de type A de 70.4% tandis qdertae normale posséde un volume de
85.3% pour cette classe de granules.

En général, la forme isogénique waxy triple nubssede donc un volume représenté
par les granules de type A moins élevé et par cuesé un volume plus important des

granules de diamétres plus faibles (type B et §pe

d) Les rendements en glucose et éthanol des lignégéngjues waxy

de Trémie

Pour le rendement en glucose, les lignées triplie et AnBnD de TrémieWx-Ala,
Wx-B1lb, Wx-D1p possédent les rendements les plus faibles (7R8/% et 707.6 kg/t
respectivement) alors que la forme normale de Teémoissede le meilleur (728 kg/t). Les
différences entre les lignées sont faibles maisdlsx lignées AnBnD et triple nulle sont

cependant plus faibles que les autres qui ne smsignificativement différentes entre elles.
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Composante Composante

1
RDTTHA 0.128966 -0.170814
PMG 0.210884 -0.476417
PS -0.31689 0.380222
HAGBERG -0.318976 0.0671809
VISCOREEL 0.334096 -0.330028
PROT -0.0746282 0.413867
DURETE 0.266916 -0.017384
TypeC  0.44499  0.264404
TypeB  0.416306 0.351265
TypeA  -0.420679 -0.347799

Composante Composante

1
RDTTHA 0.127767 -0.352024
PMG 0.354557  -0.358032
PS -0.374506 0.226992
HAGBERG -0.316176 0.138068
VISCOREEL 0.423644 -0.10996
PROT -0.248105 0.316891
DURETE 0.165556 0.1488
TypeC  0.411893 0.268362
TypeB  0.293146 0.490294
TypeA  -0.306127 -0.479838

Forme normale (ABD)

Epoppgo

Forme triple nulle (hnAnBnD)

Composante 2 (26.03%)

Formes simples nulles (ABnD; ADnB; DBnA)
Formes doubles nulles (AnBnD; BnAnD; DnAnB)

Composante 2 (29.23%)

1.5
0
-1.5
-3
4.5

O . . ! . . ! ‘PMG L L I . ! . 1]
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Composante 1 (34.74%)

:_ Soissons _:
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B Trémie 7
;:rousty _:
| TypeA i
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Composante 1 (39.59%)

Figure 36. Analyses en composantes principales des lignégsiisques waxy. La premiére

(A) correspond au traitement N et la deuxieme (Bdraitement n-
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Concernant le rendement en éthanol, les différeabssrvées sont encore plus faibles
que celles observées pour le rendement en glu€esa. explique pourquoi I'effet variété
n'est pas significatif. Cependant il est tout demméintéressant de noter que les variétés
possédant les rendements les moins importantsleennémes que pour le rendement en
glucose (Triple nulle et AnBnD) avec 452.4 L/t €34 L/t respectivement et que les
meilleurs sont obtenus pour les formes DnAnB etmade (463.9 L/t et 463.3 L/t
respectivement).

Les rendements glucose et éthanol en kg/ha etleéghanoins bons sont observés pour
la forme triple nulle (7152.6 kg/ha et 4573.6 Liespectivement) tandis que les meilleurs
sont mesurés pour la forme normale (7820.3 kg/H9@6.5 L/ha). Ceci peut s’expliquer du
fait que la forme triple nulle possede un rendenpamtellaire en grain plus faible que celui
de la forme normale ce qui accentue encore pluglifédrences déja observées pour les

rendements en glucose et éthanol.

2.2 Analyse de variance sur les lignées isogéniquey wax

L’'analyse de variance (Tableau 16) a été réaligédes huit lignées isogéniques des
variétés Trémie, Soissons et Crousty pour toutesdeactéristiques du grain exceptées les
rendements en glucose et éthanol pour lesquelssskad lignées isogénigueaxyde Trémie
ont été a ce jour mesurées.

Un effet lieu significatif a été observé pour tautkes variables étudiées sans
exception. Ceci n'a pas été le cas pour l'effetrditement azoté qui n'a pas été significatif
pour le poids spécifique, le temps de chute de El@ghinsi que les rendements glucose et
éthanol a I'hectare. Aucune interaction « variétérditement » n’a été observée pour les
différentes variables étudiées. Cette analyse aemiévidence un effet « variété » au moins
hautement significatif pour toutes les caractéqsts du grain excepté pour le rendement en

éthanol.
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A

Composante Composante
1 3

RDTTHA  -0.0338577 -0.362373
PMG -0.211051 0.566589
PS -0.11052  -0.0605622
HAGBERG -0.303525 -0.271827
VISCOREEL 0.00779019 0.130362
PROT 0.331917 0.101331
DURETE -0.24212 0.189021
Glucose -0.25445 0.577115
Ethanol -0.35147 0.0304617
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2.3 Analyses en composantes principales des lignéegnggues Soissons,
Trémie et Crousty (Figure 36)

Les analyses en composantes principales mettentieence trois groupes d’individus
qui correspondent aux lignées isogéniques desvariétés Soissons, Trémie et Crousty. Les
individus de Crousty forment un groupe compact iagde les lignées de Soissons et Trémie
sont plutét dispersées sur le premier plan des ACP.

Pour le traitement N (Figure 36A), le premier axaé ceprésente 34.74% de la
variation est expliqué principalement par la dmition des granules d’amidon (Type A: -
0.421 ; Type B : 0.416 ; Type C : 0.445) et la vEté réelle (0.334). Le second axe (29.23%)
est expliqué par le PMG (-0.476), le taux de prwgi(0.414) et le poids spécifique (0.3802).

Pour le traitement n- (Figure 36B), le premier &@.59%) est aussi expliqué par les
granules de type C (0.411) et la viscosité rédlld24), et le second axe (26.04%) par les
granules de type B (0.490) et A (-0.480) ainsi uEMG (-0.358) et le rendement en grains

(-0.352).

2.4 Analyses en composantes principales sur les ligiséggniques de Trémie
et leur rendement en glucose et éthanol (Figure 37)

L’ACP pour le traitement N (Figure 37A) des lignéssgéniques de Trémie montre
que le premier axe (39.75%) est essentiellementigeippar la distribution de la taille des
granules d’amidon (Type A: -0.411 ; Type B : 0.4Illype C : 0.394) et le second (11.6%)
par le rendement en glucose (0.577) et le PMG @).36a forme triple nulle de Trémie est
éloignée des autres lignées isogéniques et a |s#ppes variables rendement en glucose et
éthanol.

L’ACP pour le traitement n- (Figure 37B) révéle premier axe (39.16%) toujours
fortement associé a la distribution de la taills deanules d’amidon et un second axe (24%)

expliqué essentiellement par les rendements enogpu¢0.541) et éthanol (0.533). Les
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Tableau 17. Corrélations linéaires entre les différentes daérastiques du grain et le
rendement en glucose et éthanol pour les lign@ggisques waxyle Trémie. Le tableau A
présente les résultats pour le traitement N (appormal) et le tableau B présente les
corrélations pour le traitement n- (sans troisi@ppgort d’azote).

A
Lignées isogéniques Waxy ANNEE 3 Traitement N
CFD MOM SEC

Glucose Ethanol Glucose Ethanol Glucose Ethanol
ETHANOL 0.8547* - 0.7538* - 0.7376* -
RDT T/Ha ns ns ns ns ns ns
PMG ns ns 0.7489* 0.8223* ns ns
PS ns ns ns ns ns ns
HAGBERG ns 0.8087* ns ns ns 0.7607*
VISCO R ns ns ns ns ns ns
PROT -0.8218* -0.9007** ns -0.7688* -0.7226* -0.8083*
DURETE ns ns ns ns ns ns
TYPEC ns ns ns ns ns ns
TYPEB ns ns ns ns ns ns
TYPEA ns ns ns ns ns ns

B
Lignées isogéniques Waxy ANNEE 3 Traitement n-
CFD MOM SEC

Glucose Ethanol Glucose Ethanol Glucose Ethanol
ETHANOL 0.8274* - 0.9248*** - 0.9028** -
RDT T/Ha ns ns ns ns ns ns
PMG ns ns 0.8436** 0.9395*** ns ns
PS ns ns ns ns ns ns
HAGBERG ns ns 0.9205** 0.7709* ns ns
VISCO R ns ns ns ns ns ns
PROT -0.8193 ns -0.7722* -0.8511* ns ns
DURETE ns ns ns ns ns ns
TYPEC -0.7184* ns ns ns ns ns
TYPEB -0.8336* ns ns ns ns ns
TYPEA 0.8310* ns ns ns ns ns

Corrélation entre le rendement en glucose et leren  dement en éthanol
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Figure 38. Corrélation entre le rendement en glucose et neement en éthanol pour les
lignées isogéniques waxge Trémie. (1 : traitement N ; 3 : traitement n-).
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individus triples nuls sont la aussi trés éloigdés autres lignées et opposeés aux variables de

rendement en glucose et éthanol.

2.5Les corrélations avec les rendements en glucosthahol

Une analyse de corrélation entre les rendementguense et éthanol avec les autres
caractéristiques du grain a été réalisée par liqpaetraitement pour les lignées isogéniques
de la variété Trémie (Tableau 17 et Figure 38).

Plusieurs corrélations montrées pour les variét@mchises étudiées les deux
premiéres années sont aussi présentes chez ledsedigisogéniques waxy. Ainsi les
rendements en glucose et en éthanol sont corrégvement de maniére significative. Pour
le traitement avec apport d’azote normal les coieffits sont compris entre 0.738 (lieu SEC)
et 0.855 (lieu CFD). Pour le traitement sans téome apport d’'azote, les coefficients de
corrélation sont compris entre 0.827 (lieu CFD).825 (lieu MOM).

L'influence négative du taux de protéines sur &@xdements en glucose et éthanol a aussi été
mise en évidence pour les deux traitements azaigsi. les coefficients de corrélation avec le
rendement en glucose sont compris entre -0.723.822 pour le traitement N et entre -0.772
et 0.819 pour le traitement n-.

Les autres corrélations mises en évidence, comroe lps variétés francgaises, ne
concernaient le plus souvent qu'un seul lieu. Airins le lieu Momont pour les deux
traitements N et n-, le poids de mille grains estré&é positivement avec le rendement en
glucose (0.843 et 0.748) et le rendement en étHarB9 et 0.822).

Enfin notons que pour le traitement sans troisieport d'azote dans le lieu CFD, le
rendement en glucose est corrélé négativementlasegranules de type C et B (<10um) et
positivement avec les granules de type A (>10unatteCcorrélation uniquement observée
dans un lieu et un traitement est pour le moinprenante. Il est en effet logique d’admettre

gue plus le volume des petits granules est impbpias la surface de ces granules soumise a

67



DETERMINATION D’UN IDEOTYPE DE BLE DESTINE A LA PROUCTION DE BIOETHANOL

I'action des enzymes est importante ce qui fadiitdégradation rapide de I'amidon en sucres

simples. Cependant cette corrélation semble molati@ntraire.

D. DISCUSSION

1.Les ACP des variétés francaises donnent un aperclesl relations entre les

différentes variables et le rendement en éthanol
1.1 Premier axe : La relation entre la dureté et letdies granules d’amidon

L’ACP a permis de mettre en évidence que le premxerétait fortement lié a la distribution
de la taille des granules d’amidon et a la dur€e.résultat, déja observé (Raeker et al.,
1998 ; Capouchova et al., 2003), montre que plasvaniété possede un albumen dur plus le
pourcentage de volume des granules de type B gxiriamt. Ceci peut s’expliquer par la
cinétique de croissance des granules d’amidonéxyshr Bechtel et a[1990). Les premiers
granules dans les amyloplastes apparaissent \jetgs7aprées la fécondation puis grossissent
pour devenir des granules de type A, puis verlilsjapparaissent les granules de type B et
enfin ceux inférieurs a 2um (Type C). Pour lesétés dont la dureté est élevée, I'absence
d’espace libre dans I'albumen (compacité forteuihdne croissance moindre des granules
d’amidon et relativement moins de granules atteigteetaille des granules de type A. Ainsi
les granules de petites tailles s’accumulent sdtesndre la taille des grosses granules
(>10um) et comblent les espaces cellulaires afrnai un stockage maximal d’amidon.

Cette relation entre la taille des granules eulet® est aussi observée pour les lignées
isogéniques waxy. En effet, la distribution dedélé des granules d’amidon chez les lignées
waxy est tres différente en fonction de la duretélad variété dont sont issues ces lignées.
Geera et al., en 2006 ont montré que les lignéeledrnulles possédaient une quantité de
granules de type A bien inférieure a celle obsersiéez la forme normale. Ces mémes

résultats ont pu étre observés chez Soissons (kedard) et Trémie (Hard) mais pas chez
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Crousty (Soft). Cette difference de proportion dangles ne concerne donc que les lignées

issues des variétés dont la dureté est Médium etardrd.

1.2 Deuxieme axe : les rendements en glucose et endtia PMG et le taux
de protéines

Le deuxieme axe est principalement associé auablas de rendement en glucose et éthanol,
au taux de protéines, au PMG et au rendement atdifee Les relations entre les différentes
variables sont logiques puisque I'éthanol est tedpit de la fermentation du glucose et que
plus le rendement parcellaire en t/ha est impompéud la quantité d’amidon est importante.

Le vecteur du taux de protéines est opposé a ceugrdiement en glucose et éthanol ce qui
parait aussi logique puisque le taux de protéies de grain est inversement proportionnel a

la quantité d’amidon.

2. Le temps de chute de Hagberg faible chez les ligrgéisogéniques triples nulles

Le temps de chute de Hagberg des lignées tripldssnest tres faible. Graybosch et
al., en 2000 ont montré que les lignées waxy p@éegtdun temps de chute trés faible et que
ce phénomene était indépendant de I'activitéodamylases dans le grain. Ce temps de chute
faible observé chez les trois variétés est centagme relié a la teneur en amylose de I'amidon
qui influe sur la viscosité de la pate lors ded&atinisation. En effet, Sasaki et al. en 2000 ont
montré que le contenu peu élevé en amylose esti@sdaine viscosité faible de I'amidon

gélatinisé. Ce phénomeéne explique le temps de chdtet observé pour ces lignées.

3. L’effet des alléles des sous unités de gluténine® daut et faible poids

moléculaire sur les rendements en glucose et en éttol

L'étude des alléles de gluténines de haut et fgibids moléculaire a révélé un effet
significatif sur les rendements en glucose et @hpour tous les loci excepté le locGdu-
D3. Par ailleurs, il est intéressant de noter quealiedes qui sont habituellement corrélés a

une bonne qualité boulangere sont les alléles tesafavorables concernant le rendement en
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Tableau 18. Identification des variables corrélées et mise éerdence de leurs ordres

respectifs pour leur effet sur les rendements ecoge et éthanol.
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glucose ou éthanol. Ainsi pour le locG$u-Al, I'allele nul aboutit & un meilleur rendement
en glucose et en éthanol que l'alléle 1. Pour ¢aid&lu-Bl, les alleles 7-9 et 17-18 qui sont
généralement associés a une bonne qualité bouéanaget, pour les rendements, moins bons.
Pour le locusGlu-D1, I'allele 5-10 connu pour étre tres favorable gualité rhéologique est
moins bon que l'allele 3-12, généralement contiecsénné pour la qualité boulangere
(Branlard et al., 2001).

Pour les gluténines de faibles poids moléculaitedpcus Glu-A3 montre que les
variétés possédant l'allele d (également favorahie qualité boulangére), ont un rendement
en glucose moins élevé que l'allele nul. Pour leutoGlu-B3 l'alléle j provenant de la
translocation 1BL/1RS avec le seigle, est connu pearoitre la quantité et la viscosité des
pentosanes ; il est le moins intéressant pour ndement en éthanol. Les alléles ¢’ et g,
connus aussi pour accroitre la qualité boulangenet aussi parmi les alléles conduisant a un

rendement faible.

Globalement, les alleles dont I'importance dangualité boulangére a été démontrée
sont ceux conduisant aux rendements en glucosthastad les plus faibles. Cependant, bien
que la part expliquée par ces alleles a chacuhodegR? de 14.5 a 16.5%) soit faible, I'effet
de la composition allélique sur le rendement encage et éthanol est indépendant et
complémentaire de celui causé par le taux de pregéiAinsi la présence d’alléles des
gluténines défavorables a la qualité boulangéest-@-dire offrant des polymeres de moindre
importance est a rechercher dans les blés destit@production d’éthanol. L'abondance de
ces polyméres est linéairement dépendante du tawpratéines (Martre et al., 2006), lequel

est fortement associé a la nutrition azotée.
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4.Les caractéristigues du grain corrélées aux rendemés en glucose et en
éthanol

Les corrélations simples, les analyses en compesamincipales, et une analyse par
régressions multiples ont permis de mettre en é@cel@uels étaient les principaux criteres
associés a des rendements en glucose et éthangs €lableau 18).

La régression multiple pour les rendements en ghkicet éthanol fait ressortir
systématiquement le taux de protéines comme preraractére explicatif (Figure 39). Ceci a
déja été rapporté (Smith et,&006 ; Kindred et al2008) et ce phénomeéne s’explique du fait
que le taux de protéines est inversement propomicaiu contenu en amidon dans le grain de
blé. L'amidon étant le constituant qui va étre sfanmé en sucre puis en éthanol. Il est donc
logique que le taux de protéines soit corrélé negatent aux rendements.

Le deuxieme caractere le plus important révéld’aaalyse de régression multiple est
la distribution de la taille des granules d’amidbes granules de type A (>10um) influencent
négativement les rendements en glucose et éthbmslque les granules de type C et B sont
corrélés positivement a ces rendements. Ce régatait aussi logique car plus la quantité de
petits granules est importante plus la surface gitasules d’amidon sujet a I'’hydrolyse
enzymatique est importante et par conséquent tiereent de I'hydrolyse amélioré.

Deux caractéeres différents pour chacun des dewdersants ont été mis en évidence
par la régression multiple. Ainsi, pour le rendemen glucose, une viscosité élevée des
pentosanes hydrosolubles a une influence négafieei semble logique car I'hydrolyse
enzymatique est généralement plus efficace danmiliau ou la viscosité est faible. Le
troisiéme critére mis en évidence pour le rendereanéthanol est la dureté qui est corrélée
négativement. Ceci pourrait paraitre en complétdradiction avec le deuxieme critére qui
concerne la distribution de la taille des granwlsnidon. En effet, I'étude réalisée sur les

trente variétés francaises a mis en évidence qderkté est corrélée positivement avec les
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granules de petites tailles. Ceci est donc corttaide avec le résultat de I'analyse des
régressions multiples. Cependant cette corrélatiast pas illogigue car une variété
possédant une forte dureté possede une granulerpéis élevée de ses broyats de mouture
et donc une moindre facilité d’hydrolyse enzymatiqCette contradiction entre ces deux
caractéres afin d’obtenir un rendement élevé eanélh met en évidence la difficulté de
trouver une variété réunissant ces deux conditfpombreuses granules de petites tailles et
dureté faible) qui n’existent pas au sein d’'un m&®@eotype de blé. Il serait donc nécessaire
de privilégier les cultivars qui se situent au desde la relation positive entre la proportion
des granules de petite taille (type B et type G efureté et qui soient de type soft.

Le dernier critere révelé par la régression mudtipbt le poids spécifique qui est
corrélé négativement aux rendements en glucosthata. Le poids spécifique représentant
le poids d’'un hectolitre de grain peut étre reli@ & la densité du grain soit a la taille des
grains. Un poids spécifique élevé signifie soit deasité du grain plus importante qui influe
sur sa compacité et par conséquent sur la grantiemde sa mouture et sa facilité
d’hydrolyse, soit une taille des grains plus petiteninuant ainsi les espaces vides dans le
volume de mesure.

Swanston et al. en 2007 ont montré que le rappogueur/largeur du grain est corrélé
négativement au rendement en éthanol. Ceci confique plus un grain est petit
(longueur/largeur élevé), plus le rendement ennéthast faible et coincide avec un poids

spécifique élevé.

5. Les lignées waxy de Trémie et le rendement en glusm

L’'analyse des lignées isogéniques waxy de Trénpereis de montrer que la lignée
triple nulle possédait le rendement en glucosells faible. Ceci est surprenant car cette

lignée posséde une quantité de granules de tydasBimportante que la lignée normale. La
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lignée triple nulle devrait donc posséder un renel@nen glucose plus important que pour la
lignée normale.

D’autres études ont rapporté des résultats siradaiEn effet Zhao et akn 2009 ont
montré que les variétés waxy possédaient un rentephes faible que les variétés normales.
L’étude des rendements en glucose et en éthamdis@é avec les lignées waxy de la variété
Trémie, a montré une faible amplitude des résultiat®nviendra d’étudier ces rendements en
glucose et éthanol pour les lignées isogéniquey wag variétés Soissons et Crousty afin de

confirmer I'effet des trois alléles nuls sur cesdements.

6. Bréve conclusion

L’étude multilocale et pluriannuelle a mis en évide des caractéres ayant un effet sur
le rendement en glucose et éthanol déja décritsmeone taux de protéines, mais aussi
d’autres caractéristiques comme la taille des desnd'amidon, la viscosité et la dureté. Par
ailleurs, l'idéotype réunit des caracteres qui teapl’analyse des corrélations ne coexistent
pas au sein d'une méme variété. Il conviendra ddwécieurement de rechercher des variétés
réunissant prioritairement ces différents carasteraible taux de protéines, proportion de
granules de type B et C élevée et dureté faiblanPles variétés réunissant ces différents
criteres, celles possédant des alléles défavorablasqualité boulangére et possédant une
faible viscosité des pentosanes devraient avoimigiieurs rendements en glucose et éthanol.

La relation entre les lignées isogéniques waxy @enie et les rendements en glucose
et éthanol n'a pas mis en évidence un réel effetatleles nuls des genes waxy. L'analyse des

autres lignées issues de Soissons et Crousty tiperaiettre de préciser ces constatations.
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PRINCIPE DE L’ANALYSE PROTEOMIQUE

Les principes généraux de l'approche protéomiquet stécrits ci-dessous. Les
méthodes utilisées sont quant a elles détaillées lés articles (p 86-89 et p 110-113).

A. DEFINITION

Au méme titre que I'ensemble des génes d’'un osgamiconstitue son génome et
I'ensemble des ARN son transcriptome, I'ensembke metéines constitue son protéome. Ce
terme, défini en 1995 par Wilkins et al., désigeademble des protéines exprimées dans un
organisme, dans un tissu ou dans une cellule aamemt donné. Le protéome posséde la
particularité de changer en permanence au couls de d'une cellule et varie énormément
en fonction des changements environnementaux ostess que subissent les organismes.

L’'analyse protéomique permet d’étudier I'exprensites protéines d’un point de vue
qualitatif (présence/absence) et quantitatif (augate®n ou diminution de I'expression). Elle

permet aussi d’identifier ces protéines et de déteer leur fonction.

B. PRINCIPALES ETAPES DE L'ANALYSE PROTEOMIQUE

L’électrophorese bidimensionnelle (E2D), définieupta premiére fois par O’Farrell
en 1975, permet de séparer les protéines apréseldraction et solubilisation dans des
détergents non-ioniques et zwiterrioniques. Contpam@ent aux techniques de
chromatographie, 'E2D est encore la méthode las pargement utilisée dans I'analyse
protéomique pour séparer de tres nombreuses pestéRabilloud et al., 2010). Les protéines
une fois extraites sont séparées selon leur pso#lectrique (premiére dimension) et leur
poids moléculaire (deuxieme dimension) sur gel flamide. Ces gels sont ensuite colorés
et analysés a l'aide d’un logiciel d’analyse d’ireagui permet de comparer les images entre
elles et de déterminer avec précision les variatigualitatives et quantitatives des spots
protéigues. Les spots d'intérét sont ensuite escdd d'étre identifiés par spectrométrie de
masse et interrogation des bases de données (Bigure

1. Extraction et solubilisation des protéines

Apres broyage du matériel, les protéines sont gesralans un tampon dépendant de la
classe de protéines a étudier. Ainsi les albumaegobulines sont extraites dans un tampon
salin et les protéines amphiphiles dans un déte(geion X114).

Les protéines sont ensuite solubilisées dans Ung@ocontenant :

- du CHAPS qui est un détergent zwiterrionique asgula solubilisation par

rupture des intéractions hydrophobes.
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- de l'urée qui est un agent chaotrope. Ce dénatueutre est trés efficace pour
rompre les liaisons hydrogeéenes.

- du thiourée qui est aussi un agent chaotrope aragtida solubilisation des
protéines.

- du DTT qui est un réducteur capable de rompre desspdisulfures

- de I'lmmobiline pH gradient (IPG) qui permet de imiiser les agrégats causés
par les liaisons électrostatiques

- des antiprotéases qui vont limiter la dégradaties protéines par des protéases

lors de la solubilisation des protéines.

2. Le dosage des protéines

Le but de I'approche protéomique est de pouvoir mamer le niveau d’expression de
protéines de maniére qualitative (présence/absenap)antitative. Afin de pouvoir effectuer
ces comparaisons de maniére precise, il conviedégeser la méme quantité de protéines sur
tous les gels bidimensionnels. Il est donc nécesssia connaitre la concentration de protéines
présentes dans les extraits a comparer.

Le dosage des protéines est souvent réalisé & lthicbleu de Coomassie (Bradford,
1976) qui a la capacité de former des complexes geprotéines présentes en solution. Les
complexes induisent un changement de I'absorptionaliorant a 595nm de maniere linéaire
dans une gamme allant de 0.1 a 1.4 mg/mL de pestéiDes mesures se font a l'aide d'une
courbe étalon réalisée avec un standard tel gg&Aa(bovine serum albumin).

3. L’electrophorese bidimensionnelle

Les protéines sont ensuite séparées selon dewtddstques qui leur sont propres :
- leur point isoélectrique (pl) pour la premiéere dimsien

- leur poids moléculaire (PM) pour la seconde din@msi

3.1La premiere dimension : I'électrofocalisation

L’électrofocalisation permet la séparation des gr@s selon leur point isoélectrique.
Les protéines sont des molécules « amphotéregst-a&dire portant a la fois des charges
négatives et positives. Selon le pH du milieu dbeatpiel elles se situent, ces protéines
possédent une charge nette positive, neutre outimeégainsi les protéines sont chargées
positivement dans un milieu ou le pH est infériaur point isoélectrique de la protéine et

négativement dans un milieu ou le pH est supéraurpoint isoélectrique (Figure 41).
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Figure 42. Principe de I'électrofocalisation (1ére dimensiotgs protéines sous I'effet d’'un
courant electrique se déplace sur le gradient dafpHd’atteindre I'endroit ou leur charge

nette sera nulle.

Figure 43. Principe de I'électrophorése SDS-PAGE (2éme dimoe)s les protéines sous
I'effet d’'un courant électrique migrent dans un §8IS-PAGE selon leurs poids moléculaires.



PRINCIPE DE L’ANALYSE PROTEOMIQUE

L’électrofocalisation est réalisée sur des bantkdetd’acrylamide de quelques
millimétres de largeur et de longueurs variablégp(s Un gradient de pH est créé sur ce gel
d’acrylamide par incorporation de molécules « imiiiobs » possédant des groupements
acides et basiques. Sous l'effet d'un courant Btpet, les protéines déposées sur cette
bandelette vont migrer jusqu’a atteindre la positial leur charge nette est nulle (Figure 42).

Une fois I'eléctrofocalisation réalisée, les pro&s présentes sur la bandelette
d’acrylamide sont réduites puis alkylées. Cettpetast I'équilibration. Les protéines, sous
I'effet du SDS vont former des complexes anionigoesduisant a une uniformisation des
charges des protéines présentes sur le strip.

L’équilibration se fait en deux temps
- un premier bain des strips dans une solution cantette I'urée, du glycérol, du
SDS et du DTT
- un second bain dans une solution ou le DTT est leréppar un alkylant

(iodoacétamide)

3.2La deuxieme dimension : I'électrophorése SDS-PAGE

L’électrophorése SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfately&crylamide Gel
Electrophoresis) permet une séparation des prat@nefonction de leur poids moléculaire
sous l'effet d'un champ électrique (Figure 43). t€emigration s'effectue en milieu

dénaturant (SDS) sur gel de polyacrylamide.

4. La coloration des gels

La révélation des protéines se fait par coloratibnexiste plusieurs types de
colorations qui different principalement selon leuis de détection et la linéarité entre
I'intensité de la coloration et la quantité de pioes présente sur le gel.

Les colorations les plus utilisées sont le ble@demassie et le nitrate d’argent.

La limite de détection des protéines avec le blelWCdomassie est de 100ng (Neuhoff et al.,
1988). Cette coloration possede I'avantage d’awoé tres bonne linéarité entre la quantité de
protéines présente sur le gel et I'intensité ded@ration. La coloration au nitrate d’argent

permet quant a elle de détecter des quantités bepyalus faibles de protéines avec une
limite de détection a 0.1ng. Cependant cette ctitoran’est pas aussi linéaire que celle du

bleu de Coomassie et est peu souhaitable danssled’oae analyse des protéines par
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spectrométrie de masse.

D’autres colorations existent, utilisant des cafds fluorescents comme le Sypro
Ruby ou le Deep purple. Ces colorations présentmrdantage d’avoir un seuil de détection
des protéines plus faible que celui de la colorasio bleu de Coomassie (a partir de 1ng) tout

en gardant une bonne linéarité entre la quantifgragines et I'intensité de fluorescence.

5. L’analyse d’'image
Une fois les gels colorés, ils sont scannés peighages ainsi obtenues sont analysées
a l'aide d’un logiciel d’analyse d'image (Samespainlinear, 2D platinum). Ces logiciels
permettent de comparer des images et d’effectieeandalyses statistiques précises permettant
de comparer I'expression des protéines entre f&eints gels de I'analyse.
Généralement, une analyse de variance ANOVA efisééaet permet de déterminer
les variations quantitatives des spots protéiqne® des différentes conditions étudiées. Ces

spots peuvent ensuite étre excisés afin d’'étrdifdenpar spectrométrie de masse.

6. L'identification des protéines par spectrométrie demasse

Les spots protéiques d’intérét sont ensuite exclaegel, décolorés, puis subissent une
digestion enzymatique. Les peptides obtenus sauiitenanalysés par spectrométrie de masse

afin de permettre l'identification de la protéinendl ils sont issus (Figure 44).

6.1 Lionisation des échantillons

Plusieurs types de spectrométres de masses exigparsant principalement sur deux
types d’ionisation :

- L’ionisation MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorptidonisation) qui repose
sur l'utilisation d’'une matrice. Cette matrice varmettre I'absorption d’énergie
apportée par un laser. Les échantillons a idensfmt cristallisés au sein de la
matrice puis un faisceau laser va percuter leatrgtovoquant une désorption
des molécules de I'échantillon et de la matricetsLde cette désorption, un
transfert de proton de la matrice vers les molécdk I'échantillon se produit,
aboutissant a la formation d’ions chargeés.

- L’ionisation ESI (Electrospray lonization) qui rey@ sur I'émission en phase
gazeuse d’ions préformés en solution sous I'effeh ahamp électrique. Les
molécules chargées sont introduites dans un capi sous I'effet d’'un champ

électrigue intense, une émission de gouttelettesgées va avoir lieu. Ces
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gouttelettes sont ensuite évaporées ce qui va peemdaugmenter leur
concentration en charge. Ces gouttelettes sodstl'@¢ la répulsion des charges

positives vont éclater pour libérer des ions irdlingls chargés.

6.2 L’analyse des ions chargés

Les ions chargés sont ensuite séparé dans ursaoalgn fonction de leur rapport m/z
(masse / charge). Généralement les ions chargéllAbDI sont ensuite analysés a l'aide
d’'un analyseur de type pulsé selon leur temps d€NOF : time of flight). La mesure de ce
temps permet de déterminer une liste de massepajurles présents dans I'échantillon
(peptide mass fingerprinting). Les analyseurs ge ontinus sont quant a eux associés a des
sources ESI.

Il est possible d’associer plusieurs analyseurstésoen série (MS/MS) ce qui permet
d’isoler et d’analyser un ion parent pour ensugeflagmenter et mesurer les masses
peptidiques des ions fils. Ceci permet de détermiaeséquence en acides aminés d’un

peptide particulier grace a la fragmentation awaivdes liaisons peptidiques.

6.3 L’analyse des banques de données

Les données obtenues (liste de masses et/ou ségeeracides aminés des peptides
de I'’échantillon) sont ensuite analysées et congzagécelles présentes dans les banques de
données (notamment NCBI, uniprot). Les listes desea obtenues expérimentalement sont
comparees a l'aide d’algorithmes aux listes de psm#iséoriques des peptides obtenues par
digestionin silico des protéines présentes dans les bases de dohageéme procédure est
utilisée dans le cas des comparaisons de séquencaesides aminés avec les séquences
protéigues présentes dans les bases de données.

Les algorithmes de comparaisons établissent alorsaere pour chaque protéine
candidates ce qui permet de les classer. En fonchio score obtenu et en tenant compte
d’autres criteres (organisme, pourcentage de reement, nombre de peptides identifiés, pl
et PM théoriques, précisions des mesures), illest possible de déterminer a quelle protéine
le spot protéique préalablement excisé correspond.

Cependant, la complexité des systémes biologiqeesepose pas uniquement sur
'expression des génes codant pour les protéines raassi sur leur quantité, leur
modification post traductionnelles, ainsi que leféentes intéractions existant entre ces
protéines.
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Introduction a la premiére étude du protéome des ¢jnées waxy

L’analyse des lignées isogéniques waxy a monteélaprésence des trois alléles nuls
diminuait les rendements en éthanol et glucoseefgnt plusieurs études ont montré que le
taux de conversion de I'amidon en éthanol dansype tle lignées était meilleur que celui
observé pour les variétés normales. Ces résulbatiscohérents avec I'augmentation de la
quantité des granules de petites tailles obsertég tes lignées triples nulles. En effet,
I'efficacité de la gélatinisation de 'amidon ettsansformation en sucre par les enzymes sont
meilleures lorsque les granules sont plus petits.

Les trois genesvaxy responsables de la formation d’amylose dans lengiei blé
codent pour les granules bound starch synthasestdsence d’'un, deux ou trois alleles nuls
modifie le taux d’amylose dans le grain de bléwgrie entre 28% pour les formes normales a
presque 0% pour les formes triples nulles. Cesgdraents importants de la composition de
I'amidon se traduisent par des modifications agaivde la voie métabolique des sucres et de
I'amidon qu’il convient d’étudier pour comprendeaut effet sur le rendement en éthanol.

L’article suivant présente deux analyses protéossqde lignées isogéniques waxy
possédant un, deux ou trois alléles nuls pour éregy L'effet de ces alléles a été observé sur
deux fractions de protéines regroupant la majatéé enzymes intervenant dans les voies
métaboliques de I'amidon et des sucres. Tout dthlbes albumines et globulines, puis les
protéines amphiphiles ont été étudiees par apprpaitéomique, ce qui a permis de réveéler
des changements de I'expression d’enzymes de éamétabolique des sucres mais aussi des
enzymes de stress et de défense.

Peu d’enzymes ont été révélées comme significagnenaariantes entre les formes
isogéniques et la forme normale de Trémie pourdesx fractions protéiques étudiées.
Seulement 60 varient sur les 1852 observées pduadton albumines globulines et 20 sur
un total de 1298 pour la fraction amphiphiles. Raoes protéines variantes, plusieurs
sucroses synthases ont été augmentées et unersigudeul’ AGPase diminuée chez toutes les
formes isogéniques waxy. L'expression de plusiaarpines et HSP a aussi été diminuée
chez les formes isogéniques waxy. Toutes ces dift@&s ont permis d’apporter des
précisions quant aux régulations de la voie deyhibese de I'amidon ayant lieu chez les
individus possédant un ou plusieurs alléles nussGIBSS.

Peu de difféerences ont été observées entre lesmeps partiellement ou totalement
waxy. La présence d'un, deux, ou trois alleles nuls senalbloutir aux mémes régulations

chez toutes les formes isogéniques.
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A. ABSTRACT

Starch is composed of two types of glucose polymersylose and amylopectin. Th&axy
(Wx)locus controls amylose synthesis in the wheatedekhexaploid wheat has thr&éx loci
located on chromosomes 7AVk-A), 4A (Wx-B), and 7D Wx-DJ). Eight near isogenic
lines (NILs) ofTriticum aestivuntv. Tremie with one, two or thra&xnull alleles were used.
The albumin-globulin fraction, and amphiphilic peots were separated using 2-dimensional
electrophoreses (2DE) allowing the changes in thgywkernel to be identified. Albumin-
globulin fraction showed overexpression of sucreggthases in the waxy NILs compared to
the normal form of Tremie and a decrease in mamyeprs related to stress and defence
metabolism such as serpins. A subunit of ADP-glagmgophosphorylase (AGPase), which
is known to play a major role in the starch syniyesas also shown to be down-regulated in
the waxy NILs. Amphiphilic proteins confirmed thdsmrvations made on the albumin-
globulin fraction with a decrease in a stress-eglgirotein. These different regulations linked
to observations made on wheat kernel (thousandekevaight (TKW), protein amount per
grain, size and distribution of the starch granuled to formulate the hypothesis that waxy

endosperm does not reach maturity of the wild-gpeosperm.
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B. INTRODUCTION

Wheat is the most widely-grown cereal in Europe #relsecond in the world after
rice. Wheat starch is composed of approximately 288¢lose and 72% amylopectin, and is
the major component of the grain representing 72%rain weight (Buléon et al., 1998). In
wheat grains, amylose content depends on the estpnesf thewaxy genesWx-Al Wx-B1
and Wx-D1, which code for the granule bound starch syntl{@&&SS) (Murai et al., 1999).
These three genes are located on the short arimeathiromosome 7A, the long arm of the
chromosome 4A, and the short arm of the chromosoéheespectively (Yamamori et al.,
1994). Amylose free starches have been createdtimgression of null forms for each of the
threewaxy alleles in hexaploid wheafl (iticum aestivumL.) (Nakamura et al., 1995) and
their effect on starch composition and flour projgsrwas reported (Yamamori and Quynh,
2000; Graybosch et al., 2003).

Understanding the mechanism involved in the symhaiswheat starch granules still
remains an important objective of wheat researah @oteomic analysis of the amyloplast
has been reported (Balmer et al.,2006; Dupont, R0d&ar isogenic lines of hexaploid waxy
wheat for each of the thregaxy null alleles Wx-Alb, Wx-Blkand Wx-D1b) have been
created in the agronomic cultivar Tremie usingKlamto 107 wheat, which lacks the Wx-Al
and Wx-B1 proteins, and Bai Huo partially waxy wheehich lacks the Wx-D1 protein. The
analysis of the response of the genome to theduottion of the thregvaxy null alleles may
provide an opportunity to understand the mechanéssociated with starch synthesis in
wheat, notably amylose synthesis.

In the present study, proteomic analysis was ueedntlyze the albumin-globulin
fraction and amphiphilic proteins in NILs with oo or threewaxy genes in the cultivar
Tremie. These genetic responses have never bebzeshéy proteomic analysis in the wheat

endosperm. Most enzymes that occur in the endospmiong to the albumin-globulin

84



Table 19.Name and allelic composition of the eight differesdgenic lines for each of the
three waxy null alleles in the french wheat cultiVaemie.

Allelic Composition
Name Wx-Al Wx-B1 Wx-D1
Normal form ABD a+) a(+) a(+)
_ AB nD a (+) a(+) b (-)
Slnf%lremnull ADNB a (1) b () a(+)
DB nA b (-) a(+) a(+)
A nBnD a(+) b (-) b(-)
Doﬁglﬁn”“" B nAnD b () a(+) b ()
D nAnB b (-) b (-) a(+)
Triple null form [ nAnBnD b (-) b (-) b ()
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fraction or are amphiphilic proteins. Several pootéc approaches have been successfully
used to analyze the albumin-globulin proteins, Whace water and salt-water soluble (Vensel
et al., 2005; Merlino et al., 2009). This grouppobteins is highly diversified due to their
physicochemical properties in terms of amino acamposition, isoelectric point and
molecular mass. They are involved in grain formma@md in the accumulation of endosperm
storage proteins and starch (Vensel et al., 208®phiphilic proteins are detergent-soluble
membrane proteins and were also studied usingaime gproteomic approach (Amiour et al.,
2002). Most of amphiphilic proteins are lipid bindiproteins and some of them are strongly
linked to technological applications such as dofagiming properties. Proteomic analysis of
these two groups of proteins was performed to wstdied the physiological response to the
presence ofvaxy alleles compared to the normal form in the synghes endosperm starch.
Albumin-globulin and amphiphilic proteins contaimet major enzymes present in the grain

and allow the description of the main events ofdiflerent metabolism pathway.

C. EXPERIMENTAL

1. Plant material

A waxy hexaploid wheat was created using the gbrtimaxy mutant Kanto 107
(K107), which lacks the Wx-Al and Wx-B1 proteingdaBai Huo, which lacks the Wx-D1
protein (Nakamura et al., 1995). These two hexdppartially waxy wheats were used as
progenitors to create eight NILs with null allekgseither one, two or three loci of thexy
genes in the French cultivar Tremie (Table 19). B@Gd BC3 were assisted with 36 SSR and
972 diversity arrays technology (DArT) markers (Btg, Yarralumla, Australia) to increase
the isogenicity of each NILs with the remnant Tremparent. The different NILs had reached
from 96 to 99% of isogenicity. The BC3 lines werewn in soil in greenhouse conditions in

2008 with controlled temperature, day/night normal light,
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fertilizer plus full fungicide protection. Four pits for each NILs of Tremie were grown and
harvested individually. We used mature grains efBC3 self-pollinated NILs of Tremie for
the threewaxy null alleles to perform proteomic analyses of tpmtein fractions of the
endosperm: the albumin-globulin fraction and ampiip proteins. The embryos were
manually excised from the grain before the millprgcess. The absence of the waxy protein
at either one, two or three locus was confirmesh@g$DS-PAGE (sodium dodecyl sulfate

polyacrylamide gel electrophoresis) for the eights\

2. Protein extraction

Albumin-globulin fraction and amphiphilic proteingere extracted three times for
each of the eight NILs and two gel replicates wene for each extract. This way 48 2DE

were made for the albumin-globulin fraction andfdi8the amphiphilic proteins.

2.1 Albumins-globulins extraction

Albumins and globulins were extracted from 250 nfigmbolemeal flour of wheat
kernels whose embryo were handily removed. Thedtenvere ground in a Cyclotec® mill
1093 (Foss electric, Hillerod, Denmark). Aloumingdaglobulins were extracted in a saline
solution (Phosphate 10 mM, NaCl 10 mM, pH 7.8, 4¥0pplemented with a protease
inhibitor cocktail for plant cell and tissue ext®¢9599 (Sigma, St Louis, MO, USA). The
supernatant containing albumins and globulins wesaated from the pellet, which was
retained for amphiphilic extraction. Albumins anidlgulins were precipitated with ice-cold

acetone and the pellet was washed several timbsasgtone before drying.

2.2 Amphiphilic proteins extraction

The amphiphiles were extracted from the pellet raéetraction of the albumin-
globulin fraction. The amphiphilic proteins werelwmlized using Tris Triton X114 buffer

(Tris-HCI 0.1 M, NaCl 0.25 M, EDTA 5 mM, Triton X4l 2% (viv), pH 7.8, 4°C)
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supplemented with the antiprotease cocktail (Sig8taLouis, MO, USA), according to
Amiour et al. (2001). After stirring and centrifugmn, the supernatant was warmed for 30
minutes at 37°C for phase partitioning. The detergeh phase was precipitated overnight in
a solution of diethylether and ethanol 1/3 v/v 20°C. The precipitate was washed three
times with 5 mL of diethylether/ethanol solutiordamice with 5 mL of ice-cold diethylether
to remove detergent, lipids and salts.

The different fractions were solubilized in a buff€HAPS 4% (w/v), Urea 7 M, Thiourea 2
M, IPG buffer pH 3-11 NL 1% (v/v) and DTT 70 mM)efore isofocusing.

The protein concentration of the different fraciowas measured using Bradford protein

assay (Sigma, St Louis, MO, USA).

3. Bi-dimensional electrophoresis

Twenty-four cm long immobiline strips (pH 3-11 NKEGE Healthcare, Uppsala, Sweden)
were first rehydrated overnight at room temperatwin 450 pl of rehydration solution
(CHAPS 4% (wl/v), Urea 7 M, thiourea 2 M, IPG buff@H 3-11 NL) 1% (v/v), Destreak
reagent (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) 12ul/Pidtein extracts weighing 150 pg were
deposited on the strip using cup loading with samqips for manifold Ref:80649895 (GE
Healthcare, Uppsala, Sweden), allowing a good séiparwithout any streaking on the basic
side of the 2D-gels. Isofocusing was carried ouR@tC until 90 kV-hour with an Ettan
IPGphor 2 unit (GE Healthcare, Uppsala, Sweden)erAbH equilibration for 15 min in a
solution of Urea 6 M, Tris-HCL 50 mM at pH 8.8, g&rol 30% (v/v) and SDS 2% (w/v)
containing 1% of DTT (w/v), the proteins were aldgd for 15 min in the same solution
containing 2.5% of iodoacetamide (w/v). The stupere deposited on SDS-Polyacrylamide
gel with the following parameters (T=14%, C=2.1%} &lbumin-globulin and amphiphilic

fractions. Gels were stained overnight with coldi@oomassie brilliant blue G250.
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4.Image analysis

For each of the eight NILs, two replicates of theegracts were performed for the
albumin-globulin and amphiphilic fractions. Gelsre&escanned using GS-800 scanner and
Quantity one software (Biorad, Richmond, VA, USAj)ages were analyzed using Samespot
v3.2 (Nonlinear Dynamics, UK). Proteins were corsed significantly different when the p-
value of the ANOVA test was under 0.05, and when dkvalue, which distinguished false
positive results, was under 0.05. The statistieat aind the hierarchical clustering analysis
(HCA) were performed on the normalized volumes wdaled by the software Samespot v3.2
on the basis that the total spot volume from gejebshould be equal since the same amount
of proteins was loaded. The normalization procedlimvs possible variations between gels

such as gel staining, scanner settings to be d¢edec

5. Protein identification

The protein spots were excised manually from 2 ¢E3 [1g of protein extract/gel).
The spots were de-stained, digested and loaded thetdMALDI target as described by
Merlino et al. (2009). The matrix solution (5 mg mi-cyano-4-hydroxycinnamic acid in
50% acetonitrile (v/v) and 0.1% trifluoroacetic @écfv/v)) was added immediately and
allowed to dry at room temperature.

Peptide mass fingerprinting was performed using @ayager DE-Pro model of
MALDI-TOF mass spectrometer (Perspective BioSystdrasmingham, MA, USA) used in
positive-ion reflector mode. External calibratiorasvperformed with a standard peptide

solution (ProteomiX 3, LaserBio Labs, Sophia-AnlipoFrance). Internal calibration was

88



ANALYSES PROTEOMIQUES DES ALBUMINES, GLOBULINES ET
PROTEINES AMPHIPHILES DES LIGNEES ISOGENIQUES WAXY

performed using peptides resulting from auto-digesf trypsin. Monoisotopic peptide
masses were compared/taridiplantae/ nrNCBI (06/2009, 1 201 934 seq) protein sequence

databases _(http://www.ncbi.nim.nih.gov/Databpselising MASCOT 2.2 software

[/http://www.matrixscience.comhttp://www.matrixscience.com/plast accessed June 2009

as described by Merlino et al. (2009); the onlyed#nce in Mascot search parameters in the
present study was partial carbamidomethylationes$tof partial pyridylethylation. The
monoisotopic peptide masses were also used fanteeogation of the database naniest
wheat/as described by Debiton et al. (2010). Peptide ritagmentation was obtained by lon
Trap-MS (LCQ DECA, ThermoFisher, Les Ulis, Francéhe LC-MSMS system and the
parameters allowing protein identification with M&S spectra are also described in detail in

Merlino et al. (2009).

6. Grain and starch granule characterization

Thousand kernel weight and protein content weréopeaed four times for the triple
null NIL (nAnBnD) and the normal line of Tremie (AB. Grain protein content (GPC) was
evaluated using near infrared reflectance spectrgm@NIRS) from wholemeal flour
produced on Cyclotec 14920 mill (Hillerdd, Denmarkhe NIR spectra were acquired using
a NIRSystems 6500 spectrometer (NIRSystems, In@, MSA) and grain protein content
estimated using the AACC method 39-10 (AACC 1998h \jeldahl calibration.

Starch granules were manually extracted from 1@nplgrains and the granule size
distribution was monitored using the Malvern Masizer laser-diffraction analyser 2000 E
(Malvern Instruments Ltd, Malvern, UK) for the tiegpnull NIL and the normal line according
to Bancel et al. (2010). At least 3 independent sueaments were performed for granules

size distribution.
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7. Determination of sugar content

Sugars were extracted @a. 10 mg of wholemeal flour by a method derived from
Moing et al. (1992) in which the purification protee was as follows. The extracts were
purified on polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) (Sigm&t Louis, MO, USA) to eliminate
polyphenols and on anion exchangers (AG1*8 100-28¢lvBiorad - HC@ form). Extracts
were desiccated and then dissolved in ultra-pureemwf@r HPLC analyses. Soluble sugar
concentrations (glucose, sucrose) were quantifsaagua Metrohm Bioscan system (Metrohm
France, Courtaboeuf, France) equipped with a MeprdSarbo 1 250 x 4.6 mm column
(Metrohm France, Courtaboeuf, France) and a pnermol Metrosep Carbo 1 (Metrohm
France, Courtaboeuf, France), at 32°C, with a flate of 0.8 mi/min of 0.16 N NaOH.
Detection was performed by amperometry, and thelteeare expressed as specific contents
in mg/g dry weight (DW).

From the pellet obtained after extraction of saduldugars, starch content was
guantified as glucose equivalent after hydrolysighwamyloglucosidase Boehringer®
(Mannheim, Germany) and absorbance measurememtOani® on a microplate scanning
spectrophotometer Power Wave 200 (Bio-tek Instrupm@earalbo Technologie, Bonneuil sur
Marne, France). The values were obtained from twtoaets with two technical replicates.
The difference of means statistical test was peréol to determine if the waxy triple null

form was significantly different from the normakifo of Tremie.

8. Susy and AGPase activities

For both enzymatic assays, the crude extract weanald as described by Dai et al.
(2009). Ten grains were weighed and crushed wybstle in a pre-cooled mortar. 5-10 ml of
ice-cooled extraction buffer (50 mM Hepes-NaOH (pH), 2 mM KCI, 5 mM EDTA, 1 mM

DTT, 1% (w/v) PVP) was added to the obtained povatet gently mixed for 15 min at 4°C.
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The homogenate was centrifuged 10 @0&t 4°C for 10 min, and the resulting supernatant
was used for SuSy and AGPase activities. Proteimtecd was determined by Bradford
protein assay (Sigma, USA), using bovine serumraibwas standard.

The AGPase (EC 2.7.7.27) assay was carried outrdingoto Dai et al. (2009) in 50
mM Hepes-NaOH (pH 7.5), 1.2 mM ADPG, 5 mM PPi, 6 t’¥dCl,, and 3 mM DTT. The
production of glucose-1-phosphate was estimatechegsuring the reduction of NADRN
presence of phosphoglucomutase and glucose-6-phitesgdehydrogenase. The activity was
determined by measuring the increase in absorketri®¢0 nm.

The Susy (EC 2.4.1.13) assay was carried out aicgptd Baroja-Fernandez et al.
(2003) in the direction of sucrose breakdown. Aumaé of 50 ul of crude extract was added
to 250 pl of the reaction mixture [50 mM Hepes-Na@H 7.0), 1 mM EDTA, 1 mM MgGl
15 mM KCI, 500 mM sucrose, 2 mM ADP]. After 20 mimcubation at 30°C, the reaction
was stopped by boiling for 1 min. Fructose conteat determined spectrophotometrically
employing the commonly used hexokinase/phosphogaowmerase/glucose-6-phosphate
dehydrogenase coupling method (Lever, 1972). A melwf 100 pl of the reaction was
incubated 10 min at 30°C together with 100 pl of BM Hepes-NaOH pH 7.5, 10 mM
MgCl,, 2 mM NAD', 0.01 U pt* of hexokinase, phosphoglucoisomerase and glucose-6
phosphate dehydrogenase. The reaction was stoppbdiling for 1 min. The activity was

determined by measuring the increase in absorbatri®40 nm.

D. RESULTS

1. Protein variations in the albumin-globulin fraction

Proteomic analysis, performed on 48 2-dimensiofedte®phoreses (6 gels per near
isogenic form) revealed 1852 protein spots (Figtbe The bi-dimensional analyses of the

albumin-globulin fraction showed a high similaribetween the eight different NILs and
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identified reliable differences only for minor spotNo qualitative differences (presence
versus absence) were detected by the image anah@iBNOVA revealed that 60 spots were
significantly different between NILs and normal totsr Tremie using p-value<0.05 and g-
value<0.05 as acceptance criteria. These 60 spats avstributed on the whole gel: between
15 kDa and 100 kDa with respect to their molecw@ight (MW) and 4.6 and 9.2 with
respect to their isoelectric point (pl).

Hierarchical clustering analysis revealed four efiéint groups of proteins. The first
group was composed of 25 proteins overexpressteitines lacking one, two or thraeaxy
null alleles compared to the normal Tremie (Figdge group 1). The second group was
composed of 19 proteins down-regulated in the wdbtys (Figure 45 group 2). The third and
fourth clusters were composed of 9 and 7 proteiepeactively that had irregular profiles with
at least two NILs being significantly different. d®ins belonging to the third and fourth
groups could not be linked to a particukaaxyallele.

Thirty proteins were identified using MALDI-TOF andS-MS mass spectrometry
(Table 20A). The highest number of proteins idésdifwas in the sucrose synthase type 2
isoform family. Eleven sucrose synthases (Figursplis 252, 256, 260, 261, 264, 265, 266,
267, 270, 276, 278) were located on 2D gels betveephof 6.3 and 7 and at a MW of 90
kDa. These sucrose synthases were up-regulatech layexrage of 59% in the waxy NILs
compared to the normal form of Tremie. One fructbs® biphosphate aldolase (Figure 45
spot 1063) was also overexpressed by 69% in thg Wéxs compared to the normal form of
Tremie. Two globulins 2 (Figure 45 spots 675 an8)8Pere also increased by 65% in the
near isogenic forms.

Three serpins (Figure 45 spots 1134, 1138, 1252 dewn-regulated by respectively
74%, 50% and 42% in the waxy NILs compared to themal form of Tremie and were

located between pl 4.8 and 5.8 and at apparent M82 &Da. Spot 800 (Figure 45), which
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was identified as a large subunit of an ADP-glucpgephosphorylase (AGPase), was also
down-regulated by 35% in the near isogenic fornts\aas located at pl 6.10 and a MW of 58
kDa. A dimeric alpha-amylase inhibitor (Figure 405213) decreased by 63% in the near
isogenic forms compared to the normal form of Ten8pot 1418 (Figure 45), which was
identified as an O-methyl transferase, was alsondmgulated by 57%. One heat shock
protein class 1 (Figure 45, spot 1965) was alsordm@gulated by 46% in the NILs compared

to the normal form of Tremie.

Among the proteins that were differentially expegsslepending on the near isogenic
forms of Tremie, none could be linked to the expi@s of one, two or thre@axynull alleles.
Spot 1737 (Figure 45), which was identified asi@st phosphate isomerase, was observed at
pl 5.7 and MW 42 kDa and was down-regulated by 38%he normalD normalB nullA
(denoted DB nA, see Table 19) form compared tdrip&e null form. One heat shock protein
class IV (Figure 45 spot 614) was up-regulated 2% 5n the B nullA nullD form compared
to the A nullB nullD. Spot 1297 (Figure 45), iddigd as a serine/threonine phosphatase, was
also up-regulated by 65% in the DB nullA form comgghto the normal form of Tremie. A
putative late embryogenesis protein (Figure 45 44d) was up-regulated by 56% in the AB

nullD form compared to the normal form of Tremie.

2. Protein variations in the amphiphilic fraction

Proteomic analysis performed on 48 2-dimensionattedphoreses revealed 1298
protein spots (Figure 46). As for the albumin-gliabdraction no qualitative differences were

observed in the amphiphilic protein fraction.
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Table 20.ldentification of albumins, globulins (A) and amphilic proteins (B) differentially

expressed in the isogenic lines of Tremie usingsmsasctrometry MALDI-TOF and MS-MS

A

Number of matched

Spot Database Taxonomy Reference Protein name Mascot Identified peptides (MS/MS) E value Coverage peptides (number of Theorical - Theorical pl
number score rate N mass value value
unmatched peptides)
Spots differentially expressed in the isogenic lines
Putative late
414MS™S  yiridiplantae  Hordeum vulgare  gi|154759403]  embryogenesis 93 (GKDVTVSTGGTAAEYAK) 3% 1 52190 7.0
abundant protein
614 est wheat Zea mays gilLos644560 e zr::sklsmle'” 82 0.039 29% 8(42) 22886 6.0
1297 est wheat Vitis vinifera gij147706432)  Serine/threonine 89 0.0082 32% 6 (21) 31130 6.3
phosphatases
1463 est wheat Oryza sativa 0i[125548166| Hy‘p":(:';;ﬁca' 87 0.012 55% 8 (42) 33703 50
1579 est wheat Oryza sativa gi[125548166| Hy‘;‘:é'::i‘r:ca' 86 0.016 68% 6 (30) 33703 5.0
Cytosolic
1737 viridiplantae ~ Hordeum vulgare 0i|1785948| triosephosphate 77 0.018 33% 7 (43) 26720 5.4
isomerase
1995 est wheat Oryza sativa 4i[125601547| Hy’;‘r’;‘;ﬂca' 94 0.0027 51% 7(43) 33703 5.0
Spots down regulated in the isogenic lines
bimeric aloha- (LQCNGSKVPEAVLR)
213"S™S  viridiplantae  Aegilops speltoides  gi|114215850| aphe 181 (LPIVVDASGDGAYVCK+ 24% 2 13272 7.5
amylase inhibitor N
Carbamidomethyl (C
ADP-glucose
800 viridiplantae ~ Triticum aestivum  @i|110729318| pyrophosphorylase 96 0.00021 27% 10 (40) 57772 6.1
large subunit
1134 viridiplantae  Triticum aestivum 0i|1885346| Serpin 93 0.00063 28% 8 (42) 42954 52
1138 viridiplantae  Unknown species 0i|1885346| Serpin 74 0.035 31% 10 (40) 42954 52
1171 est wheat Zea mays 4i|228310] Globulin2 110 6.30E-05  48% 10 (24) 49923 6.2
1252 viridiplantae  Triticum aestivum gi|75282265| Serpin 73 0.045 30% 8 (42) 43091 5.6
1418 est wheat Oryza sativa gi|115480932] o 116 1.60E-05  47% 9 (41) 40327 5.3
methyltransferase
1965 est wheat Zea mays gilLos626536) e sglzcsl; F'me'” 83 0.029 28% 8 (42) 17786 56
Spots up regulated in the isogenic lines
252 estwheat  Triticum aestivum Q43223 S“C“’fyepzy;"hase 206 1.60E-14  32% 29 (27) 92608 6.2
256 viridiplantae  Triticum aestivum  gi[3393044 S“C“’fyepzy;"hase 135 2090E-08  26% 19 (31) 92549 6.2
260  viridiplantae  Triticum aestivum  gi[3393044 S“C“’fyepzy;‘hase 72 0.06 12% 9 (41) 92549 6.2
261  viridiplantae  Triticum aestivum  gi|3393044| S“C"’fyepzy;‘hase 83 0.0043 21% 15 (35) 92549 6.2
264 viridiplantae  Triticum aestivum  gi|3393044| S“C"’fyepzy;‘hase 132 6.10E-08  25% 18 (28) 92549 6.2
265  viridiplantae  Triticum aestivum  gi[3393044| Suc"’fyepzy;‘hase 185 280E-13  20% 24 (26) 92549 6.2
266 viridiplantae  Triticum aestivum  gi[3393044 S“C“’fyepzy;"hase 102 6.10E-05  18% 17 (30) 92549 6.2
267  viridiplantae  Triticum aestivum  gi[3393044 S“C“’fyepzy;"hase 77 0.019 15% 9(21) 92549 6.2
270 viridiplantae  Triticum aestivum  gi|3393044| S“C"’fyepzy;‘hase 145 2.80E-00  26% 20 (30) 92549 6.2
276 viridiplantae  Triticum aestivum  gi|1196837] S“C"’fyepzyg‘hase 82 0.0051 13% 10 (40) 93151 6.2
278 viridiplantae  Triticum aestivum  gi|3393044| S“C"’fyepzy;‘hase 77 0.019 10% 7(15) 92549 6.2
675 est wheat Zea mays gi|228310] Globulin2 117 1.20E-05  64% 12 (38) 49923 6.2
722 est wheat Oryza sativa 0i|34495244| G":Jbrg'l'e'}r:'ke 146 1.60E-08  56% 14 (28) 52066 6.8
809 est wheat Zea mays 4i|228310] Globulin2 95 0.0021 53% 10 (40) 49923 6.2
Fructose 1,6-
1063 est wheat Oryza sativa 0i|115463789| bisphosphate 81 0.046 50% 9 (41) 36232 6.6
aldolase
Coverage Number of matched Theorical ~ Theorical pl
Spot number  Database Taxonomy Reference Protein name Mascot score  E value 9 peptides (number of p
rate N mass value value
unmatched peptides)
Spots down regulated in the isogenic lines
4310 viridiplantae ~ Triticum aestivum gi|215398470| Globulin 3 83 0.006 25% 14 (36) 66310 7.8
4555 viridiplantae  Triticum aestivum  gi|215398470| Globulin 3 146 3.00E-09 33% 20 (30) 66310 7.8
4564 estwheat  Triticum aestivum  gi[215398470] Globulin 3 128 9.90E-07 62% 12 (38) 66310 7.8
4849 viridiplantae  Triticum aestivum 0i|75282265| Serpin 80 0.0086 25% 6 (36) 43091 5.6
5589 est wheat Triticum aestivum  gbJACJ65514.1| Globulin 3 82 0.044 61% 6 (44) 66349 7.8
5609 estwheat  Triticum aestivum  gi[215398470] Globulin 3 91 0.0047 58% 8 (26) 66310 7.8
5631 viridiplantae  Triticum aestivum gi|215398470| Globulin 3 155 3.80E-10 36% 21 (29) 66310 7.8
5632 est wheat Triticum aestivum  gbJACJ65514.1| Globulin 3 82 0.043 44% 6 (44) 66349 7.8
Spots differentially expressed in the isogenic lines
4802 viridiplantae  Triicum aestivum  gij148508784 Clveeraldenyde-3-phosphate 73 0.049 23% 7(43) 36626 7.1
dehydrogenase
5103 est wheat  Lindernia brevidens  gi|169159968|  Desiccation-related protein 92 0.0036 55% 6 (44) 25059 5.5
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Statistical analysis revealed 20 spots that diffesignificantly between the NILs and
the normal cultivar. These spots were located batvwe 4.7 and 9.2 and between 20 kDa and
70 kDa with respect to their molecular weight.

Two different groups were distinguished using hieneacal clustering analysis. Fifteen
spots were down-regulated in the different neagesic forms compared to the normal form
of Tremie (Figure 46 group 3) and five spots showezfular profiles between the different
NILs (Figure 46 group 4). No spots of this amphlighprotein fraction were shown to be up-
regulated in the NILs compared to the normal fofrfiremie.

Ten proteins were identified using MALDI-TOF magsestrometry (Table 20B).
Seven proteins (Figure 46 spots 4310, 4555, 458689,55609, 5631, 5632), all identified as
globulin 3, were down-regulated by an average 6653 the near isogenic forms of Tremie
compared to the normal form. One serpin (Figurspii 4849) was also decreased by 64% in
the near isogenic forms compared to the normal foirifremie.

Among the proteins differentially expressed depegdin the near isogenic forms,
two were identified by MALDI-TOF mass spectrometBpot 4802 (Figure 46), identified as
glyceraldhehyde 3 phosphate dehydrogenase, wasguated by 150% in the B nullA nullD
compared to the normal form of Tremie. Spot 5108ufe 46), identified as a desiccation-
related protein, was up-regulated by 50% in theywiaiple null form compared to the DB

nullA form of Tremie.

Comparison of 2DE gels for both fractions, albumiobulin and amphiphilic
proteins, revealed 116 common spots in the norarmah fof Tremie. These common spots
represent 6.3% of albumin-globulin spots and 8.9%he amphiphilic spots. The expression
profiles of these common spots between the NILsewee same in both fractions. Only the

sucrose synthases which were up-regulated in themah-globulin fraction of the NILs
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A Name Glucose mg/g DW  Sucrose mg/g DW Starch mg/g DW

Normal (ABD) 0.195 £ 0.07 6.22 +£0.70 560.21 +£11.83
Waxy triple null (nAnBnD) 0.12 £0.13 8.41+1.05 5309 +11.84
P-Value 0.078 0.0132 0.0128
B
ann a0
B Marrmal
O'wiaxy triple null
a00 u 25
T
’g 700 | 5
E &0 15 —E
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Figure 47. Starch and Sugar content of wholemeal flour (A) A@Pase and Susy activity (B) for the waxy tripldlnsogenic form and the

normal form of Tremie.
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compared to the normal form of Tremie were nonisicantly different when analysed in the
amphiphilic fraction. This discrepancy may be ekpd by the huge difference found for the
amount of these sucrose synthase spots betweeraliboenin-globulin extract and the

amphiphilic protein fraction. More efficiently esirted in the albumin-globulin fraction, they
have a spot volume on the 2DE gels 2.4 times higloenpared to the 2DE gels of the

amphiphilic extract.

3. Sugar content, Susy activity and AGPase activity

Sugar content measured by HPLC revealed significhfierences (Figure 47A)
between the triple null form and the normal formTeémie. The waxy triple null form had
less starch than the normal form of Tremie, 531 gnBW and 560 mg/g DW (P-
Value=0.013) respectively, but had more sucrosé: 8g/g DW and 6.2 mg/g DW (P-
Value=0.013) respectively. The glucose content he tvaxy triple null form was not
significantly different than that of the normal ioiof Tremie.

The sucrose synthase activity was measured anghdicant difference between the
normal form and the waxy triple null form was netic(P-value=0.049) (Figure 47B). The
activity of this enzyme in the triple null form wagreased by 20.2% whereas on the gel the
spot volumes were increased by an average of 53%®a&e activity was also measured in

these two forms and no significant difference watednined (Figure 47B).

E. DISCUSSION

The different NILs showed only a few differencesnpared to the normal form of
Tremie. The similarity in the response for the Ntiampared to the normal form of Tremie
was much higher than expected from the observesl l@visogenicity 87.5% between near

isogenic BC3 lines. Using DArT and marker assisteléction, each lines had reached at least
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96% of isogenicity. Only 60 spots (3%) out of aataif 1852 varied significantly with respect
to the albumin-globulin fraction and only 20 (1.58&jt of a total of 1298 varied significantly
in the amphiphilic fraction. The proteins identifiby mass spectrometry are primarly related
to starch and sugar metabolism and storage mesamolut also included some proteins
involved in stress and defence metabolism suclegsns, which were down-regulated in the
albumin-globulin fraction as well as in the amphijghfraction. Heat shock proteins were
either down-regulated or differentially expressddpending on the NILs. These stress and
defence metabolism proteins help to maintain thridareation of the enzymes in response to
a stress (Garavaglia et al.,, 2009). This resulticatds that a waxy kernel could be less
adapted to stress than a normal kernel.

A putative late embryogenesis abundant proteinaaddsiccation-related protein were
also shown to be differently expressed in the tiffié near isogenic forms. These proteins are
linked to tolerance to cellular dehydration (Hurideark and Hincha, 2008). A dimeric alpha-
amylase inhibitor was down-regulated in the neagesic forms compared to the normal
form of Tremie. This protein is involved in staremd sugar metabolism and prevents
breakdown of starch by alpha amylase (Wang eR@06). Previous studies showed that this
protein may be also involved in the defence agamstcts by preventing the digestion of
starch (Chrispeels et al., 1997).

Beyond the 60 spots that differed in the albumind globulins, three spots were
identified as serpins. These spots were down-régailap to 74% in the waxy null forms.
These proteins are mainly involved in responsettess in the wheat kernel endosperm
(Roberts and Hejgaard, 2008) by preventing enzynudidation in the cell. During the wheat
kernel development serpins are accumulated umibthin is fully dehydrated (Vensel et, al.

2005, Hurkman et gl2009). In regard to the serpin accumulation thed\¢buld not be as
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mature as the normal wheat kernel resulting in wefo protection against oxidation
phenomena.

Regarding the enzymes involved in the carbohydnatesbolism, AGPase is known
to be regulated by several ways; one large subwait decreased in the triple null form of
Tremie. AGPase is a key enzyme in the starch sgigtlpathway (Preiss, 1996). This enzyme
catalyzes the conversion of Glucose-1P and ATP iADP-glucose and inorganic
pyrophosphate (Pi). It is composed of two largeusits and two small subunits (Morell et
al., 1987). The AGPase large subunit is encodexthblogousAgp2 genes located on long
arm of chromosomes 1A, 1B, 1D about 80 cM fromdbetromere (Ainsworth et al., 1995).
Hence, the lower amount of one AGPase large sulmimiot associated to any linkage with
the Wx genes located on the chromosome 4A, 7A and 7D. éffmymatic assays did not
reveal any significant differences in the actiwitythis particular enzyme in the triple waxy
null form compared to the normal form of Tremiegiiie 47B). During the wheat grain
development this enzyme is expressed during the @jting to accumulate starch and then
decreases until the grain is fully mature and dedied (Vensel et al2005; Hurkman et al.
2009). Even if our observations have been obtaired mature kernels, the decrease (down-
regulated by 35% on 2DE) of this major enzyme ke $tarch metabolism could indicate a
decrease of the ADP-Glucose amount involved insthech synthesis, decreasing the starch
content for the waxy endosperm as compared todheal wheat kernel. This hypothesis was
confirmed by the measurement of starch conterttertriple null form of Tremie, which was
slightly lower (5.3%) than in the normal form (Frgu47A).

The sucrose synthase commonly catalyzes the rblemonversion of sucrose with
UDP to UDP-glucose and fructose but can also, tarb&ophic tissue, catalyze the reversible
conversion of sucrose with ADP to ADP-glucose amnidtbse (Baroja-Fernandez et al., 2003;

Munoz et al.,, 2005). The sucrose synthases werarshio be up-regulated in the NILs
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Table 21.Grain and starch granule characteristics for theywriple null isogenic form and the normal forimTeemie.

Name Thousand kernel weight Average size of the Type Type A granules Type B granules Type C granules Protein quantity
(9) A granules (um) (Volume in %) (Volume in %) (Volume in %) (mg/grain)
Normal (ABD) 51.13 +£0.39 26.28 £ 0.92 84.13+1.1 15.28 £1.05 0.59 £ 0.05 5.34 £0.04
Waxy triple null (nAnBnD) 49.28 £ 0.43 20.61 +£0.22 74.03 £0.08 24.19 £0.08 1.79+0.01 5.29 £ 0.046
Probability of Difference® ok ok ik ik ik ns

a: ns: not significantly different ; ***: significantly different at p<0.001
Size of Type A granules is superior to 10um; size of Type B granules is between 2 and 10um; size of Type C granules is below 2um
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compared to the normal line of Tremie as well asirtenzyme activity and the sucrose
content (Figure 47A). The sucrose synthases wererted as increasing throughout wheat
grain development until grain dessication processngel et al. 2005). The wheat grain
metabolism at this last step of development wouldt 0 an oxidized state to spare any
resources available by generating NADPH generatdlde pentose pathway. This shift to the
pentose phosphate pathway is corroborated by the¥erpression of the fructose 1,6
biphosphate aldolase in the waxy and partially whblys compared to the normal line of
Tremie. This enzyme catalyzes the reversible tansition of fructose 1-6 biphosphate into
3 P-glycerate and dihydroxyacetone phosphate.

The glucose from ADP-glucose is polymerised in c$tainto two different
macromolecules: amylose synthetized by the GBSSaamdopectin synthetized by multiple
complexes such as the starch synthases and stamthing enzymes complexes. In the case
of the waxytriple null NIL, almost no amylose is formed and tenzymes involved in the
amylopectin synthesis were shown not to be affebiedull waxyalleles. This phenomenon
was already observed in maiz&eé& mayd..) (Grimaud et al., 2008). The absence of amylose
has an impact on the average size and the siz#bdigin of starch granules (Geera et al.,
2006). For example granules A (>10um) from triplél NIL had average diameter 21.6%
smaller than the average diameter of normal Treameé their cumulative volume in the
granule fraction was much lower as well (Table 2dyreover starch content and the TKW
were also lower in the waxy triple null NIL whichaw not the case for the amount of protein
per grain (Figure 47A and Table 21). These obsiEmsiton starch granules, TKW and starch
content indicate that starch granules have notezhthe normal size when amylose synthesis
is missing. The variation of the protein quantityserved in the enzymes associated with
starch and sucrose metabolism led us to proposerthgme mechanism, which could be

active in the waxy wheat kernel (Figure 48). Thecgke from ADP-glucose which is
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normally polymerised in amylose when GBSS is preseunld be converted to sucrose by
sucrose synthase in the watxiple null NIL. The high sucrose content 8.41 m@W, the
increase by 69 % of the sucrose synthase spot wlamd the increase by 20.2 % of the
sucrose synthase activity in the waxy triple nathgenic lines corroborate this hypothesis.
The above observations would indicate that paytialhd totally waxy wheat grains are
finishing their development sooner as comparetiéanbrmal wheat grain development.

The introgression of thregaxy null alleles in the agronomic cultivar Tremie riésd
in modifications mainly involving proteins from st& and sucrose metabolism but also those
involved in stress and defence. Amylose content reided to GBSS amounts as revealed
using proteomic approach on these NILs (Debitoal¢t2010). Further proteomic analyses

could be carried out using these isogenic linesquaarly during their grain development.
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Introduction a la seconde étude du protéome des higes waxy

Les changements observés sur I'expression des @szge la voie de synthése de
I'amidon chez les lignées isogéniques n’'ont pamede mettre en évidence des différences
entre les lignées isogéniques. Le métabolisme wtmes a été modifié quelque soit le nombre

d’alleles nuls exprimeés.

La différence entre les formes isogéniques intatvéssentiellement sur I'expression
des GBSS (codés par les gemexy) localisées dans et a la surface des granulesidbam
L’analyse de la fraction des protéines associégsgeanules d’amidon a donc été entreprise
afin de déterminer dans quelle proportion chacuee @BSS varie et quels effets sont

observables sur les autres enzymes associéesaudag d’amidon.

Ce second article met en évidence que contrairermextfractions des albumines
globulines et des amphiphiles, la fraction des g@nats associées aux granules d’amidon
posséde un nombre de protéines variant signifieatent beaucoup plus important. Ainsi 86
protéines sur les 352 présentes étaient exprimé&Esedhment en fonction des formes

isogéniques waxy.

Les variations les plus importantes ont pu étreenlEes pour les GBSS qui
représentent la majeure partie des protéines pessdans les granules d’amidon. Cependant
il est a noter qu'aucune enzyme de la voie de sgethde I'amylopectine n’a vu son
expression varier chez les lignées isogéniques waxy

L’étude des volumes de ces enzymes présentesssgele bidimensionnels a permis
de montrer la non additivité de I'expression dé&dknts genewaxy.

Par ailleurs, une corrélation entre le volume d&SSE, mesuré sur le gel, et le taux

d’amylose a aussi été mise en évidence.

Enfin, plusieurs protéines variantes ont été idiées par spectrométrie de masse

comme étant des produits de I'expression de laltellWx-D1b
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A. ABSTRACT

In bread wheatT(riticum aestivuni.), waxy genes are present at three 108Ix¢AL
Wx-BlandWx-D1J) and are responsible for amylose synthesis imgthm. Near isogenic lines
(NILs) of the agronomic cultivar Tremie with eithene, two or threavaxynull alleles were
used to study the genome response to these reliksalihrough proteomic analysis of starch
granule associated proteins of mature grain. Amibreg 352 spots that were revealed, 86
varied significantly between NILs. The main diffeces were observed for the granule bound
starch synthase (GBSS), product of wexygenes. A strong relation (R2= 0.94) between the
amount of GBSS per gram of starch granule and thglase quantity in the grain was
revealed through quantification of the GBSS in eldth The analysis of GBSS quantity for
each NILs invalidated the additive hypothesis fog expression of this enzyme WX-Ala
Wx-Dla Wx-B1lj (Wx-Dla Wx-Bla Wx-Alkand the normal form of Tremie. In addition,
four proteins identified as inactive GBSS were @ased (+144.9%) in the triple null isogenic
form compared to the normal form of Tremie. The rgilative variations of the proteins

present in starch granules support the idea oflatmy mechanisms between genomes.
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B. INTRODUCTION

Starch is the major component of the wheat grathiartomposed of starch granules
trapped in a protein matrix. Three classes of demoan be distinguished: type A granules
with a diameter greater than 10 um and a lenticshape, type B granules between 5 and 10
pum with a spherical shape and type C granules wdmielsmaller than 5 um. Starch granules
are composed of 28% of amylose, which is a linealenule of glycosyl monomers joined via
a-1,4 linkages, and of 72% of amylopectin, whichcamposed of glycosyl monomers of
which 5% are joined withu-1,6 linkages (Buléon et al. 1998; Denyer et al010 The
amylopectin is synthesized by the coordinated aatioa set of isoenzymes: starch branching
enzymes (SBE), starch synthases (SS) and starchAniéling enzymes (SDBE) (Morell et al.
1997, 2001; Tetlow et al. 2008; Hennen-Bierwageal .e2009). The formation of amylose is
mainly due to the granule bound starch synthase&S@&RBoded by thevaxygenes (De Fekete
et al. 1960; Nelson and Rines 1962; Tsai 1974) dante-Al, Wx-BlandWx-D1 (Echt and
Schwartz 1981; Murai et al. 1999). GBSS catalyze dlongation of the amylose molecule
using ADP-glucose. These enzymes are coded by teees located on the short arm of
chromosome 7A, on the long arm of chromosome 4Athadshort arm of chromosome 7D
(Yamamori et al. 1994; Yamamori and Endo, 19%axynull alleles have been found at
each of the three loci; in Kanto 107 wheat, whiatkk the Wx-Al1 and Wx-B1 proteins, and
in Bai Huo partially waxy wheat, which lacks the M4 protein (Nakamura et al. 1995).
These two lines were used as progenitors to olatdiomozygous hexaploid waxy wheat that
possesses the threeaxy null alleles (Nakamura et al. 1995). This homoaygyevheat was
then crossed with a French wheat cultivar, Trenuegbtain eight isogenic lines possessing
one, two, or threevaxynull alleles.

The proteins associated with starch granules amid tbles in the starch metabolism

are well defined (Smith 1999; Smith et al. 2003;pbt 2008). The effect of the wheat
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A
Allelic Composition
Name Lane Wx-Al | Wx-B1 | Wx-D1
Normal form ABD 1;5;10| a(¢¥) a(+) a(+)
. DB nA 2 b(-) a(+) a(+)
S'”%fm”“" AB nD 3 a(t) | a(® | b()
AD nB 4 a(+) b (-) a (+)
B nAnD 6 b() a(+) b ()
Doﬁglfn””" D nAnB 7 b | b() | a(*)
A nBnD 8 a(+) b(-) b()
Triple null form | nAnBnD 9 b (-) b (-) b (-)

B 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

5 LIS « WxD1b

Figure 49.Name, allelic composition (A) and SDS-PAGE (B}loé eight different near isogenic lines for eackhefthreavaxynull alleles in
the French wheat cultivar Tremie. Arrows indicdtte presence of the Wx-D1b protein that was fourg iongenotypes in which thé/x-D1b
allele was present. 1: Normal line; 2: DBnA; 3: ABi: ADnB; 5: Normal line; 6: BnAnD; 7: DnAnB; &nBnD; 9: Waxy triple null; 10:

Normal line.
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(Triticum aestivuni.) waxy null alleles on the starch composition and flotsperties was
also studied (Miura et al. 1999; Yamamori et aD@0Graybosch et al. 2003) but their effect
on the enzymes of carbohydrate metabolism is ndit km@wn. In analyzing the enzymes
present within starch granules the aim of the priestidy is to understand the response to the

waxyalleles cumulated in the cultivar Tremie usingt@omic approach.

C. EXPERIMENTAL

1. Plant material

A homozygous progenitor possessing thwesxy null alleles was created using the
partial waxy mutant Kanto 107 (K107), which lacke tWx-Ala and Wx-Bla proteins, and
Bai Huo (kindly provided by Dr Jia G. CAAS, Beijijpgwhich lacks the Wx-D1a protein
(Nakamura et al. 1995). This progenitor was crossiti the French cultivar Tremie. Eight
isogenic lines with homozygous null alleles at @itbne, two or three loci of theaxygenes
with the genetic background of the cultivar Tremweere created (Figure 49A).
Developpement of the BC2 and BC3 were assisted 86tt5SR and 972 diversity arrays
technology (DArT) markers (Pty Ltd, Yarralumla, Awadia) to increase the isogenicity of
each isogenic lines with the recurrent Tremie parBne different isogenic lines had reached
from 96 to 99% of isogenicity using DArT markersdamarker assisted selection. The BC3
self-pollinated lines were grown in greenhouse daooms in 2008 with control temperature,
day/night normal light, fertilizer plus full fungabe protection.

Mature grains of the BC3 self-pollinated NILs Dfiticum aestivuncyv. Tremie were used to
study the effect of the thregaxy null alleles on the enzymes associated to starahudes

using a proteomic approach.
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2. Purification of starch granules

Purified starch granules were obtained from maguegn for each of the eight NILs
using the procedure describe by Bancel et al. (RG&fains were milled by hand and soaked
overnight in 1 mL of ultra pure water. Bran fragrteewere separated using a gravity gradient
with an 80% cesium chloride (w/v) solution. The lpesl were then washed twice for 30
minutes with 1 mL of a Tris SDS (sodium dodecyffatd) buffer (55 mM Tris-HCI pH 6.8,
2.3% (w/v) SDS,1% (w/v) DTT (dithiothreitol), 10%/¢) glycerol) and then 3 times for one
hour. Sonication (Vibracell, VC50, Bioblock Scididj lllkirch, France) of each individual
sample was performed at 20 W for 20 seconds betweeh washing. The samples were
washed three times with water and then twice wgth gold acetone. The purified extracts

were finally dried at room temperature and storte@@°C.

3. Protein extraction for one dimensional electrophorsis

The specific extraction of GBSS for one dimensioglactrophoresis screening was
performed as previously described by Caballerol.eina2008 on 20 mg of purified starch
granules. A 250 pl solution containing 62.5 mM THiEI pH 6.8, 2.3% (w/v) SDS, 1% (w/v)
DTT, 10% (v/v) glycerol, 0.02% w/v bromophenol blwas added to the purified granules.
This mixture was heated for 5 minutes in boilingt@vaand cooled in ice for 5 minutes. The
tubes were then centrifuged for 15 minutes at 14008 10 pl sample of the supernatant was
loaded on SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyaamde gel electrophoresis) T=12%
C=0.44% and migration was performed at 30 mA péfaeth30. Proteins were revealed by
silver staining using the PlusOne Silver Staining fidr proteins (GE Healthcare, Uppsala,

Sweden).
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4. Protein extraction for two-dimensional electrophoresis

Proteins were extracted twice using 1 g of purifgdrch granules for each NIL. The
procedure was adapted from that of Bancehlet2010. After the swelling of the starch
granules and the precipitation of the protein amghass with a TCA 30% w/v in acetone, the
obtained pellets were cut into four, crushed in@tar and divided into Eppendorf tubes to
facilitate solubilization in 1 ml sucrose solutiecontaining 0.1M Tris HCI buffer, pH 8.0,
30% (w/v) sucrose, 2% (w/v) SDS, and 5% (v/v) 2abetercaptoethanol. After one hour of
solubilization, 500 ul of phenol (Tris buffered, @40, Sigma, St. Louis, MO, USA) was
added and vortexed for 5 minutes then centrifugeti7gD00 g for 5 minutes at 20°C. The
upper phase was placed in a new tube, five volumh@€1M ammonium acetate in methanol
were added and the solution was stored at -20°@higld to allow the proteins to precipitate.
The pellet containing the proteins was then camgatl and washed twice with the ammonium
acetate solution and twice with an ice cold 80%ta@ee solution. The pellet was dried and
solubilized in a buffer (CHAPS (3-[(3-cholamidopyblimethylammonio]-1-
propanesulfonate) 4%, Urea 7 M, Thiourea 2 M, IR@(obiline pH gradient) buffer pH 3-
11 NL 1% and DTT 70 mM), before isofocusing. Thetpm concentration was measured

using Bradford assay (Sigma, St Louis, MO, USA).

5. Two-dimensional electrophoresis

The 24 centimeters immobiline pH gel strips (pH 13lIL) (GE Healthcare, Uppsala,
Sweden) were rehydrated overnight at room temperatith 450 pl of rehydration solution
(CHAPS 4%, Urea 7 M, thiourea 2 M, IPG buffer (pMBNL) 1%, DTT 70 mM) containing

the protein extract (100ug). Isofocusing was cdroet until 90 kV-hour at 20°C with an
Ettan IPGphor 2 unit (GE Healthcare, Uppsala, SwedEhe proteins were equilibrated for

15 minutes in a solution (Urea 6 M, Tris-HCL 50 npW 8.8, glycerol 30% and SDS 2%)
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containing 1% of DTT, and were then alkylated f& finutes in the same solution
containing 2.5% of iodoacetamide. The strips wegodited on SDS polyacrylamide gel with
the following parameters: T=14%, C=2.1%. Gels wstained overnight with colloidal

Coomassie Brilliant Blue G250 stain.

6. Image analysis

Two replicates of two extracts were performed facteof the eight NILs. Gels were scanned
using a GS-800 scanner and Quantity One Softwarg® Richmond, VA, USA). Images
were analyzed using Samespot v3.2 (Nonlinear DyesmUK). The spot volume,
corresponding to the intensity of the spot integplabn its surface, was normalized and
standardized by the software for each replicatesthef eight NILs. The standardized
normalized procedure allowed possible variationsveen gels such as gel staining and
scanner settings to be corrected. This procedumeved performing precise qualitative
(presence/absence) and quantitative comparisonebatithe NILs. The statistical tests were
performed on the standardized normalized volumksileded by the software Samespot v3.2
on the basis that the total spot volume from gejebshould be equal since the same amount
of proteins was loaded. Proteins were considerguifgiantly different when the p-value of
the ANOVA test was < 0.05, with at least a 2-foiffestence of standardized normalized

volume and with a g-value under 0.05 that allowaddd positive results to be distinguished.

7. Protein identification

The protein spots were excised manually from 2 ¢E g of protein extract/gel).
The spots were destained with two solutions (25 MINYHCOs, 5% acetonitrile for 30 min
and 25 mM NHHCO;, 50% acetonitrile twice for 30 min). The spots elehydrated in

100% acetonitrile and dried, 100-200 ng of trypSitb11, Promega, Madison, WI, USA)
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were added depending on the spot volume. Digestas performed overnight at 37°C. The
peptides were then extracted using 8-15 pl of adtelle. The mixture was sonicated for 5
minutes and 1 ul of peptides were loaded onto té. M target. The matrix solution (5mg
ml™ a-cyano-4-hydroxycinnamic acid in 50% acetonitritedad.1% trifluoroacetic acid) was
added immediately and allowed to dry at room temijpee. Peptide mass fingerprinting was
performed using a Voyager DE-Pro model of MALDI-T@fass spectrometer (Perspective
BioSystems, Farmingham, MA, USA) in positive-iofleetor mode. External calibration was
performed with a standard peptide solution (ProiXo&) LaserBio Labs, Sophia-Antipolis,
France). Internal calibration was performed usiegtples resulting from auto-digestion of
trypsin. Monoisotopic peptide masses were comptrédiridiplantae/ nrNCBI (06/2009, 1

201 934 seq) protein sequence databases (http:/fmalwnim.nih.gov/Databagefusing

MASCOT 2.2 software/http://www.matrixscience.comnhttp://www.matrixscience.com/p

last accessed June 2009 as described by Merliab €009); the only difference from the
Mascot search parameters was partial carbamidoagty instead of partial
pyridylethylation. The monoisotopic peptide masseese also used for the interrogation of
the database/est wheat/ The Triticum aestivumEST (Expressed Sequence Tag) databank
(/lest wheat/)was computerized using the SRS (Sequence Retri8ysiem) from EBI

(http://srs.ebi.ac.ukfusing a home-made PERL program that follows asital SRS request

[ ((([embl-Division:pin]) & [embl-Class:est]) & (Jmbl-Organism:Triticum] & [embl-
Organism:aestivum])) ]. Partial CDS were also adaethe EST databank. With Version 99
of EMBL, we extracted 1 058 516 sequences. The evliatabank was masked (strong

masked) against Univec 5.1 (ftp://ftp.ncbi.nih.gowd/UniVec) and then cleaned for

polyA/T and vector contamination; and again maglsedt masked) against the Transposable

Element data bank TREP 10.0 (http://wheat.pw.usdd.-tMI/Repeats). Masking was

performed using Repeatmasker software (using theossematch  engine)
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(http://www.repeatmasker.o)g/Expressed sequence tags were then blasted aganGBI
to get an identification.

Peptide mass fragmentation was obtained by lon -M8p (LCQ DECA,
ThermoFisher, Les Ulis, France). The system LC-MSM@ various parameters allowing

protein identification with MS-MS spectra are ddésed in detail in Merlino et al. (2009).

8. Amylose determination

Amylose determination was achieved using dual vength iodine binding technique
developed by Zhu et al. (2008). Wholemeal floumg) was weighted into 50 ml conic tube.
Ethanol (1 mL) was added to the sample. Then, 10frlN sodium hydroxide solution was
added to solubilise wholemeal flour. After 1 hodragitation, 1 ml of this solution was
transferred into 100 mL volumetric flask. Water (®l.) was added and hydrochloric acid
(0.1 N) was used to titrate the solution to neuffake pH was followed using pH-meter. Then
2 mL of 0.2% iodine solution (2 g potassium iodated 0.2 g of iodine diluted to 100 mL
with distilled water) was added and the volume ahple was adjusted to a fixed volume
(80ml). Solution was allowed to sit 30 min to fullevelop color and finaly difference
between absorbance values at 620 nm and 510 nm wserk for amylose determination.
Standard curves were established using differeamttibons of amylose and amylopectin

purchased from Fluka Analytical (Sigma Aldrich, Bbuis, MO, USA).

D. RESULTS

1. One dimensional gel electrophoresis

Migration on the SDS-PAGE gels of the starch grasalssociated proteins enabled us

to distinguish the different NILs possessing omwep br three bands corresponding to the
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expression of the Wx-Ala, Wx-Bla and Wx-D1a prateifhe slowest band corresponded to
the Wx-Ala protein, and the two other bands migratilose to one another corresponded to
the Wx-Dla and the Wx-Bla protein, respectivelyg@re 49B). This gel also displayed a
light band located lower than the three waxy prigesn the NILs ABnD, AnBnD, BnAnD,
nANBND. This fast moving band could be relatedhe YWx-D1a protein because when this
protein was absent, the band was present. This bauld be the Wx-D1b protein, which is

an inactive form of GBSS as previously reported/bipten et al. in 1999.

2. Protein variation on the 2DE gels

Proteomic analysis performed on 32 2DE gels (4 getsnear isogenic form) revealed
352 protein spots (Figure 50). ANOVA revealed ®B@tspots (24.4% out of the 352) differed
significantly among the 7 NILs and the normal aati Tremie using a p-value<0.05, a g-
value<0.05 and at least a 2-fold difference as @ecee criteria as described in the
experimental section. These 86 spots were widetpealsed over the entire gel; located
between 21 kDa and 119 kDa with respect to theleoubar weight (MW) and 5 and 11 with
respect to their isoelectric point (pl). These pmat varying were found in the different NILs
and were not preponderant for the waxy triple hotin in response to the absence of the
major proteins expressed in starch granules. Mo t75% of spots remained not
significantly varying in the near isogenic forms.

Hierarchical clustering analysis (HCA) revealed enidifferent groups of proteins.
Analysis clearly revealed that the groups weredthko the expression of the three different
waxy proteins. One group of two proteins was asdedi to the Wx-Ala protein in the
different NILs (Figure 51 group 1). Another group I proteins was associated to the
expression of the Wx-Bla proteins (Figure 51 graupnd finally a group of 12 proteins was

related to the expression of the Wx-D1a proteinguiie 51 group 3). The five other groups
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were attributed to one particular NIL with resptxall the others. Twenty two proteins were
increased in the BnAnD form (Figure 51 group 7) afsb 10 in the DBnA compared to the
other near isogenic forms and normal form of Tre(Rigure 51 group 8). Another set of 5
spots (Figure 51 group 6) was increased in the isegenic forms containing the Wx-D1la
proteins and at least omeaxynull allele. One group of 10 proteins (Figure Saup 5) were
increased in the triple null form only. Another gpoof 11 proteins (Figure 51 group 4) were
significantly augmented as well in the forms havihgwaxy null allele for the genome D.

The last set, composed of two proteins, showedstmduishable profiles.

3. Protein identification

Protein identification revealed a high number aftpins linked to starch metabolism.
As expected, granule bound starch synthases, wstirbed in Bancel et al. (2010), (spots
853, 881, 889, 900, 903, 906, 907, 908, 912, 924, 942, 953, 955) were revealed as the
major proteins whose quantity varied among theediffit NILs (Figure 50). The Wx-Ala
proteins represented 20.5% of the total volumehefdtarch granule proteins revealed on the
AnBnD gel. Wx-Bla proteins represented 32.8% onBh&nD gel and Wx-D1a proteins
represented 44.6% of the total volume on the DngaB

Proteins identified (Table 22) as Starch synthdskesand I-2 (spots 788, 789, 790,
793, 796, 820 and 819 respectively), starch syeth#sA, II-B and II-D (spots 710 and 742,
745, 750, 752 and 707, 713, 715, 719, 726 resmgliand Starch branching enzymes lla
and Ilb (spots 757, 758, 760, 767 and 754, 761, 7&®3® respectively) did not vary
significantly among the different NILs.

Two serpins were identified (spots 1188 and 1228) did not vary significantly

among the different NILs.
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Table 22 Protein identification using mass spectrometrylNDATOF and MS-MS. Spots identified using the MS-M8hnique are denoted MS-MS. Two spots denoted
Wx 903 and Wx 906 correspond to spots that weradan the GBSS zone in the triple null waxy isogefoirm.

Number of
matched
Spot number  Database Taxonomy Reference Protein name Mascot score  E value Coverage peptides Theorical ~ Theorical pl
rate (number of mass value value
unmatched
peptides)
442 Viridiplantae Triticum aestivum gi|4760582 Starch synthase (GBSSI) 137 2.00E-08 36% 19 (31) 66303 7.08
444 Viridiplantae Triticum turgidum subsp. Durum 0i|6624287 Starch synthase (GBSSI) 79 0.013 24% 13 (37) 66185 7.08
445 Viridiplantae Triticum aestivum gi|4760582 Starch synthase (GBSSI) 88 0.0015 23% 11 (18) 66303 7.08
448 Viridiplantae Triticum aestivum gi|4760582 Starch synthase (GBSSI) 106 2.50E-05 32% 16 (34) 66303 7.08
451 Viridiplantae Triticum aestivum gi|4760582 Starch synthase (GBSSI) 154 3.90E-10 31% 20 (30) 66303 7.08
465 Viridiplantae Triticum aestivum 0i|11037536 Granule bound starch synthase | 107 2.00E-05 32% 16 (34) 66284 6.81
695 Viridiplantae Aegilops tauschii 0i|45533909 HMW glutenin subunit 71 0.08 33% 5(10) 15779 5.39
707 Viridiplantae Triticum aestivum 0i|82943648 Starch synthase II-D 122 6.20E-07 20% 19 (31) 86890 6.14
710 Viridiplantae Triticum aestivum 0i|82943644 Starch synthase II-A 147 2.00E-09 25% 21 (29) 87224 6.14
713 Viridiplantae Triticum aestivum 0i|82943648 Starch synthase II-D 113 4.90E-06 23% 18 (32) 86890 6.14
715 Viridiplantae Triticum aestivum 0i|82943648 Starch synthase II-D 214 3.90E-16 34% 26 (24) 86890 6.14
719 Viridiplantae Triticum aestivum 0i|82943648 Starch synthase II-D 183 4.90E-13 34% 25 (25) 86890 6.14
726 Viridiplantae Triticum aestivum 0i|82943648 Starch synthase II-D 221 7.80E-17 33% 31 (21) 86890 6.14
742 Viridiplantae Triticum aestivum 0i|82943646 Starch synthase II-B 94 0.00043 18% 16 (34) 86741 6.27
745 Viridiplantae Triticum aestivum 0i|82943646 Starch synthase II-B 275 3.10E-22 44% 32 (18) 86741 6.27
749 Viridiplantae Aegilops ventricosa 0i|7188718 y-type high molecular weight glutenin subunit 73 0.048 29% 7(27) 19683 8.64
750 Viridiplantae Triticum aestivum 0i|82943646 Starch synthase II-B 139 1.20E-08 24% 20 (20) 86741 6.27
752 Viridiplantae Triticum aestivum 0i|82943646 Starch synthase II-B 232 6.20E-18 40% 27 (23) 86741 6.27
754 Viridiplantae Hordeum vulgare gi|3822022 Starch branching enzymellb 120 9.80E-07 21% 18 (32) 93543 571
757 Viridiplantae Aegilops tauschii 0i|13447950 Starch branching enzymella 98 0.00016 21% 16 (34) 92550 5.58
758 Viridiplantae Triticum aestivum 0i|222353108 Starch branching enzymella 145 3.10E-09 25% 21 (29) 92948 55
- y . 1,4-alpha-D-glucan 6-alpha-D-(1,4-alpha-D-
760 Viridiplantae Triticum aestivum gi|1620662 85 3.50E-03 17% 10 (22) 83389 5.59
glucanotransferase)

761 Viridiplantae Hordeum vulgare 0i[3822022 Starch branching enzymellb 108 1.60E-05 17% 18 (50) 93543 571
763 Viridiplantae Hordeum vulgare gi3822022 Starch branching enzymellb 80 0.0096 16% 15 (35) 93543 571
767 Viridiplantae Triticum aestivum 0i|13447952 Starch branching enzymella variant 151 7.80E-10 28% 21 (29) 87375 5.37
769 Viridiplantae Hordeum vulgare 0i[3822022 Starch branching enzymellb 92 0.00055 10% 9(5) 93543 571
778 Viridiplantae Aegilops tauschii 0i|46981764 HMW glutenin subunit Dty10 102 6.20E-05 38% 9(18) 27040 8.2
779 Viridiplantae Aegilops tauschii 0i|46981764 HMW glutenin subunit Dty10 112 6.20E-06 38% 9 (13) 27040 8.2
788 Viridiplantae Triticum aestivum 0i|9369334 Starch synthase I-1 243 4.90E-19 43% 25 (16) 70960 5.76
789 Viridiplantae  Triticum turgidum subsp. Dicoccoides 0i|6624283 Starch synthase (GBSSI) 99 0.00012 22% 10 (40) 66982 7.49
790 Viridiplantae Hordeum vulgare gi|7188796 Starch synthase | 146 2.50E-09 33% 20 (30) 70471 5.76
793 Viridiplantae Triticum aestivum 0i|9369334 Starch synthase I-1 120 9.80E-07 31% 17 (33) 70960 5.76
796 Viridiplantae Hordeum vulgare 0i|7188796 Starch synthase | 110 9.80E-06 30% 17 (33) 70471 5.76
819 Viridiplantae Triticum aestivum 0i|42560550 Starch synthase 1-2 7 0.022 15% 8 (13) 70960 5.83
820 Viridiplantae Hordeum vulgare 0i|7188796 Starch synthase | 107 2.00E-05 23% 12 (12) 70471 5.76
924 Viridiplantae Triticum aestivum gb|AAG27624.1|AF286320_1 Granule bound starch synthase | 92 0.00057 24% 13 (26) 66284 6.81
968 Viridiplantae Triticum aestivum 0i|4588609 Granule-bound starch synthase precursor 201 7.80E-15 40% 25 (50) 63226 8.84
970 Viridiplantae Triticum aestivum gi|4588609 Granule-bound starch synthase precursor 159 1.20E-10 38% 21 (29) 63226 8.84
971 Viridiplantae Triticum aestivum 0i|4588607 Granule-bound starch synthase precursor 94 0.00043 22% 12 (16) 62647 7.86
977 Viridiplantae Triticum aestivum 0i|4588609 Granule-bound starch synthase precursor 143 4.90E-09 37% 20 (30) 63226 8.84
1047  estwheat Triticum aestivum 0i|215398470 Globulin 3 106 1.60E-04 51% 10 (27) 66310 7.78
1158 Viridiplantae Triticum aestivum AF250137 Mutant granule bound starch synthase I (waxy) mRNA 80 0.058 25% 12 (29) 58896 5.6
1159 Viridiplantae Hordeum bogdanii gi[48716089 Granule bound starch synthase | 79 0.012 22% 10 (18) 66228 6.16
1165 Viridiplantae Triticum aestivum 0i|11037536 Granule bound starch synthase | 76 0.026 28% 13 (47) 66284 6.81
1170 Viridiplantae Triticum aestivum gi|4760582 Starch synthase (GBSSI) 84 0.0043 19% 9 (41) 66303 7.08
1188 Viridiplantae Triticum aestivum gi|871551 Serpin 76 0.023 36% 10 (40) 43091 5.6
1205  est wheat Triticum aestivum 0i|215398470 Globulin 3 100 0.00063 46% 6(22) 66310 7.78
1209  est wheat Triticum aestivum 0i|215398470 Globulin 3 92 0.0037 28% 6 (14) 66310 7.78
1223 Viridiplantae Triticum aestivum 0i|1885350 Serpin 81 0.008 27% 7(43) 43006 5.44
1224  est wheat Triticum aestivum 0i|11037536| Granule bound starch synthase | 100 0.00064 55% 8(17) 66326 6.81
1258 Viridiplantae Triticum aestivum 0i|391929 RNA N glucosydase 152 6.20E-10 63% 13 (18) 29594 9.7
1307 Viridiplantae Triticum aestivum 0i|11037536 Granule bound starch synthase | 61 0.8 13% 8 (13) 66284 6.81
1343 Viridiplantae Triticum aestivum gi[225042 Alpha amylase inhibitor 79 0.012 51% 8 (42) 19621 6.77
1158""° viridiplantae Triticum aestivum QIS7N5 Granule-bound starch synthase 349 2.96E-43 - 4 66270 7.49
837" viridiplantae Triticum aestivum AF286320 Granule Bound starch synthase 148 3.13E-20 - 3 66326 6.81
841" viiridiplantae Triticum aestivum B3VOH7 Waxy 105 2.13E-16 - 2 66526 75
Wx 903 Viridiplantae Triticum aestivum 0i[32400764 Beta amylase 114 3.90E-06 55% 13 (37) 30872 8.6

Wx 906  est wheat Hordeum vulgare P82993.1 Beta amylase 116 1.60E-05 62% 11(39) 59639 5.66
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Seven proteins increased in the triple null neagesic form compared to the normal
form of Tremie were identified. Four of them (sp&88, 970, 971, 977) were increased by
respectively 210%, 173.3%, 116.4% and 80% comptrdte normal form of Tremie and
were identified as inactive GBSS, product of Wie-D1bgene. Two other proteins (spots 837
and 841) were identified as GBSS | (Wx-Ala proteifihis unexpected result can be
explained by the fact that the sequences of theAd&protein and of the Wx-Alb protein are
very similar and the peptides used to identifyspet were common to the two proteins. The
last protein (spot 1343) was increased by 348.8% \aas identified as an alpha amylase
inhibitor.

Six proteins (spots 442, 444, 445, 448, 451, 468)ewdecreased by an average of
70% in the NILs AnBnD, BnAnD, DnAnB, ABnD, ADnB arttie triple null form compared
to the normal form of Tremie and the DBnA form. $aeproteins were identified as GBSS
and were located at a molecular weight of 110 kirdch is almost twice that of the 59 kDa
weight of GBSS in wheat. GBSS have never been tegpon a dimerized form. Such
erroneous identification would probably result fraontamination by the high amount of
GBSS which caused a smear at the top of the getemiese six spots of 110 kDa were
located. Unfortunately no protein mixture resulbexn the MS profile of any of them.

Seven proteins were increased in the BnAnD formpamed to the other NILs. Four
of them (spots 695, 749, 778, 779) were increased4®.5%, 251.2%, 158.7% and 349%
respectively and were identified as high molecwarght glutenin subunits. The other three
proteins (spots 1047, 1205, 1209) were increasetBBy1%, 106% and 101.3% respectively

and identified as globulin 3.
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Another group of five proteins (spots 1158, 115963, 1170 and 1307) were
augmented in the forms possessing normal GBSS edcatdthe Wx-D1 locus and at least
onewaxynull allele at another locus. The spots were ifiedtas GBSS.

Two proteins (Wx 903 and Wx 906) excised from g#lshe triple null near isogenic
form in the area where the GBSS were focused, \whetified as beta amylases. These
proteins may be also expressed in the other negetsc forms but the GBSS masked them
and quantification was thus impossible.

One RNA N glycosidase (spot 1258) was also idettifibut the expression of this

protein could not be linked to a particulaaxynull allele.

E. DISCUSSION

Proteins involved in starch metabolism and knownpkay a role in amylopectin
synthesis did not differ significantly between thiks and the normal form of Tremie. Starch
synthases I-1 and I-2, starch synthases II-A, 8l 1I-D and starch branching enzymes lla
and IIb remained qualitatively and quantitativelychanged. As shown in cor@Zda Maize
L.) by Grimaud et al. 2008, these enzymes are agulated by thewaxy null alleles,
confirming that the amylopectin formation pathwaynpt affected by lack of either one, two,
or threewaxyalleles.

The main qualitative variations (presence/absemc@yotein expression in the NILs
were related to the three different waxy proteifbe proportion of the cumulative spot
volume corresponding to the GBSS found in the nofforan was 50.1% (Figure 50). This
proportion is much lower than the value (85 to 90%ported by Bulleon et al. in 1998. It
should be noted that not only the major spots spording to the three bands on 1D gel were

identified as GBSS on 2DE gels. Indeed, many athaall spots have already been identified
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as GBSS on 2DE gels (Bancel @t 2010) and these spots may account for partisf t
difference. Concerning the other NILs, those pasegsonly onewaxy null allele (ABnD,
ADNnB and DBNnA) had a total volume of GBSS of 43.748,6% and 50.6% respectively. In
lines possessing tweaxynull alleles, the cumulative volume of GBSS di#figérconsiderably
depending on the form. In the DnAnB form, the vokuaf the GBSS spots represented 44.6%
of the total amount deposited on the gel, whicasisnuch as the volume of the GBSS spots in
the single null NILs. The two other double null SIIAnBnD and BnAnD had a cumulative
volume of 20.5% and 32.8%, respectively. The DnArdar isogenic form appeared to be
closer to the single null near isogenic forms mmte of the quantity of GBSS expressed. The
waxy triple null NILs showed 8.4% spot volume iret®BSS area. This percentage can be
explained by some small and faint spots focusingyigmparticular gel zone.

The GBSS are mainly responsible for the synthelsamylose in endosperm and may each
account for a different amount of amylose in thairgr The proteins focusing in the GBSS
area were essentially identified as GBSS. The tpiahtity of these proteins focusing in the
GBSS area as measured on 2DE gels and expressgrhpepf starch granules vary between
13.5ug and 122.6ug. This quantity was highly catesl with the amount of amylose using
polynomial regression (Figure 52). In 1999, usimydel electrophoresis and amylose assay
with the colorimetric iodine method, Miura et abrdonstrated that the amount of amylose
synthesized by the three different genes diffeeed that Wx-Ala protein produced less
amylose than Wx-D1a and Wx-B1la. In their study, Bba proteins were responsible for the
most amylose synthesis in the grain (21-22%) coatpts Wx-Dla (20-21%). In the present
study, results obtained in the different NILs oEiftie using a proteomic approach, revealed
that Wx-Ala proteins were also less effective compdo the Wx-Bla and Wx-D1a but that
Wx-Dla proteins produce more amylose than Wx-Blas Tifference may be due to the

genotype used to create the NILs.
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Measuring the different levels of expression of GB# the double null NILs
(AnBnD, BnAnD and DnAnB) made it possible to estimthe level of expression of GBSS
in the other partial waxy forms under the hypothedian additive effect. Figure 53 presents
the different GBSS quantity in the near isogenitn® and their estimated quantity under the
additive hypothesis. The estimated values werechasghe GBSS quantity measured on the
2DE gels for the double null near isogenic forms.(AnBnD, BnAnD and DnAnB). The
ABnD form had an estimated GBSS quantity close hat tobserved on the 2DE gels,
indicating that theA/x-Alaand Wx-Blaalleles do have an additive effect. However in the
three following forms, i.e. normal (ABD), ADnB ardBnA, the estimated quantity was
higher than the measured quantity of GBSS. Theagsfisiant differences were due to the
unexpectedly high quantity of the Wx-D1la proteilmsthese three near isogenic forms, the
quantity of GBSS is thus not additive. This findinglicates that the expression of the
different waxy genes would be regulated by a mechanism which dvibmiit the amount of
GBSS encoded byx-D1a This regulation remains to be analyzed.

The four proteins increased in the triple null nesrgenic forms compared to the
normal form of Tremie were identified as inactivargule bound starch synthase and reported
as the Wx-D1b protein in the NCBI databank (gi43886 This identification resulted from
the matching of four specific peptides of this matar Wx-D1b protein. This protein lacks
the N terminal end of the active form of the Wx-Dpeoteins. The second glycosyl
transferase domain is truncated and explains thetivity of the protein. These four inactive
GBSS proteins were located at the same moleculaghivas the band shown on the 1D gel

for the NILs possessing thgx-D1ballele (Figure 49B).
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In the waxy triple null near isogenic form, two &deimylases were also found on 2DE
gels in the area where the GBSS migrate. Theseipsoinvolved in the starch degradation
were already identified by Bancel et al. in 201G @armal starch granule.

Some high molecular weight glutenin subunits, whattould have been removed
during the washing steps, were also revealed farésent in the NIL BnAnD. These proteins,
which are known to present be in the protein maurounding the starch granules, appear to
be more tightly bound to the starch granules inBhAnD form than in the other NILs.

In conclusion, the proteomic approach used on itlet elifferent NILs for the three
waxy null alleles enabled us to identify qualitativedaquantitative variations in the proteins
associated with starch synthesis. Variations imthén GBSS spots showed a correlation with
the amylose content of the different lines. Wx-Ddateins were revealed to be more
abundant than the waxy proteins encoded at theotiver Wx-AlaandWx-Blaalleles. These
Wx-D1la proteins had the highest impact on amylgséhesis in the wheat endosperm. Based
on the results of our study of the double null Nlasly two genes, Wx-Al and Wx-B1, were
additive while Wx-D1 was not. Further analysis lodé regulation mechanisms involved in the
expression of the threavaxy genes would first require focusing on their respec
transcriptional and proteomic expression duringcstaaccumulation, and second analysing
and comparing their promoter sequences. Such ststi@uld elucidate the higher expression
of Wx-Dlaallele. This favourable allele also could be tfangd through homeologous
recombination on the short arm of chromosome 7Al Earomosome substitution and
duplication, using nullitetrasomic lines did noveal any dosage effect, particularly for nulli
7A tetra 7D line (Miura and Sugawara 1996). Tracslmn of 7DS segment using
homeologous recombination on 7AS of the 7DS segmemttaining theWx-D1 locus,

without any other 7D genes encoding enzymes agedci® starch synthesis, would be
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interesting to be tested in order to increase aseylontent. Such a recombination -which
was successfully used for til&&u-D1 locus on group 1 chromosome (Dumur et al. 2009)-
would make it possible to obtain a double dosag#hisfhigh yielding GBSS. This could be a
complementary approach to increase the quantitamoylose in the grain without using
genetically transformed lines for the enzymes Hratassociated with amylopectin synthesis

(Regina et al. 2006; Lafiandraadt 2008).
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Les programmes d’amélioration de la qualité du telgdre se sont essentiellement
concentrés sur la qualité boulangere et biscuiti€fes deux utilisations dépendent
essentiellement du taux de protéines, de la dufet€albumen et de la composition en
protéines de réserves.

Cependant ces criteres de sélection intervienne:t ntaniere indirecte sur
I'amélioration du blé pour la production de biodtbh En effet, cette nouvelle utilisation
dépend essentiellement du taux de sucres ferménesspouvant étre extraits des grains.
Ainsi I'amidon et sa composition apparaissent cométent les cibles principales de

I'amélioration du blé tendre.

Les objectifs de cette these étaient :

- de mettre en évidence les autres caractéristiqaemologiques favorablement
corrélées a la production de bioéthanol afin derfiouaux sélectionneurs de
nouvelles cibles pour améliorer le blé destiné gréaduction de biocarburant.

- d’étudier plus particulierement I'effet de la comsfimn de I'amidon grace aux
lignées isogéniques waxy (possédant un, deux os #iteles nuls des genes
codant pour les GBSS) sur le rendement en éthanaeedéterminer les

modifications de la voie métabolique de 'amidoezites lignées.

A. DETERMINATION D'UN TYPE DE BLE ADAPTE A LA
PRODUCTION DE BIOETHANOL

1. Le taux de protéines : indicateur de la quantité deucres fermentescibles

L’essai multilocal et pluriannuel a permis d’étudim ensemble de variétés francaises
choisies de maniere a présenter des différences ptusieurs des caractéristiques
technologiques du grain. Parmi ces variétés, cersagtaient connues des filieres brassicole et
maltiére pour avoir un bon rendement alcooliques€Cle cas de la variété Glasgow qui est
déja largement utilisée dans cette filiere. L'enskntdes variétés était donc déja relativement
adapté a cette transformation du blé. Ceci peuligeigy pourquoi les écarts relevés sur les
rendements en glucose et éthanol en kg/t et Litretetivement faibles entre ces variétés. En
effet, 'amplitude de variations pour le rendementglucose est inférieure a 60 kg/t et celle
pour le rendement en éthanol est inférieure a 80Hd prenant des variétés au hasard, les
écarts auraient été tres certainement plus impsrtadependant, malgré cette premiere

sélection, des difféerences de rendements en gluaisethanol entre les variétés
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francaises existent, et ont permis d'effectuer @malyse des facteurs potentiellement
impliqués dans ces rendements.

L’analyse des caractéristiques technologiques daiinga évidemment montré la
relation largement décrite entre le taux de pretiet les rendements en glucose et éthanol
(Smith et al., 2006 ; Swanston et al., 2007 ; Keadet al., 2008 ; Agu et al., 2009). En effet le
taux de protéines a été montré comme corrélé négadint avec les rendements en glucose et
éthanol de maniére significative dans 6 des 8 lidexI'étude. Ceci est évidemment a
rapprocher de la quantité d’amidon présente dagsai@ de blé car plus le taux de protéines
est important, plus la quantité d’amidon et doncsderes fermentescibles est faible. Les
variétés destinées a la production de bioéthanledb donc étre sélectionnées pour leur
faible taux de protéines ce qui est diamétralemepbsé aux objectifs de sélection des blés
destinés aux usages alimentaires. Cette nouvdikation du blé tendre nécessite par ailleurs
de changer les conditions de culture dans le baugthenter la taille du grain tout en
diminuant le taux de protéines. Ainsi la fertilisat azotée doit étre réduite afin d’éviter une
accumulation de protéines de réserves trop impiarian sein du grain de blé.

Cette caractéristique du grain est celle qui estpllass fortement corrélée aux
rendements en glucose et éthanol et permet d’appdéhn la quantité d’amidon pouvant étre

transformé en éthanol.

2.La dureté et la distribution des granules d’amidon: impacts sur l'efficacité
d’hydrolyse

L’analyse des régressions multiples a permis ddreneh évidence plusieurs autres
parametres ayant un effet sur les rendements enggiet éthanol. Ces parameétres concernent
principalement l'efficacité de transformation darntiidon en sucres fermentescibles puis en
éthanol. Ces caractéristiques technologiques camiméins des effets moins importants que
celui du taux de protéines qui reste la caractgustdu grain la plus déterminante dans le but
de I'amélioration du blé pour cette nouvelle uétisn.

Ainsi la distribution de la taille des granules midon et la dureté des grains ont un
effet sur les rendements en glucose et éthanokain.ddans une moindre mesure, le poids
spécifique et la composition en gluténines de leadaible poids moléculaires ont aussi des
effets significatifs mais moins importants que cees deux caractéristiques sus-citées.

La distribution de la taille des granules d’amidmnduit & un meilleur rendement
lorsque la proportion de granules de petites tai{leype B et Type C) est importante. Ceci

peut s’expliquer par la surface plus importantevaoi étre en contact avec les enzymes lors
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de I'hydrolyse de I'amidon. L’amidon, lors de I'é& d’hydrolyse sera dégradé plus
efficacement en sucres simples qui pourront enétriéetransformés en éthanol.

La dureté possede aussi un léger effet sur leemexts en éthanol. Les variétés dont
lindice de dureté est faible produisent plus déétbl que les variétés dont la dureté est
élevée. Les lignées isogéniques pour la durete010312-1S (soft) et 10-10-13-2-4H (Hard)
possedent respectivement un rendement en glucog2ed@ kg/t et 714.9 kg/t. Outre le fait
gue les variétés possédant une dureté faible ritmress moins d’énergie lors de I'étape du
broyage et offrent donc un intérét économique gdearindustriels ; la dureté faible joue
également sur la granulométrie du broyage et pasémpent sur son hydrolyse.

La distribution de la taille des granules d'amidat la dureté sont deux
caractéristiques technologiques du grain corrékigse elles. En effet, plus une variété
possede une dureté élevée plus la quantité de lgsade petite taille qu’elle contient est
importante. Ainsi, les variétés destinées a la peodn d’éthanol possédant a la fois une
dureté faible et une quantité importante de grandk petite taille, sont peu nombreuses. I
convient donc d’étudier parmi les variétés possédaa quantité d’amidon élevée celles qui
s’écartent de la corrélation entre la dureté eaille des granules d’amidon et de rechercher
plus particulierement les variétés possédant unetéufaible tout en présentant une
proportion de granules de type B et C importantan®d cette optique de sélection,
'accumulation de I'amidon au sein des variétésnayme dureté élevée doit étre précisée,
notamment en étudiant I'impact du géne majdaret des nombreux autres genes mineurs

(Sourdille et al., 1996 ; Li et al., 2009) sur latdbution de la taille des granules d’amidon.

3. La composition en protéines de réserves et la teneen arabinoxylanes : deux

parametres a considérer

L’accessibilité des enzymes aux substrats etidaéfté d’hydrolyse semblent étre
donc les points les plus importants apres la giégadt@amidon pour améliorer la production de
bioéthanol. Celles-ci pourront aussi étre amélmngar la diminution des composés génant
'hydrolyse de I'amidon, tels que les sucres auimege I'amidon (arabinoxylanes) et les
protéines de réserves. Ainsi le triticale qui résdlu croisement entre le blé et le seigle n'est
pas conseillé car généralement le génome R dueseigporte plus d’arabinoxylanes.
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Les protéines de réserves (gluténines et gliaflioes quant a elles la capacité de
former un réseau glutineux pouvant géner I'hydmlgazymatique. L'étude des rendements
en glucose et éthanol a permis de mettre en éwdenceffet significatif des alléles nuls de
Glu-Al et Glu-A3 ainsi que certains alleles contribuant a une taidepolyméres faiblell
conviendra donc d’étudier plus précisément I'effeta présence d’alléles nuls aux autres loci
des sous unités de gluténines de haut et faibldspoioléculaires afin de déterminer si
certains de ces alleles ont des effets notablele sandement en éthanol.

4. Les lignées isogéniques waxy et les rendements duncgse et éthanol

L’étude des lignées isogéniques possédant un, dautxois alléles nuls des géenes
waxyont permis d’appréecier I'effet du contenu en amglssar les différentes caractéristiques
technologiques du grain ainsi que sur les rendesnentglucose et en éthanol. Plusieurs
différences avec les lignées possédant les triteslfonctionnels des genesxy ont été
mises en évidence et les principales concernagsnlignées presque totalement dépourvues
d’amylose (possédant les trois alléles nuls).

La plus importante concerne la taille des granatdsur distribution. Ainsi les lignées
isogéniques possédant les trois alléles nuls aimiedoart, un contenu en granules de type B
plus important que les lignées normales et, d'aptd, des granules de type A avec un
diamétre plus faible de I'ordre de 20%. Cette dimion du diamétre moyen des granules
d’amidon ainsi que 'augmentation du nombre de giesde petite taille (types B et C) chez
les lignées triples nulles fut déja observé parr&eeal., en 2006. Ces résultats suggérent une
diminution du remplissage des granules d’amidonctassance des granules semble donc
incompléte du fait de I'absence de synthese d’aseyltans le grain de blé. Les rendements
en glucose et en éthanol de la lignée triple nodefirment cette diminution de quantité
d’amidon hydrolysable. En effet, la lignée triplalle de Trémie posséde un rendement en
glucose de 707.6 kg/t contre 728 kg/t pour la formnamale de Trémie. Cette diminution de
la quantité d’amidon chez les lignées waxy et marséquent du rendement en éthanol fut
déja observée par Zhao et al., en 2009.

Cependant, un phénomene interessant peut étrepaotéces lignées isogéniques : le
temps de chute de Hagberg est tres faible pouigeées triples nulles (62,4s<t<68.5s) par
rapport aux formes normales (218.5s<t<362.2s). ®'oraniere générale le temps de chute
reflete l'activité a-amylasique ayant lieu dans le grain de blé eteigng sur I'état de
germination de ce grain. Cependant Graybosch enalmontré que dans le cas des lignées

waxy, il n'y a aucune relation avec I'activité desmylases. C’est donc I'absence d’amylose
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qui induit une diminution de la viscosité du modtsl de la gélatinisation de I'amidon, le
rendant plus liquide. Ceci explique le temps detehde Hagberg plus faible. Cette
modification de la viscosité permet aux lignéegé&oques waxy d’avoir un meilleur taux de
conversion de I'amidon en sucres fermentesciblesgmport aux lignées normales (Zhao et
al., 2009). Cette caractéristique des lignées waopntre bien que la quantité d’amidon
pouvant étre hydrolysé est le facteur le plus irgdrdans le rendement en éthanol puisque
ces lignées possédant un taux de conversion dédbemmeilleur que les lignées normales

produisenin fine moins d’éthanol du fait de leur plus faible tenenramidon.

B. EFFETS DES ALLELES NULS WAXY SUR LA PHYSIOLOGIE DU
GRAIN DE BLE

Les rendements en glucose et éthanol des lignéeg seat plus faibles que ceux des
lignées normales car la quantité d’amidon préseates ces lignées est moins importante.
Cette différence s’explique en grande partie parrét de la synthése de I'amylose qui

représente dans un grain de blé normal environ @8¥amidon.

1. Effets des alleles nuls des trois génegaxy sur les enzymes associées aux

granules d’amidon

L’effet des trois alleles nuls des gémnemsxya été étudié dans la fraction des enzymes
associées aux granules d’amidon ou les GBSS sojdritamement présentes (50% des
protéines). L'étude des différentes lignées isopdes, possédant un, deux ou trois alleles
nuls, a permis de déterminer I'effet de chacunaliéses sur la composition enzymatique des
granules de ces lignées et sur la compositionasheidion.

Comme démontré sur le mais par Grimaud et al.,088,2es alleles nuls des génes
waxyn’ont pas d’effet sur I'expression des génes degraps impliguées dans la synthése de
'amylopectine. Une diminution de la synthése denylose n’a pas d’effet sur I'expression
des enzymes de la voie de synthese de I'amylomectin

Cependant, la mise en relation entre le conterangriose des différentes lignées et le
niveau d’expression des GBSS a permis de quantfiec précision I'effet de chacun des
trois génes des GBSS. Ainsi le gene associé aunnggioWx-D1g a un effet plus important
sur la synthése de I'amylose que le gene assocg€maome B \(Vx-B13 qui lui-méme a un
effet beaucoup plus important que le gene assacggéaome A\\Vx-Alg. Ces observations
sont proches de celles faites par Miura et al.1@9% qui ont montré un faible effet &éx-

Ala sur la synthése d'amylose en comparaison W&-Dla et Wx-Bla Par
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ailleurs, la mesure précise de la quantité d’angyketsdu niveau d’expression des GBSS dans
les lignées possédant deux alléles nuls ont pedmisontrer quéVx-Dlan’a pas un effet
additif contrairement 8/x-Blaet Wx-Ala

Le gene associé au génome D conduit donc a ununiveapression des GBSS et de
production d’amylose plus élevés que les geénescesscaux génomes A et B. La
translocation d’'un fragment du bras court du chreonoe 7D contenant le locMgx-D1et ses
séquences promotrices sur le bras court du chram®stA permettrait vraisemblablement
d’augmenter le contenu en amylose. Cette recongmnailéja réussie pour le locGéu-D1
(Dumur et al., 2009) rendrait possible le doubleimBan géne aboutissant a 'augmentation
de la quantité de GBSS au sein d’'un méme génoGmite approche permettrait d’augmenter
la quantité d’amylose dans le grain sans utiligr lignées transformées génétiquement pour

les enzymes associées a la synthése de 'amylapd&egina et al., 2006).

2. Effets des alléles nuls sur le métabolisme des sasret de I'amidon

L’étude par approche protéomique des fractions naibes-globulines et protéines
amphiphiles des lignées isogéniques tend a confitimgoothése de croissance incomplete
du grain de blé totalement dépourvu d’amylose.

En effet, les analyses protéomiques ont montrébaisse de I'expression de proteines
qui normalement augmentent tout au long du dévelogmt du grain de blé. Parmi ces
protéines, les serpines ont été montréees comméngstuement diminuées chez les lignées
isogéniques waxy. Ces protéines intervenant dansé&eanismes de stress et de défense sont
normalement accumulées tout au long du développeergrain de blé. (Vensel et al.,
2005 ; Hurkman et al., 2009). Cette diminution strggune accumulation incompléte de ces
protéines pouvant s’expliquer par un retard derégssance du grain par rapport a la lignée
possédant les trois alléles fonctionnels.

Cette hypothése de retard de croissance s’appuilfears sur les observations de la
guantité d’amidon dans le grain ainsi que du pdigsnille grains qui sont plus faibles chez
les lignées waxy. L'expression des enzymes impégquéans le métabolisme de I'amidon
confirme en partie cet état de fait. En effet, sasbe de I'expression de 'AGPase, enzyme
catalysant la transformation du Glc-1P et de I'AGi® ADP-GIc (substrat de la synthése de
'amidon), entraine une diminution de la synthésd¢’@imidon dans la lignée totalement waxy.
Cette modification de I'expression d’'une enzymeeaueg de la synthese de I'amidon conduit

par conséquent a un remplissage du grain moinsrtargo
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D’autres enzymes de la voie métabolique des suatrdss pentoses voient elles aussi
leur expression modifiée en réponse a la préseatields nuls pour les genegxy C'est le
cas des sucroses synthases dont I'expression estaocument augmentée durant le
développement du grain (Vensel et al.,, 2005). Dansas des lignées isogéniques waxy,
I'expression de la sucrose synthase (Susy) estiplpertante que chez la lignée possédant
tous les alleles fonctionnels. Cette enzyme catalgénéralement la transformation du
saccharose et de 'UDP en UDP-GIc et fructose ipeig aussi utiliser ’ADP pour former de
'ADP-GIc (Mukerjea et al., 2003 ; Munoz et al.,08). Afin de compenser la diminution de
I'expression de 'AGPase, responsable de la foimnatf ADP-GIc dans le grain, I'expression
d’'une enzyme (Susy) pouvant produire le méme sestelonc augmentée chez les lignées
isogéniques waxy afin de compenser la diminution lalequantité d’ADP-Glc et par
conséquent d’amidon présent dans le grain.

Toutes ces observations de modifications d’expyass’enzymes de la voie de
biosynthése de I'amidon ont été faites sur graitunea Afin de confirmer les changements
d’expression d’enzymes chez les lignées isogéniquasy, il conviendra d'étudier ces
mémes lignées isogéniques au cours du développetoegtain. Cette étude permettra de
confirmer les hypotheses émises quant a la paatioip des sucroses synthases a la
fabrication d’ADP-Glc jamais observée dans les negade réserves mais déja démontrée
dans les feuilles.

L’étude d’autres mutants complémentaires possddaB8GP-1 nulle et donc un taux
d’amylose tres élevé dans le grain (de I'ordre @& constitue également une perspective
intéressante. Elle offrirait la possibilité de pséc I'effet de ces mutants SGP-1 nuls sur les
enzymes de la biosynthése de I'amidon. Ces mufaertsettraient d’accroitre la variabilité
pour la teneur en amylose, sucre lent ayant ceisect un grand intérét pour la nutrition et la

santé humaine.
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ANNEXES - PMG pour les variétés francaises en grasim
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a4 b } E Soissons 20  42.3483  0.503645 X
: k] 1 Sankara 20  43.0735  0.503645 X
C ] Timber 14 433632  0.610287 XX
42 - Dinosor 20  44.6817  0.503645 XX
r I ] Astuce 20 44,8827 0.503645 XXX
40 & - 1010-13-2-4 12 44,9255  0.659383 XXXX
s o 3 2 Z 9 x z 1010-13-2-1 12  45.2684  0.659383 XXX
« @ @ Maxyl 13 453332  0.629799 XXX
LIEUX Koreli 18 456215  0.532174 XXX
aledor . .
Paled 20 458737  0.503645 XXX
46 E - CF01085 12 46,1014  0.662034 XXXXX
r ] alisto . .
Cali 14 462011  0.610287 XXXXXX
E ] Crousty 20  46.2135  0.503645 XXX
45 F . Caphorn 20  46.3592  0.503645 XXXX
E ] Quebon 12 475898  0.659383 XXXX
44 3 Sogood 20 47.7977  0.503645 X
r T mbrosia . .
O F ] Ambrosi 14  47.8015  0.610287 XXX
S 43 ] Perfector 14 47.8557 0.610287 XX
F ] rac . .
a Arack 14 47.9323  0.610287 X
s . Tapidor 20  48.1365  0.503645 XX
42 F E Rosario 14 482352  0.610287 XX
3 1 Tremie 20 49.1324  0.503645 XXX
41 - Farandole 18 49.2325 0.532174 XXX
F ] Premio 20 49.961 0.503645 X
40 B E Ephoros 6 50.1909  0.928067 XXX
- - Andalou 20  51.6353  0.503645 XX
Garcia 14 529282  0.610287 XX
TRAIT N Rytmic 18  53.0883  0.532174 X

Mendel 20 53.6962 0.503645 X



ANNEXES - PMG pour les variétés francaises en grasim

ANNEE 1
R2N LeD SEC SUR
Moy +ET CV (%) Moy +£T CV (%) Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%)

Ambrosia 51.94+£0.73 14 51.44+£0.32 0,62 41.15+2.56 6,22 4352273 6,28
Andalou 55.08 £2.71 4,92 54.93+0.13 0,23 44.44 £1.87 4,22 43.96 +0.68 154
Arack 53.62+£1.83 3,42 51.36 £0.64 1,25 42.16 £3.16 7,5 40.49+2.48 6,13
Astuce 47.77 £0.91 191 49.3+1.65 3,34 38.02+£0.04 0,09 42.34+0.52 123
Bagou 45.08 +2.83 6,27 47.63+1.51 3,18 33.39£0.69 2,08 37.34£0.99 2,66
Calisto 51.4+£1.27 2,46 47.08 £0.97 2,06 39.87+£1.01 2,54 41.74+£29 6,94
Caphorn 50.28 +£0.98 1,96 46.43+£1.76 3,79 42.96 £4.39 10,22 4354112 2,56
CF01085 48.84 £3.31 6,78 NA NA 38.76 £1.31 3,38 4432+ 294 6,62
Crousty 50.65+1.2 2,37 52.17 £2.05 3,93 41.71 £3.66 8,78 46.38 x 1 2,16
Dinosor 46.98 +3.05 6,49 48.3 £0.32 0,66 38.12+1.44 3,77 34.08 0.4 117
Ephoros 55.12+2.21 4 NA NA 43.49 £0.29 0,67 45.26 +1.83 4,04
Farandole 53.25 +3.68 6,92 NA NA 42.07 £1.55 3,68 48.3 £ 0.59 121
Garcia 55.66 = 0.99 1,78 549+19 3,45 46.68 £5.18 11,1 50.1+1.53 3,06
Glasgow 4491 +1.76 3,92 NA NA 35.05+£2.13 6,07 35.96 + 2.01 5,59
Koreli 49.32 +2.68 543 NA NA 36.48 £0.42 1,16 45.71+0.28 0,62
Maxyl 49.07 £1.91 3,89 47.44+1.44 3,04 4225+2.11 4,99 42.48+£0.2 0,47
Mendel 56.61+1.2 2,12 56.2 +1.27 2,25 51.57 £2.39 4,63 50.83 + 0.95 1,86
Paledor 50.57 +£1.28 2,53 50.34 £0.21 0,41 40.82£1.12 2,75 43.01+1.22 2,83
Perfector 50.94 +1.87 3,66 53.33+1.37 2,57 43.14+2.82 6,54 39.96+2.8 7
Premio 54.55 +2.02 3,71 5459+1.1 2,01 42.23+0.66 1,56 47.19+0.27 0,56
Robigus 44,58 £2.29 514 44.44 £0.51 1,15 32.72+2.54 7,76 35.21+2.16 6,13
Rosario 53.33 £2.02 3,79 50.91+1.2 2,36 452 +1.55 3,43 39.66 £0.72 1,82
Rytmic 54.18 £4.41 8,14 NA NA 47.04+0.11 0,24 46.82+1.91 4,07
Sankara 45.85+1.22 2,67 48.09 £0.36 0,75 36.19+1.23 34 36.45+0.9 2,48
Sogood 51.36 £1.13 22 51.61+1.34 2,6 42.05+0.3 0,71 4236223 5,27
Soissons 45.74 £3.05 6,68 42.84 £3.51 8,19 38.55+0.13 0,34 38.86+0.3 0,78
Tapidor 50.01 +0.66 1,32 51.92+0.71 1,38 43.18 £5.37 12,45 46.33+0.14 0,3
Timber 46.03 +2.98 6,47 47.13+2.28 4,83 36.94 £0.25 0,69 37.84 £0.09 0,25
Tremie 52.87 +£0.88 1,67 52.02£0.69 1,32 41.47 £0.75 1,81 44.85+0.3 0,67
Voltige 39.85 +3.43 8,61 NA NA 32.96 +3.74 11,35 36.65 + 0.31 0,84

ANNEE 2

CAU CFD MOM UNI
Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%)

1010-13-2-1 44.6+0.23 0,51 44.11+0.18 0,42 46.5+0.25 0,53 50.34+0.3 0,6
1010-13-2-4 42.85+3.07 7,16 41517 4,09 44.56 £0.21 0,48 50.32£0.13 0,25
Ambrosia 49.55 +4.31 8,71 44.84 £0.42 0,95 43.16 £0.27 0,62 50.12+0.2 0,4
Andalou 52.81 +3.86 731 49.81+0.24 0,48 48.48 £0.41 0,85 53.48 £0.28 0,53
Arack 46.99 £2.76 5,87 46.3 £0.45 0,98 4558 +0.09 0,2 54.1+0.29 0,54
Astuce 4553 £1.12 2,45 434104 0,91 46.46 £0.12 0,26 49.32+0.14 0,29
Bagou 416727 6,48 37.54£0.57 1,51 40.22+0.3 0,76 47.08+0.16 0,33
Calisto 4572 £1.16 2,54 44 +£0.45 1,03 46.14 £0.09 0,2 51.58 +0.11 0,21
Caphorn 46.1+0.23 0,49 41.44 £0.96 2,32 43.84 £0.07 0,16 50.74 £0.11 0,21
CF01085 46.67 £0.18 0,39 42.78 +£0.85 1,98 40.18 £0.05 0,12 52.56 +0.08 0,16
Crousty 45.07 +1.68 3,73 43.84+0.23 0,52 47.1+0.23 05 53.48 £ 0.37 0,69
Dinosor 44,03 +1.82 4,14 41.74 £0.37 0,88 45.24 £0.08 0,19 49.56 +0.37 0,74
Farandole 44,53 +0.58 13 48.42+0.71 1,46 45.42+0.21 0,45 52.02 £0.29 0,56
Garcia 52.57 +1.43 2,72 49.49 +0.92 1,86 52.48 +£0.37 0,7 58.6 £0.42 0,72
Glasgow 37.96 +3.56 9,39 38.38+1.73 4,5 37.68 £0.25 0,68 41.3+0.23 0,57
Koreli 43.83 £0.49 1,13 42.51+0.35 0,83 41.74 £0.08 0,19 48.94+0.18 0,36
Maxyl 42,59 £0.13 0,3 41.3+0.99 24 NA NA 51.12+0.14 0,28
Mendel 52.65+0.75 1,42 47.8+0.23 0,47 48.86 £0.16 0,33 58.54 +0.08 0,13
Paledor 4484 £2.01 4,48 43.64 £0.45 1,04 44.12+0.31 0,71 49.76 £ 0.4 0,81
Perfector 48.31+3.41 7,05 44.67 £1.85 4,15 46.52+0.45 0,97 53.76 £ 0.27 05
Premio 47.16 £1.27 2,7 45.76 +£1.39 3,03 46.88 +0.34 0,72 55.96 +0.14 0,25
Quebon 48631 2,06 43.85+0.35 0,81 46.86 +0.05 0,11 53.02 £ 0.05 0,09
Robigus 37.39+5.33 14,26 38.64 £0.99 2,56 37.5+0.13 0,36 45.82+0.13 0,29
Rosario 48.47 £2.81 5,81 47.76 £0.79 1,66 47+0.17 0,36 47.1+0.15 0,32
Rytmic 56.37 £0.92 1,63 50.52 +£2.91 5,77 51.62 +£0.08 0,15 59.76 £ 0.16 0,26
Sankara 45.16 +0.48 1,06 39.21+£0.72 1,84 42.74+0.4 0,94 46.58 +0.21 0,44
Sogood 49.37 £0.24 0,49 43.89 £0.49 1,13 4562+ 0.4 0,88 50.84 £0.25 05
Soissons 43.99 £0.98 2,22 40.12+0.76 19 41.28+0.34 0,82 47.82+0.04 0,07
Tapidor 46.77 £0.44 0,94 47.6 £0.25 0,53 46.04+0.13 0,28 51.24 £0.42 0,83
Timber 451314 31 39.36 £1.92 4,89 43.06 £0.04 0,08 49.8+0.37 0,74
Tremie 47.25+1.99 4,22 45.68 £0.31 0,68 44.84 £0.08 0,19 56.4+0.18 0,33
Voltige NA NA 37.26 +1.41 3.8 NA NA 45.86 + 0.22 0,48

ANNEE 3

CFD MOM SEC
Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%)

1010-13-2-1 43.46 +0.62 1,43 43.99+2.08 4,73 47.97 + 0.89 1,86
1010-13-2-4 45.02+1.53 3,39 45.68 +0.91 1,98 47.96 + 2.12 4,42

Andalou 50.44 £ 0.99 1,96 54.63+1.03 1,89 57.35+£3.21 5,6
Astuce 39.8+2.57 6,47 45.38 +0.57 1,25 47.61+1.43 3

Bagou 40.52 +0.48 1,19 43.04+0.88 2,04 48.03 £0.95 1,97
Caphorn 46.38+3.51 7,56 46.72+0.31 0,67 50.28 £0.17 0,34
Crousty 41.91+4.03 9,62 44.04 £0.2 0,45 43.99 +0.27 0,61
Dinosor 44.99 +0.47 1,04 47.95 + 1.46 3,04 51.11+0.13 0,25
Farandole 51.2+5.94 11,6 49.16 +0.03 0,06 5248 +2.72 5,17
Glasgow 36.14+1.7 4,7 42.6+1.78 4,18 43.64 +0.85 1,94
Koreli 44.87+1.12 2,49 49.12+1.22 2,48 47.85+0.75 1,57
Mendel 51.77 £2.19 4,23 55.22 +0.82 1,49 58.17 £ 0.69 1,19
Paledor 4345+ 151 3,48 44.25 +0.66 15 49.03 +0.61 1,24
Premio 49.16 £0.31 0,63 50.51 +0.58 1,15 54.66 +0.08 0,16
Quebon 45.67 +3.15 6,91 47.8+0.79 1,66 50.93+0.1 0,19
Robigus 36.64 +0.74 2,01 43.48 £0.2 0,46 41.21+0.72 1,75
Rytmic 50.08 +1.41 2,82 53.22+15 2,82 58.64 +1.1 1,88
Sankara 40.21+1.09 2,71 44.4 +1.07 2,42 48.61 +1.54 3,17
Sogood 447 £1.67 3,73 49.23+0.69 1,41 5291+14 2,65
Soissons 40.55+0.78 1,92 42.33+0.81 19 43.87 £1.82 4,16
Tapidor 46.09 + 0.49 1,07 47.83+0.04 0,09 50.35+1.23 2,44

Tremie 49.13+2.62 5,33 5136+2.72 5,29 53.96 +0.45 0,84
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ANNEXES - PS pour les variétés francaises en grasnme
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Method: 95.0 percent LSD
VAR Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups
Bagou 20 75.5469 0.229058 X
Maxyl 13 76.1054 0.286433 XX
Farandole 18 76.3429 0.242033 XX
Glasgow 19 76.4357 0.236867 XX
Robigus 20 76.5728 0.229058 XX
Tremie 20 76.6808 0.229058 XX
Rytmic 18 76.7773 0.242033 XX
Ambrosia 14 76.8339 0.277559 XX
CF01085 12 76.9838 0.301094 XX
Dinosor 20 77.5716 0.229058 XX
Mendel 20 77.5867 0.229058 XX
Caphorn 20 77.6366 0.229058 XX
Arack 14 77.6485 0.277559 XXX
Garcia 14 77.6511 0.277559 XXX
Premio 20 77.7041 0.229058 XXX
Timber 14 77.7214 0.277559 XXX
Quebon 12 77.771 0.299888 XXXX
Sogood 20 77.9131 0.229058 XXX
Calisto 14 77.9532 0.277559 XXX
Rosario 14 78.1251 0.277559 XXXX
Voltige 9 78.1348 0.3458 XXXX
Andalou 20 78.1871 0.229058 XXXX
Perfector 14 78.3673 0.277559 XXXX
Tapidor 20 78.4838 0.229058 XXX
Sankara 20 78.7351 0.229058 XX
Paledor 20 79.0558 0.229058 XX
Crousty 20 79.5059 0.229058 XX
Soissons 20 79.6745 0.229058 XXX
Astuce 20 79.7205 0.229058 XX
1010-13-2-1 12 80.2567 0.299888 XX
Koreli 18 80.6429 0.242033 XX
1010-13-2-4 12 80.9496 0.299888 XX
Ephoros 6 81.3343 0.422086 X



ANNEXES - PS pour les variétés francaises en grasnme

ANNEE 1 ANNEE 2
R2N LeD SEC SUR CAU CFD MOM UNI
Ambrosia 77,0 75,5 70,9 74,0 1010-13-2-1 81,3 80,4 81,5 81,5
Andalou 77,4 78,7 73,0 75,2 1010-13-2-4 82,0 81,5 81,8 83,5
Arack 77,6 78,3 71,8 74,5 Ambrosia 79,9 77,5 76,8 81,0
Astuce 78,6 80,2 76,0 77,8 Andalou 79,8 78,5 80,0 80,5
Bagou 76,0 76,6 68,0 72,6 Arack 79,1 77,9 80,0 80,3
Calisto 78,1 78,8 71,6 76,3 Astuce 82,0 80,3 78,5 83,3
Caphorn 76,6 77,5 72,2 75,2 Bagou 77,1 75,1 78,3 79,0
CF01085 76,6 NA 72,1 76,1 Calisto 79,5 77,6 79,3 80,5
Crousty 78,1 80,4 75,4 78,1 Caphorn 79,3 77,5 79,5 80,8
Dinosor 77,6 78,6 72,1 71,9 CF01085 77,8 76,4 76,5 79,5
Ephoros 80,3 NA 76,8 78,4 Crousty 80,4 78,9 80,3 81,0
Farandole 75,1 NA 69,4 74,1 Dinosor 79,1 77,9 80,3 81,3
Garcia 76,8 77,9 72,1 76,2 Farandole 77,8 77,5 78,8 80,5
Glasgow 77,6 NA 72,1 74,4 Garcia 78,5 78,3 79,5 79,8
Koreli 79,8 NA 74,6 79,3 Glasgow 77,4 75,5 77,5 79,8
Maxyl 75,8 76,9 711 73,4 Koreli 81,5 81,1 80,8 83,3
Mendel 76,0 78,0 73,7 75,3 Maxyl 76,5 76,5 NA 79,8
Paledor 78,1 79,9 74,5 77,2 Mendel 79,3 77,3 79,3 80,8
Perfector 78,4 79,6 73,8 73,1 Paledor 79,9 79,3 81,5 81,5
Premio 77,1 78,4 72,1 75,3 Perfector 80,5 78,6 79,3 82,3
Robigus 77,8 77,3 70,8 74,8 Premio 78,3 77,8 79,3 80,3
Rosario 77,8 77,4 73,9 73,6 Québon 79,9 77,5 76,5 82,0
Rytmic 75,9 NA 70,7 72,1 Robigus 78,8 77,3 75,5 79,8
Sankara 79,3 79,7 73,5 75,9 Rosario 80,8 78,9 79,0 82,0
Sogood 78,1 77,9 72,6 74,5 Rytmic 79,3 77,4 76,5 81,3
Soissons 78,6 79,8 75,1 77,0 Sankara 80,5 78,3 79,5 82,8
Tapidor 77,1 80,1 72,9 76,9 Sogood 80,6 77,9 79,0 80,8
Timber 77,6 79,0 71,4 73,7 Soissons 81,5 79,8 81,0 81,5
Tremie 76,4 76,9 69,4 74,9 Tapidor 80,4 79,4 80,0 81,5
Voltige 77,3 NA 72,4 76,2 Timber 80,3 77,9 79,0 82,0
Tremie 78,5 76,8 79,5 79,8
Voltige NA 77,9 NA 82,0
ANNEE 3

CFD MOM SEC

1010-13-2-1 81,8 80,5 80,9

1010-13-2-4 82,5 81,1 81,4

Andalou 78,1 80,1 78,6

Astuce 78,8 80,8 79,5

Bagou 74,9 77,0 77,1

Caphorn 78,4 78,8 78,4

Crousty 79,3 80,8 80,6

Dinosor 77,6 79,8 78,0

Farandole 77,3 76,6 76,9

Glasgow 74,0 77,9 77,4

Koreli 81,5 82,1 80,8

Mendel 77,9 78,6 77,5

Paledor 78,4 80,5 78,9

Premio 78,1 79,4 78,4

Quebon 78,0 78,6 78,9

Robigus 75,0 77,5 76,6

Rytmic 77,6 78,3 77,9

Sankara 77,1 80,0 79,5

Sogood 77,0 79,4 78,9

Soissons 80,8 80,9 79,5

Tapidor 77,4 79,1 78,4

Tremie 76,5 78,1 77,4




PROT

PROT

PROT

ANNEXES - Taux de protéines pour les variétés fadses en %
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ANNEE R L L
12F — Method: 95.0 percent LSD
L i VAR Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups
11.8 F I ] Glasgow 19 10.6164  0.131733 X
3 E Garcia 14 10.6618 0.154364 XX
[ I ] Dinosor 20 10.8333  0.127389 XXX
11.6 | - Tremie 20 10.8706  0.127389 XXXX
r ] Andalou 20 10.9343  0.127389 XXXX
L - Tapidor 20 10.9535  0.127389 XXXXX
114 ] Robigus 20  10.9631  0.127389 XXXXX
[ ] Maxyl 13 11.0474  0.1593 XXXXX
5 : Perfector 14 11.0556  0.154364 XXXXX
112 . Rosaio 14 111806  0.154364 XXXXXX
- E Mendel 20 11.1969  0.127389 XXXX
11E ] Arack 13 11.2231  0.158962 XXXXXXX
P m 5 S > S - z Ambrosia 14  11.2451  0.154364 XXXXXX
o © = H g 4 2 > Sogood 20 11.2959  0.127389 XXXXX
Premio 20 11.3504  0.127389 XXXXX
LIEUX Calisto 14 11.416  0.154364 XXXXXXX
Bagou 20 11.4176  0.127389 XXXXXX
Paledor 20 11.4262  0.127389 XXXXXX
12| I ] Koreli 18 11.4729  0.134606 XXXXXXX
Crousty 20 11.5575  0.127389 XXXXXXX
119+ - - Timber 14 11.6264  0.154364 XXXXXX
Ephoros 6 11.7099  0.234744 XXXXXXXXXXX
11.8 . Sankara 20 11.7115  0.127389 XXXXX
1010-13-2-1 12 11.7452  0.166787 XXXXXXX
1.7k i Voltige 9 11.7912 0.1 92323 XXXXXXXX
' Soissons 20 11.7913  0.127389 XXXXX
g Astuce 19 11.8244  0.131729 XXXXX
11.6 . CF01085 12 11.8475  0.167455 XXXXXX
Caphorn 20 11.8625 0.127389 XXXX
115} . 1010-13-2-4 12 12.0895  0.166787 XXX
Rytmic 18 12.1442  0.134606 XX
114k - - i Farandole 18 12.1854  0.134606 X
' - = Quebon 12 12.7652  0.166787 X

TRAIT N



ANNEXES - Taux de protéines pour les variétés fases en %

ANNEE 1
R2N LeD SEC SUR
Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%) Moy *ET CV (%) Moy *ET CV (%)
Ambrosia 108+12 11,3 11.6+0.2 19 11+13 11,7 11901 0,7
Andalou 109+12 10,9 11.2+0.2 19 1111 93 114+ 05 47
Arack 109+12 113 115%0.2 19 10.6£0.6 55 11.7+£0.1 11
Astuce 121+13 105 115%0.2 19 11.4+£04 33 121 £0.1 0,55
Bagou 11.7+08 6,5 1160 01 12.3+0.2 19 11.7+0 0,3
Calisto 114£13 11 11903 25 11.5+06 4,8 118+ 0.3 2,2
Caphorn 115+14 12,4 11.9+05 41 11x18 159 12504 29
CF01085 125+09 7 NA NA 11.7+06 53 12.3+0.1 11
Crousty 12£1.2 9,9 120 0 11.1£12 11 12+0.3 2,4
Dinosor 10.7+£0.8 73 1103 2,7 10.7£0.1 0,8 118+ 0.4 37
Ephoros 121+07 5,6 NA NA 11.4+06 54 1190 0
Farandole 125+1.2 9,5 NA NA 123+13 10,4 13.8+0.1 0,7
Garcia 11+0.8 71 110 04 10.4£15 143 106+0.4 3.8
Glasgow 104£12 118 NA NA 10.3+0.4 4,3 10.8+0.5 4,9
Koreli 11.5+0.8 71 NA NA 121+0.2 1,6 11.8+0.2 2,1
Maxyl 11.1+0.8 73 114+0.1 0,9 10.4£0.9 9 11.3+0.1 0,5
Mendel 115+21 18 11.6+0.1 0,9 105+1.1 10,4 11.7+0 0,3
Paledor 11.7+15 12,7 1210 0 10.9+0.6 58 11.7+0 0,1
Perfector 111+14 12,4 11.3+0.1 0,7 10.7+0.1 11 11.6+05 4
Premio 114+15 13,1 12+0 0,2 11.3+£0.2 2,1 11.6+0.1 0,8
Robigus 10.7+1.3 12,2 11£0.1 0,6 11.1+11 9,8 114+ 03 24
Rosario 111+14 12,3 114+0.1 13 10.7+£0.1 0,9 11.9£0.2 1,9
Rytmic 12.1+0.8 6,4 NA NA 11.4+0.3 3 13+0.1 0,6
Sankara 11.7+1.2 10,6 11.9+0 0,3 12.2+0.7 59 12.6+ 0.4 3,2
Sogood 11.1+19 17 1140 0 11+£05 4,8 12.1+£0.6 4.8
Soissons 123+1.2 9,9 11.8+0.1 11 11.2+0.6 51 11.8+0.1 11
Tapidor 11.3+15 13 11.6+0.4 35 103+13 12,6 11.3+05 4,1
Timber 11.3+1.4 11,9 11.9+0 0,3 11.5+0.1 0,5 12.7+ 0.3 2,6
Tremie 11.1£1 8,9 115+0.1 0,9 10.6+0.3 25 11.1£0.2 17
Voltige 12.4+0.6 52 NA NA 11.7+15 13 12.3+0.2 1,7
ANNEE 2
CAU CFD MOM UNI
Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%)
1010-13-2-1 11.8%04 3,6 11304 3,8 125 111
1010-13-2-4  12.3%05 4 11.7+03 2,4 124 111
Ambrosia 11704 3 11.8+03 2,4 123 10,6
Andalou 11.2+05 4,4 110 0 12 103
Arack 11.8+0.6 54 12,1 NA 11,8 10,6
Astuce 13.3+04 3,2 11,8 NA 12,6 11,2
Bagou 11.7+0.8 7.3 11.8+0.7 6 11,8 10,8
Calisto 11406 5 11.6+£0.5 4,3 12,4 10,8
Caphorn 11.8+0.3 2,4 13+0.6 49 12,6 11,7
CF01085 12.2+0.6 52 11.7+£0.4 3,6 12,5 11,1
Crousty 11.7+£06 4,8 11511 9,8 113 11
Dinosor 10.7+0.4 4 11.4+04 37 10,9 9,9
Farandole 12.1+04 29 12.7+08 6,1 123 10,9
Garcia 11305 4,4 11.2+06 57 111 10
Glasgow 1041 9,5 11.2+06 51 115 10
Koreli 11.7+1 8,5 12.1+£0.7 58 12,1 10,6
Maxyl 11.6+0.1 0,6 11.4+0.3 25 11,1
Mendel 11.6+0.4 3,1 122+0.1 12 11,7 11,1
Paledor 11.3+0.6 57 114+14 12,4 11,6 10,8
Perfector 117+11 9,7 113+0 0 119 10
Premio 11.3+0.7 6,3 11.4+05 4,4 114 11,3
Quebon 13+0.8 6,5 13.2+04 2,7 13,7 115
Robigus 11306 5 115+0.1 12 114 9,9
Rosario 1161 8,5 12.1+04 29 115 10
Rytmic 128+0.6 4,4 13.2+08 6,4 13,7 10,7
Sankara 122+08 6,4 12x0 0 12,8 10,4
Sogood 11.6+1.2 10,4 11.8+0.7 6 115 10,3
Soissons 12103 2,3 116+05 43 121 11,2
Tapidor 11.3+05 4,4 11.1+£0.9 83 12,5 10,4
Timber 12.1+05 4,1 11.6+0.2 18 12 10,9
Tremie 10.6+0.4 4 11.6+0.1 12 11,1 10,4
Voltige NA NA 11.5+0.1 0,6 NA 11,2
ANNEE 3
CFD MOM SEC
Moy +ET CV (%) Moy *+ET CV (%) Moy +ET CV (%)
1010-13-2-1 11.9%06 54 119+0.1 1 11704 38
1010-13-2-4 12107 6,1 129+0.7 58 116+08 73
Andalou 10.5+0.1 0,8 11.3+0 0,2 10.4+0.5 53
Astuce 11.7+03 2,7 11.5+0.2 2,1 11.4+0.6 56
Bagou 11+0.1 0,6 11+£0.2 19 10.8+0.5 4,4
Caphorn 11.4+0.1 0,6 126+1.4 10,7 11.4+0.8 72
Crousty 11.4+0.1 12 11.2+0.1 0,8 123+03 22
Dinosor 10.8+0.1 12 109+13 124 103+1.1 111
Farandole 11.9+0.1 0.8 11.8+03 2,8 11706 51
Glasgow 10.8+0.1 13 11.1+0.1 1 105+0.6 55
Koreli 11+0.6 55 11.2+£0.7 6,3 109+1.1 9,8
Mendel 10.7+0.3 2,4 10.6£0.4 38 11.1+0.3 3,1
Paledor 11406 5 11.8+0 0,2 11.4+0.6 55
Premio 11.3+0.2 14 11.4+05 4,2 111406 57
Quebon 123%12 10,1 13311 8,3 12+0.9 74
Robigus 10.9+04 3,6 11.1+0.1 13 106+0.3 25
Rytmic 11.4%0.1 11 11.7+04 3 11.8+09 72
Sankara 11.2+09 8,1 115+04 33 108+0.6 57
Sogood 11.6+1.1 9,7 11.4+0.1 05 10.8+0.5 4.8
Soissons 11.8+0.2 19 124+03 2,6 11.8+0.3 2,7
Tapidor 1060 01 10.6+0.1 14 1104 39

Tremie 10.2+0.4 3.9 11.3+04 3.4 106+0.3 3




ANNEXES - Dureté pour les variétés francaises
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[ -lI' ] Method: 95.0 percent LSD
L ] VAR Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups
L . Glasgow 19 19.0284  1.91969 X
- I 3 Paledor 20 21.4413  1.8564 XX
r I 1 Farandole 18  23.491  1.96156 XXX
[ ] Astuce 20 25.9256 1.8564 XXX
57 b = Voltige 9 28.7773  2.80253 XXX
3 . Calisto 14 31.2495  2.24948 XX
F E Robigus 20 31.6125 1.8564 X
52 . Ambrosia 14  32.187  2.24948 X
r ] 1010-13-2-1 12 32.5955  2.43044 X
47 E 1 Crousty 20 33.0312 1.8564 X
< m a ° = o x = Bagou 20 33.2266 1.8564 X
© © - : & 8 2 > Timber 14 48262  2.24948 X
Mendel 20 63.8544  1.8564 X
LIEUX Ephoros 6 63.9512 3.42079 XXX
Dinosor 20 65.209 1.8564 XX
39F CF01085 12 65.6561  2.44021 XXX
L Perfector 14 66.814 2.24948 XXX
L Tapidor 20 67.0281 1.8564 XXX
36 Soissons 20 67.365 1.8564 XXX
- Tremie 20 69.7367 1.8564 XXX
3 Arack 14 70.0015  2.24948 XXX
33 Maxyl 13 70.8284  2.3214 XXXX
r Rosario 14 711474  2.24948 XXX
r Andalou 20 71.3736  1.8564 XXX
30 - Sankara 20  73.1746  1.8564 XXX
[ Garcia 14 745057  2.24948 XXXX
27 1 Caphorn 20 74.6544 1.8564 XXXX
L Premio 20  76.2009  1.8564 XXX
L Koreli 18 77.4898  1.96156 XXX
24 L 1010-13-2-4 12 77.9241  2.43044 XXX
Sogood 20 78.5357 1.8564 XX
Rytmic 18 82.4948  1.96156 XX
TRAIT N Quebon 12 84.9384  2.43044 X



ANNEXES - Dureté pour les variétés francaises

ANNEE 1
R2N LeD SEC SUR
Moy *ET CV (%) Moy *ET CV (%) Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%)

Ambrosia 39+5.8 15 47.7+5.7 12 31.9+12.6 39,5 355+7.1 20,1

Andalou 785+0.8 1 88.9+27 3 76+10.3 13,6 795+0.2 0,2

Arack 65.4+£8.7 13,4 80.2+21 2,7 68.9£0.9 12 65.2+ 4.9 75

Astuce 37.9+0.6 15 41105 12 27.3+£32 11,6 242 £0.7 2,9

Bagou 345+£22 6,3 51.8+0.9 1,7 445+5 11,2 333+7.7 23,1

Calisto 35.9+4.4 12,3 43.3+6.3 14,5 40.3+5.6 13,8 29+2.6 8,9

Caphorn 76.3+£10 13,1 93.9+3.6 3,9 72.4£13.7 18,9 75 +£1.2 1,6

CF01085 66 + 4 6,1 70.5+5.3 75 64+1.8 2,7

Crousty 39.6+£2.7 6,7 49317 35 31.7+£1.7 55 29.2+0.1 0,2

Dinosor 62.2+3.6 57 77.3+03 0,4 65.3+0.4 0,6 61.4 +0.8 14

Ephoros 71+8.7 12,2 64.2+3 4,8 63.4+3.3 53

Farandole 23.1+£13.6 58,8 31+3.1 10 23+45 19,5

Garcia 84.4+4.4 52 93.8+9.1 9,7 82.6+14 16,9 729+ 4.6 6,4

Glasgow 253+22 8,5 26.2+11 42,1 21.2+7.2 33,8

Koreli 83.6+3.8 4,5 85.9+5.3 6,1 76.3+8.6 11,3

Maxyl 83.2+£3.7 4,4 85.4+28 3,3 825+4.4 53 799+ 6 7,6

Mendel 59+2.4 4,1 722+£0.9 13 69.3+1.7 2,4 64.1+7.2 11,2

Paledor 26.9+7.6 28,3 25.7+83 32,1 32.9+0.6 19 20.9+4.2 20

Perfector 67.7+£8.7 12,8 85.2+0.6 0,7 69.2+1 15 60.8 +8.5 14

Premio 81.7+8.3 10,2 923+13 14 84.5+10.3 12,2 67.5+11.9 17,6

Robigus 38+6.1 16,1 49.1+33 6,6 49.5+0.1 0,2 251+4 16

Rosario 68.7 £5.6 8,1 875+22 25 71.6+7.6 10,6 63.2 +5.3 8,3

Rytmic 82.7+34 4,1 86.6 £4.9 5,6 741+£21 2,8

Sankara 67.8+35 52 85.2+6.7 79 76.5+2.4 31 66.5 £12 18,1

Sogood 78+3.4 4,4 92+3.7 41 85+2.6 3 80.2+15 19

Soissons 63.3+9.4 14,9 744+£04 05 64.7 £5.2 8 56+ 0.9 1,6

Tapidor 79.9+238 35 725+1.7 23 75.2+21 2,8 67.3 4.7 6,9

Timber 56.9£15.7 27,6 61.8+8.8 14,2 60+11.8 19,7 57.7+3.9 6,8

Tremie 73.4+£6.7 9,1 75.2£5 6,7 745+1 1,3 629+27 4,3

Voltige 28.4+8.4 29,4 32.9+4.2 12,7 25.6 £12.7 49,6

ANNEE 2 ANNEE 3
CAU CFD MOM UNI CFD MOM SEC
Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%)

1010-13-2-1 32.5+13.4 41,3 21127 60,6 31 40 1010-13-2-1 31.4+3.6 114 26.7+4.4 16,4 32.7+35 10,7
1010-13-2-4  725%12 16,6 745+35 4,7 85 61 1010-13-2-4  85.7+22 2,6 65.3+125 19,1 76.9+3.3 4,3
Ambrosia 37.5+19.1 50,9 19+85 44,7 31 26 Andalou 67.5+0.8 12 66.2+0 0 645+1.3 2
Andalou 67+28 4.2 54.5+10.6 19,5 85 62 Astuce 242+6.2 25,8 235+37 15,9 22+4.4 20,1
Arack 715+£92 12,9 77£11.3 14,7 83 67 Bagou 22322 9,7 258+33 12,7 256+1.4 53
Astuce 19£7.1 37,2 195+£21 10,9 17 23 Caphorn 66.8+5.8 8,7 69.4 £16.1 23,2 68.9+3.3 4.8
Bagou 285+£9.2 32,3 325+£6.4 19,6 43 29 Crousty 33.8+10 29,5 32.6+0.2 0,5 349+42 12,1
Calisto 35+15.6 44,4 24512 49,1 26 20 Dinosor 722+23 3,2 66 +14.3 21,6 58.3+6 10,3
Caphorn 69+14 2 70.5+24.7 35,1 87 83 Farandole 19.3£18 9,6 18.7+35 18,7 145%09 6,5
CF01085 71127 17,9 54 £15.6 28,8 71 62 Glasgow 16.7+£28 16,5 19+4.2 22,2 132+22 16,6
Crousty 30.5+0.7 23 20+7.1 35,4 31 30 Koreli 81+54 6,7 749+23 31 732+9.1 12,5
Dinosor 655+2.1 32 66.5+13.4 20,2 45 69 Mendel 58.2+4.2 72 57376 13,2 615+23 37
Farandole 26+11.3 43,5 19.5+35 18,1 20 36 Paledor 15511 74 198+26 134 144+16 111
Garcia 66+11.3 17,1 62.5+4.9 7.9 61 83 Premio 784 +6 7,6 73773 9,9 718+96 134
Glasgow 55+21 38,6 9+28 31,4 14 29 Quebon 87.3+12.1 13,9 78.9+55 7 81.4+3.1 3,9
Koreli 67+0 0 61.5£0.7 11 76 92 Robigus 29.2+0 0,1 26.5+05 18 23.6+26 11,1
Maxyl 60+12.7 21,2 48+0 0 67 Rytmic 83127 33 79.8+19 23 84.7+8.1 9,6
Mendel 68.5+9.2 13,4 5457 10,5 79 73 Sankara 70.8+3.1 4,4 65.6 5.4 8,2 68.9+55 79
Paledor 19.5+£27.6 141,4 16+5.7 35,4 22 34 Sogood 81+17.6 21,7 745+16 2,2 74.4+24 32
Perfector 6971 10,2 54+28 52 69 85 Soissons 725+55 7.6 63.5+3.1 5 65.1+2.7 4.2
Premio 69+9.9 14,3 66 £4.2 6,4 90 69 Tapidor 63+£7.3 116 58.6+3 51 67.8+0.9 14
Quebon 74+57 76 79.5+27.6 34,7 86 97 Tremie 67.9+3.3 4,8 65.1+1.4 2,1 63.6+4 6,3
Robigus 24+14 59 27+9.9 36,7 19 35
Rosario 74549 6,6 61.5+35 57 84 87
Rytmic 88+85 9,6 64.5+35 55 80 100
Sankara 79+57 72 64+£21.2 331 93 85
Sogood 85+12.7 15 83x7.1 8,5 53 50
Soissons 72.5+16.3 22,4 63.5%17.7 27,8 82 82
Tapidor 61.5+6.4 10,3 61.5+23.3 37,9 66 62
Timber 31507 22 30+28 9,4 61 52
Tremie 69.5+12 17,3 64.5+14.8 23 88 82
Voltige 29.5+10.6 36 27
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ANNEXES - Temps de chute de Hagberg pour les \é&wiffincaises en secondes
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Method: 95.0 percent LSD
VAR Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups
Tapidor 20 140.863 10.1268 X
Tremie 20 227.651 10.1268 X
Robigus 20 229.903 10.1268 X
Bagou 20 232.984 10.1268 X
Ambrosia 14 233.216 12.271 X
Glasgow 19 239.923 10.472 XX
Garcia 14 252.966 12.271 XXX
CF01085 12 271.808 13.3115 XXX
Caphorn 20 279.585 10.1268 XXX
Ephoros 6 283.466 18.6606 XXXX
Calisto 14 294.549 12.271 XXX
Crousty 20 294.989 10.1268 XXX
Andalou 20 299.216 10.1268 XXX
Rosario 14 307.507 12.271 XXX
Sogood 20 312.499 10.1268 XX
Perfector 14 332.945 12.271 XXX
Farandole 18 333.329 10.7004 XX
Mendel 20 334.737 10.1268 XXX
1010-13-2-1 12 338.361 13.2582 XXXX
Astuce 20 352.282 10.1268 XXXX
Timber 14 352.445 12.271 XXXXX
1010-13-2-4 12 359.633 13.2582 XXXXX
Arack 14 359.966 12.271 XXXXX
Koreli 18 360.804 10.7004 XXXXX
Premio 20 362.817 10.1268 XXXX
Soissons 20 365.605 10.1268 XXX
Quebon 12 366.147 13.2582 XXXXX
Paledor 20 368.989 10.1268 XXX
Dinosor 20 377.923 10.1268 XX
Voltige 9 380.736 15.288 XX
Maxyl 13 382.03 12.6634 XX
Rytmic 18 383.242 10.7004 X
Sankara 20 418.014 10.1268 X



ANNEXES - Temps de chute de Hagberg pour les \é&wiffncaises en secondes

ANNEE 1
R2N LeD SEC SUR
Moy *+ET CV (%) Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%)
Ambrosia 214.5 +28.99 13,52 131.5+12.02 9,14 211.5 + 28.99 13,71 177.5+12.02 6,77
Andalou 323+14.14 4,38 263.5+23.33 8,86 246 +28.28 11,5 254 +73.54 28,95
Arack 372.5+6.36 1,71 363.5+30.41 8,36 270 +22.63 8,38 413.5+10.61 2,57
Astuce 348.5+9.19 2,64 356.5+0.71 0,2 338.5+78.49 23,19 347 +26.87 7,74
Bagou 225+9.9 4,4 186 +9.9 5,32 240.5 +23.33 9,7 204 + 16.97 8,32
Calisto 303.5 +44.55 14,68 337.5+33.23 9,85 140.5+3.54 2,52 235+1.41 0,6
Caphorn 204 £11.31 5,55 259.5 +28.99 11,17 198 + 5.66 2,86 220.5 +34.65 15,71
CF01085 229.5+6.36 2,77 197.5+60.1 30,43 206.5 +64.35 31,16
Crousty 276.5 +16.26 5,88 289 +82.02 28,38 265.5 +21.92 8,26 183.5+7.78 4,24
Dinosor 389 £31.11 8 395.5 + 6.36 1,61 406.5+43.13 10,61 374.5+21.92 5,85
Ephoros 262.5 +37.48 14,28 264 +11.31 4,29 241.5+17.68 7,32
Farandole 370.5 £27.58 7,44 209.5 + 31.82 15,19 313.5+ 86.97 27,74
Garcia 215 +£53.74 25 178.5 £23.33 13,07 134.5 +88.39 65,72 190.5£9.19 4,83
Glasgow 226.5+6.36 2,81 189 +38.18 20,2 192.5+2.12 11
Koreli 407.5+41.72 10,24 342.5 +28.99 8,46 379.5+12.02 3,17
Maxyl 415 +33.94 8,18 316 +15.56 4,92 368 +49.5 13,45 352 +57.98 16,47
Mendel 349.5 +96.87 27,72 345 +84.85 24,6 231.5+19.09 8,25 337 £38.18 11,33
Paledor 384.5 £48.79 12,69 387.5+2.12 0,55 356 +31.11 8,74 394 +2.83 0,72
Perfector 340 £55.15 16,22 373.5+4.95 1,33 175+11.31 6,46 310 £33.94 10,95
Premio 351 +26.87 7,66 341 +77.78 22,81 370.5+24.75 6,68 324 +104.65 32,3
Robigus 216 +£19.8 9,17 208 +19.8 9,52 161.5+33.23 20,58 232 +8.49 3,66
Rosario 276.5+3.54 1,28 305 +86.27 28,28 247 +4.24 1,72 285 +45.25 15,88
Rytmic 412 +49.5 12,01 360 + 39.6 11 303.5 + 125.1¢€ 41,24
Sankara 439 +36.77 8,38 464.5 + 16.26 35 380 + 15.56 4,09 437.5+12.02 2,75
Sogood 315 +18.38 5,84 278 +18.38 6,61 233.5 + 36.06 15,44 270.5+10.61 3,92
Soissons 383 +16.97 4,43 357 +32.53 9,11 342.5+4.95 1,45 366 +19.8 541
Tapidor 98 +50.91 51,95 145.5 +21.92 15,07 79.5+24.75 31,13 152.5 + 4.95 3,25
Timber 363.5 +38.89 10,7 356.5 +53.03 14,88 251.5+74.25 29,52 364.5+13.44 3,69
Tremie 213+9.9 4,65 199.5+17.68 8,86 86.5 +14.85 17,17 230.5+7.78 3,37
Voltige 388.5 +19.09 4,91 360 +9.9 2,75 367 +33.94 9,25
ANNEE 2
CAU CFD MOM UNI
Moy *ET CV (%) Moy +ET CV (%)

1010-13-2-1 392.5+14.85 3,78 395+14.14 3,58 261 314

1010-13-2-4 440.5+10.61 2,41 424 +2.83 0,67 345 286

Ambrosia 372+14.14 3.8 334 £114.55 343 195 183

Andalou 343.5+78.49 22,85 393+31.11 7,92 273 275

Arack 419.5+9.19 2,19 418.5 +20.51 4,9 258 258

Astuce 439.5+ 354 0,8 377 £16.97 4,5 248 364

Bagou 295.5+37.48 12,68 319£21.21 6,65 251 211

Calisto 399.5+20.51 513 409 +28.28 6,92 238 258

Caphorn 3715£212 0,57 409.5 +19.09 4,66 351 231

CF01085 380 +£22.63 5,95 417.5+3.54 0,85 187 214

Crousty 392+7.07 18 402 +18.38 4,57 203 238

Dinosor 429 +14.14 33 389+9.9 2,54 252 276

Farandole 407 £43.84 10,77 439.5 +26.16 5,95 208 268

Garcia 418.5+50.2 12 441 £12.73 2,89 218 182

Glasgow 319£21.21 6,65 294 £8.49 2,89 226 216

Koreli 413 +26.87 6,51 396.5+14.85 3,75 257 371

Maxyl 423.5+17.68 4,17 4575x7.78 17 363

Mendel 419.5+19.09 4,55 436 +8.49 1,95 181 223

Paledor 403+0 0 398.5+9.19 2,31 302 363

Perfector 398.5+37.48 9,4 4245+ 14.85 35 291 351

Premio 433+2.83 0,65 423 +16.97 4,01 355 303

Quebon 436.5+7.78 1,78 439.5+9.19 2,09 216 302

Robigus 291+12.73 4,37 233+1.41 0,61 202 202

Rosario 404 £24.04 5,95 360.5+13.44 3,73 267 277

Rytmic 422 £39.6 9,38 445.5 + 6.36 1,43 297 383

Sankara 432.5+24.75 572 433.5+12.02 2,77 394 371

Sogood 388 £32.53 8,38 387 +£1.41 0,37 289 260

Soissons 430 £31.11 7,24 396 £12.73 321 321 355

Tapidor 209.5 £ 6.36 3,04 240 +£2.83 1,18 136 95

Timber 424.5 + 36.06 8,5 413.5+10.61 2,57 255 358

Tremie 336 £ 25.46 7,58 397.5+12.02 3,02 220 184

Voltige 393 +16.97 4,32 356

ANNEE 3
CFD MOM SEC
Moy +ET CV (%) Moy *ET CV (%) Moy *ET CV (%)

1010-13-2-1 335+21.21 6,33 375+16.97 4,53 381+18.38 4,83

1010-13-2-4 331.5+45.96 13,86 389 +16.97 4,36 389+9.9 2,54

Andalou 277+1.41 0,51 345.5+4.95 1,43 317 +12.73 4,02

Astuce 368 +8.49 2,31 301.5+31.82 10,55 386.5 + 28.99 75

Bagou 189 + 15.56 8,23 225 +5.66 2,51 259.5+2.12 0,82

Caphorn 367.5+24.75 6,73 257.5+9.19 3,57 262 £16.97 6,48

Crousty 331.5+23.33 7,04 340.5 +16.26 4,78 287 £11.31 3,94

Dinosor 408.5 £3.54 0,87 3425+ 4455 13,01 428 £42.43 9,91

Farandole 3445 +26.16 7,59 356.5+£9.19 2,58 365+19.8 5,42

Glasgow 311+8.49 2,73 211.5+19.09 9,03 276 £5.66 2,05

Koreli 3485+ 17.68 5,07 331.5+28.99 8,75 371.5+9.19 2,47

Mendel 380+1.41 0,37 326 £50.91 15,62 357.5+21.92 6,13

Paledor 337.5+0.71 0,21 368.5+3.54 0,96 3711273 3,43

Premio 376.5+24.75 6,57 381+4.24 111 356 +1.41 0,4

Quebon 394.5+9.19 2,33 391.5 +30.41 7,77 404.5+12.02 2,97

Robigus 322.5+16.26 5,04 231+7.07 3,06 250.5 +3.54 1,41

Rytmic 407 £9.9 2,43 385.5+0.71 0,18 422 +22.63 5,36

Sankara 4245 +13.44 3,16 413 £22.63 5,48 419.5+16.26 3,88

Sogood 363+1.41 0,39 300.5 +21.92 7,29 362.5 + 36.06 9,95

Soissons 373.5+4.95 133 345.5+12.02 3,48 367.5+30.41 8,27

Tapidor 175 +£53.74 30,71 128.5+2.12 1,65 116.5+40.31 34,6

Tremie 284.5 + 23.33 8,2 191.5+7.78 4,06 179.5 + 26.16 14,58
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ANNEXES - Viscosité potentielle pour les variétéacaises
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Method: 95.0 percent LSD
VARIETES Count LS Mean LS Sigma  Homogeneous Groups
Crousty 8 1.45308 0.0522926 X
Andalou 8 1.62973 0.0522926 X
Soissons 8 1.64273 0.0522926 X
Voltige 6 1.66037 0.0607081 X
Timber 7 1.88758 0.0560617 X
Glasgow 7 2.03922 0.0560617 XX
Premio 8 2.07185 0.0522926 XX
Dinosor 8 2.09756 0.0522926 XX
Calisto 8 2.174 0.0522926 XXX
Rosario 8 2.21293 0.0522926 XXX
Sogood 8 2.25936 0.0522926 XXX
Garcia 8 2.2646 0.0522926 XXXX
Bagou 8 2.28369 0.0522926 XXXX
Rytmic 6 2.29789 0.0607081 XXXX
Sankara 8 2.31983 0.0522926 XXXXX
Robigus 8 2.32677 0.0522926 XXXX
Perfector 8 2.36088 0.0522926 XXXX
Tremie 8 2.40684 0.0522926 XXX
Paledor 8 2.46327 0.0522926 XX
Ambrosia 8 2.49186 0.0522926 X
Mendel 8 2.5051 0.0522926 X
Arack 8 2.76656 0.0522926 X
Farandole 6 2.81301 0.0607081 XX
Koreli 6 2.82109 0.0607081 XX
Maxyl 8 2.92994 0.0522926 XX
Ephoros 6 3.0001 0.0607081 X
Caphorn 8 3.20217 0.0522926 X
CF01085 6 3.30903 0.0607081 X
Astuce 8 3.51565 0.0522926 X
Tapidor 8 4.13309 0.0522926 X



ANNEXES - Viscosité potentielle pour les variétéacaises

ANNEE 1
R2N LeD SEC SUR

Moy +ET CV (%) Moy *ET CV (%) Moy *ET CV (%) Moy *ET CV (%)
Ambrosia 2.498 £0.13 5,216 2.38 £0.061 2,582 2.603 £ 0.086 3,313 2.486 +£0.029 1,153
Andalou 1.69 £0.127 7,537 1.643 +£0.035 2,15 1.739+£0.144 8,295 1.447 £ 0.307 21,216
Arack 2.808 £ 0.086 3,06 2.671 £0.028 1,042 2.889 £ 0.026 0,912 2.697 £ 0.09 3,322
Astuce 3.551 £ 0.449 12,641 3.494 +£0.132 3,775 3.509 + 0.044 1,244 3.508 £ 0.028 0,796
Bagou 2.219+£0.201 9,073 2.331 £ 0.007 0,282 2.329£0.09 3,86 2.256 +0.092 4,083
Calisto 2.147 £0.02 0,928 1.954 £0.16 8,188 2.357+£0.2 8,485 2.237 £0.119 5,334
Caphorn 3.297 £0.075 2,261 2.921 +0.405 13,872 3.551 + 0.166 4,68 3.04 £0.488 16,049
CF01085 3.291 £0.061 1,858 3.481 £0.132 3,778 3.28 £0.274 8,345
Crousty 1.372 +£0.035 2,566 1.393 +£0.068 4,896 1.558 £ 0.027 1,754 1.489 £ 0.079 5,286
Dinosor 2.095 £ 0.041 1,981 2.168 £ 0.093 4,292 2.083 + 0.061 2,953 2.045+0.11 5,379
Ephoros 2.9 +0.036 1,256 3.176 £ 0.059 1,848 3.05+0.08 2,639
Farandole 2.916 £ 0.066 2,259 2.868 £ 0.061 2,12 2.78 + 0.226 8,142
Garcia 2.327 £0.01 0,447 2.026 £0.086 4,23 2.301£0.199 8,631 2.403 £0.008 0,334
Glasgow 2.142 £0.091 4,24 2.054 +£0.053 2,579 1.999 +0.168 8,407
Koreli 2.768 £ 0.057 2,053 2.91 £0.03 1,042 2.91+£0.275 9,45
Maxyl 3.042+0 0,011 2.506 £ 0.413 16,491 3.215 +0.049 1,527 2.956 +0.012 0,394
Mendel 2.7+0.041 151 2.177 £0.46 21,115 2.642 +0.048 1,813 2.502 £ 0.078 3,126
Paledor 2.539 £ 0.038 1,497 2.042 £0.166 8,12 2.602 +0.118 4,541 2.67 £0.095 3,573
Perfector 2.371£0.071 3,015 2.258 £0.215 9,499 2.415 £ 0.003 0,145 2.399 + 0.006 0,26
Premio 2.031+£0.172 8,451 2.018 +0.019 0,936 2.1+£0.043 2,052 2.138+0.1 4,686
Robigus 2.241 £0.071 3,184 2.329 £0.013 0,569 2.351 + 0.155 6,604 2.386 £ 0.09 3,78
Rosario 2.211 £0.071 3,189 2.108 + 0.087 4,14 2.273+0.132 5,79 2.26 £0.145 6,423
Rytmic 2.36 +0.094 3,974 2.323 £0.092 3,953 2.335+0.107 4,567
Sankara 2.344 £ 0.039 1,65 2.265 +0.088 3,877 2.27 £0.062 2,739 2.401 £ 0.092 3,821
Sogood 2.208 £ 0.125 5,654 2.318£0.118 5,082 2.256 £ 0.03 1,331 2.255 +0.083 3,688
Soissons 1.668 +0.114 6,812 1.486 +£0.112 7,533 1.729 £ 0.038 2,187 1.688 + 0.086 5,103
Tapidor 4.091 £ 0.343 8,392 3.723 £0.053 1,436 4.478 + 0.004 0,085 4.241 +0.115 2,706
Timber 1.878 £0.103 5,498 2,04342647 1.926 £ 0.077 4,002 1.823 £0.092 5,072
Tremie 2.305 £ 0.005 0,205 2.342 £0.034 1,47 2.537 £0.113 4,464 2.443 £ 0.06 2,465
Voltige 1.642 £0.12 7,289 1.713 £ 0.097 5,687 1.751 £ 0.017 0,99
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ANNEXES - Viscosité réelle pour les variétés franea
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I Method: 95.0 percent LSD
1.26 I - VAR Count LSMean LS Sigma Homogeneous Groups
Timber 6 1.1085  0.0227458 X
122 - I - Voltige 3 113177  0.0322113 XXXX
Crousty 12  1.14138  0.0152235 XX
I Andalou 12 115335  0.0152235 XXX
118 I 7 Soissons 12 1.16422  0.0152235 XXXX
Calisto 6 1.172 0.0227458 XXXXXX
114 F _ Premio 12 117671  0.0152235 XXXXX
: Rytmic 12 1.18525  0.0152235 XXXXX
Glasgow 12 1.18972 0.0152235 XXXXX
1.1k . Bagou 12 119698  0.0152235 XXXXX
2 o s 9 z Arack 6 1.2045  0.0227458 XXXXXXXX
S S 2 » > Perfector 6 1.20762  0.0227458 XXXXXXX
LIEUX Rosario 6 1.21112  0.0227458 XXXXXXX
Sogood 12 1.21164  0.0152235 XXXX
Dinosor 12  1.21715  0.0152235 XXXXX
13F — Ambrosia 6 1.22012  0.0227458 XXXXXX
: _ Robigus 12 1.22574  0.0152235 XXXXX
Tremie 12 1.23658  0.0152235 XXXXX
- Mendel 12 1.2376  0.0152235 XXXXX
1.28 . Sankara 12 1.24308  0.0152235 XXXX
1010-13-2-1 12 1.24805  0.0152235 XXXXX
Farandole 12 1.25047 0.0152235 XXXXX
1.26 | _ Maxy! 5 1.26172  0.0240264 XXXXXX
L Koreli 12 1.26188  0.0152235 XXXX
1010-13-2-4 12 1.26337  0.0152235 XXXX
Garcia 6 1.26687  0.0227458 XXXXX
1.24 - . Paledor 12 1.27627  0.0152235 XXX
1 Quebon 12 1.28744 0.0152235 XX
— Caphorn 12 1.28951  0.0152235 XX
122 L | CF01085 6 1.306 0.0227458 XX
- - Astuce 12 1.33768  0.0152235 X
Tapidor 11 1.41799 0.0163213 X

TRAIT N



ANNEXES - Viscosité réelle pour les variétés franea

ANNEE 2
CAU CFD MOM UNI

Moy *ET CV (%) Moy *ET CV (%)
1010-13-2-1 1.282+0.04 40,318 1274 +£0.04 37,318 1,199 1,114
1010-13-2-4 1.285+0.026 41,318 1.326 +£0.079 52,318 1,113 1,184
Ambrosia 1.306 +0.026 46,318 1.254 +0.042 28,318 1,159 1,284
Andalou 1.202 +£0.023 12,318 1.195 + 0.006 10,318 1,239 1,369
Arack 1.266 +0.051 33,318 1.225+0.136 17,318 1,137 1,173
Astuce 1.419 £ 0.069 62,318 1.359 +0.027 56,318 1,198 1,185
Bagou 1.243 £0.013 21,318 1.245 +0.031 23,318 1,223 1,239
Calisto 1.228 £0.014 19,318 1.182 +0.041 8,318 1,271 1,332
Caphorn 1.368 +0.042 58,318 1.334 £0.001 53,318 1,184 1,140
CF01085 1.312 £0.022 48,318 1.392 +£0.043 61,318 1,187 1,188
Crousty 1.148 +£0.01 3,318 1.159 +0.021 5,318 1,206 1,202
Dinosor 1.259 +0.028 30,318 1.22+0.034 15,318 1,201 1,203
Farandole 1.269 £ 0.044 34,318 1.316 £0.115 49,318 1,168 1,198
Garcia 1.374 £0.068 59,318 1.304 £0.05 45,318 1,137 1,298
Glasgow 1.244 £0.012 22,318 1.216 £ 0.054 13,318 1,217
Koreli 1.292 £ 0.064 43,318 1.297 £ 0.061 44,318 1,190 1,238
Maxy! 1.288 +0.031 42,318 1.351 +£0.016 55,318 1,171 1,830
Mendel 1.35+0.003 54,318 1.248 +0.035 25,318 1,198 1,182
Paledor 1.251 £ 0.099 27,318 1.31 +0.069 47,318 1,098 1,196
Perfector 1.276 £0.024 38,318 1.217 £0.004 14,318 1,152 1,224
Premio 1.226 £0.017 18,318 1.264 +£0.048 31,318 1,213 1,208
Quebon 1.384 £0.013 60,318 1.359 +0.026 57,318 1,170 1,213
Robigus 1.316 £ 0.046 50,318 1.224 +0.001 16,318 1,180 1,227
Rosario 1.255+0 29,318 1.249 £0.019 26,318 1,236 1,214
Rytmic 1.24 £0.001 20,318 1.168 +£0.04 6,318 1,212 1,221
Sankara 1.281+0.03 39,318 1.271 £0.025 36,318 1,137 1,154
Sogood 1.265 +0.036 32,318 1.245 +0.004 24,318 1,288 1,463
Soissons 1.182 +0.022 9,318 1.196 +0.016 11,318 1,100 1,148
Tapidor 1.493 +0.002 63,318 1.521 £0.02 64,318 1,166 1,181
Timber 1.17 £0.02 7,318 1.12+0.025 2,318 1,192
Tremie 1.319+0.05 51,318 1.27 £ 0.056 35,318 1,173 1,199
Voltige 1.154 + 0.016 4,318 1,225 1,284

ANNEE 3
CFD MOM SEC

Moy *ET CV (%) Moy *ET CV (%) Moy *ET CV (%)
1010-13-2-1 1.23 +£0.029 2,318 1.249 £ 0.012 0,923 1.287 +0.006 0,432
1010-13-2-4 1.252 +0.015 1,188 1.225 +0.006 0,493 1.263 +0.004 0,32
Andalou 1.126 +0 0,009 1.143 £0.012 1,052 1.145 +0.008 0,666
Astuce 1.302 +£0.017 1,325 1.339 £ 0.006 0,464 1.349 £ 0.029 2,161
Bagou 1.172 £ 0.006 0,5 1.211 £ 0.003 0,242 1.195 +0.024 2,026
Caphorn 1.257 £0.044 3,466 1.283 £0.017 1,305 1.292 + 0.012 0,961
Crousty 1.127 £0.022 1,966 1.145 £ 0.018 1,574 1.151 + 0.003 0,244
Dinosor 1.173 £0.027 2,294 1.238 £ 0.001 0,064 1.262 + 0.004 0,33
Farandole  1.231+0.078 6,316 1.229 £ 0.013 1,098 1.281 +0.024 1,877
Glasgow 1.126 +0 0,013 1.201 £ 0.016 1,344 1.204 +0.026 2,167
Koreli 1.228 £0.023 1,872 1.247 £0.028 2,228 1.309 + 0.083 6,327
Mendel 1.21 +0.002 0,147 1.221 £0.018 1,49 1.23+0.063 5,088
Paledor 1.165 +0.007 0,582 1.219 £ 0.009 0,703 1.303 + 0.086 6,574
Premio 1.137 +£0.002 0,136 1.15 + 0.006 0,547 1.177 £0.016 1,328
Quebon 1.225+0.011 0,891 1.29 + 0.008 0,642 1.3+0.03 2,292
Robigus 1.198 +0.001 0,106 1.206 £ 0.017 1,426 1.24+0.03 2,395
Rytmic 1.154 £0.014 121 1.181 £0.04 3,386 1.219+0.02 1,679
Sankara 1.201 +0.007 0,592 1.24 +0.023 1,833 1.284 +0.028 2,155
Sogood 1.16 +0.003 0,272 1.203 £0.011 0,889 1.226 +0.021 1,748
Soissons 1.16 +0.004 0,317 1.17 £0.01 0,872 1.168 + 0.022 1,907
Tapidor 1.306 +0.068 5,18 1.405 £ 0.01 0,716 1.413 £0.082 5,806
Tremie 1.196 +0.018 1,547 1.261 £0.018 1,443 1.224 £ 0.03 2,47
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ANNEXES - Teneur en amylose pour les variétés fmss en %
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Method: 95.0 perc

VARIETES

Cc Homogeneous Groups

Glasgow 6
Perfector 6

Garcia 6
Robigus 6
Caphorn 6
Premio 6
Rytmic 6
Voltige 3
Paledor 6
Calisto 6

Dinosor 6
Sankara 6

Sogood 6
CF01085 6
1010-13-2-1
Soissons 6
Crousty 6
Québon 6
Tremie 6

Rosario 6
Ambrosia 6
Farandole 6

Koreli 6
Mendel 6
Astuce 6
Maxyl 5
Arack 6
Andalou 6
1010-13-2- 4
Tapidor 6
Timber 6
Bagou 6

X

XXX
XXXX
XXXX
XXXX
XXXX
XXXXX
XXXX
XXXX
XXXX

XXXX
XXXXX
XXXXX

XXXXX
XXXXX
XXXXX

XXXXXX
XXXXXXX
XXXXXX
XXX
XXXXXX
XXXXXX
XXXXX
XXXX
XXXX
(
XX
XX
X



ANNEXES - Teneur en amylose pour les variétés fmss en %

ANNEE 2
CAU CFD MOM UNI
Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%)
1010-13-2-1 23.48 £1.05 4,47 23.61+0.86 3,64 23,08 21,58
1010-13-2-4 23.55+1.44 6,11 24.66 £1.08 4,38 28,08 23,67
Ambrosia 23.34 £0.93 3,98 24.12 +0.53 2,2 22,51 23,45
Andalou 23.78 £1.24 5,21 25.09 £0.98 3,91 23,47 24,16
Arack 23.97+3 12,52 24.28 +2.96 12,19 23,85 25,04
Astuce 23.9+0.08 0,33 24.95+1.98 7,94 23,78 21,48
Bagou 23.97 £1.07 4,46 2476 £1.19 4,81 28,28 25,45
Calisto 22.79+1.24 5,44 23.07 £2.05 8,89 24,63 20,93
Caphorn 22.02+0.54 2,45 22.17 +1.88 8,48 24,77 22,54
CF01085 24+£2.01 8,38 23.25+2.74 11,78 22,04 21,55
Crousty 23.25+0.83 3,57 24,78 +0.92 3,71 2541 18,08
Dinosor 20.15+2.74 13,6 23.68 £1.32 5,57 25,18 24,52
Farandole 23.32 £ 0.66 2,83 23.64£2.7 11,42 23,25 24,83
Garcia 22.05+0.71 3,22 2252 +£1.45 6,44 22,79 22,93
Glasgow 22.55+0.97 4,3 21.47 +£0.48 2,24 23,89 19,6
Koreli 22.95+1.17 51 25.18 £ 2.47 9,81 24,18 21,83
Maxyl 23.72+2.51 10,58 24.16 £0.74 3,06 24,49
Mendel 23.68 £1.29 5,45 23.09 £4.49 19,45 23,38 25,44
Paledor 22.97 £0.03 0,13 21.45+0.81 3,78 23,05 25,22
Perfector 22.18+0.6 2,71 2196 £1.23 5,6 23,25 21,35
Premio 22.79+0.78 3,42 22.56 +2.47 10,95 23,77 21,57
Quebon 22.74 £1.33 5,85 23.43+£1.75 7,47 26,14 21,48
Robigus 22.14 +1.27 5,74 23.4+£0.48 2,05 22,3 22,26
Rosario 23.69 +£2.96 12,49 22.38+0.24 1,07 24,54 24,09
Rytmic 22.38 £ 2.67 11,93 23.38+1.36 5,82 21,78 22,87
Sankara 22.8+1.13 4,96 23.08 £ 3.99 17,29 23,7 22,12
Sogood 24.64 +£0.99 4,02 21.39+1.93 9,02 21,56 24,33
Soissons 23.79+1.88 7,9 22.92 +0.89 3,88 25,21 20,51
Tapidor 24.78 £0.23 0,93 25.02 £1.52 6,08 24,52 26,73
Timber 25.34+0.11 0,43 23.85+0.32 1,34 27,92 24,71
Tremie 22.42 +£0.93 4,15 23.98 £0.22 0,92 24,37 23,01
Voltige 23.08 +1.69 7,32 21,82
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ANNEXES - Proportion de granules de type A pouniasétés francaises en %
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Method: 95.0 percent LSD
VAR Count LS Mean LS Sigma
Soissons 20 76.7936 0.577269
Caphorn 20 78.5049 0.577269
Rosario 14 78.6401 0.699501
Andalo u 20 78.6751 0.577269
Koreli 18 79.1666 0.609969
CF01085 12 79.2462 0.758813
Sogood 20 79.366 0.577269
Arack 14 79.7205 0.699501
Premio 20 79.7352 0.577269
Perfector 14 80.3868 0.699501
Rytmic 18 80.7245 0.609969
1010-13-2-4 12 81.604 0.755774
Maxyl 13 81.6263 0.721866
Tremie 20 82.331 0.577269
Quebon 12 82.4045 0.755774
Mendel 20 82.827 0.577269
Calisto 14 82.9703 0.699501
Robigus 20 83.0048 0.577269
Tapidor 20 83.0382 0.577269
Timber 14 83.0487 0.699501
Sankara 20 83.7602 0.577269
Crousty 20 85.0089 0.577269
Bagou 20 85.3924 0.577269
Dinosor 20 85.6806 0.577269
1010-13-2-1 12 86.1205 0.755774
Garcia 14 86.4011 0.699501
Glasgow 19 86.9385 0.596949
Paledor 20 87.1785 0.577269
Voltige 9 87.4702 0.87148
Ambrosia 14 88.5838 0.699501
Ephoros 6 88.6886 1.06374
Farandole 18 89.0331 0.609969
Astuce 20 89.8664 0.577269
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ANNEXES - Proportion de granules de type A pouniasétés francaises en %

ANNEE 1
R2N LeD SEC SUR
Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%)
Ambrosia 84.7+3 3,6 86.1+2.8 3.2 86.2+5.7 6,6 85+2.9 34
Andalou 72.8+0.2 0,3 72+0 0 70.5+0.2 0,3 72.1+0.7 1
Arack 71+4 56 7412 1,6 74.2+0.6 0,8 75209 13
Astuce 91.6+2.7 29 87.8+0.7 0,8 85.2+0.5 0,6 875+ 12 13
Bagou 82.1+0.9 11 823+1.2 15 80+25 31 80.4+0.4 05
Calisto 78122 28 775+22 29 78.7+2.4 31 779+ 03 0,4
Caphorn 7108 1,1 71312 17 70.6+0.4 05 72+1.2 17
CF01085 73.8+0.5 0,7 73.3+0.8 11 721+1 14
Crousty 78.8+35 4,5 83.1+4.9 6 80.9+0.1 0,1 80.6+ 0.9 11
Dinosor 81.6+0.7 0,8 826+1.4 17 81.5+0.5 0,6 82.8+05 0,6
Ephoros 83.7+15 1.8 82.9+0.8 1 84.1+0.9 11
Farandole 87.2+0.4 0,4 87.5+14 16 88.8+13 15
Garcia 80.9+0.3 0,4 826+1.2 1.4 81.1+28 35 823+ 1 12
Glasgow 83.6+3.6 43 90.8+0.4 0,4 82.8+16 2
Koreli 69.5+1.2 17 70x0.1 0,1 80.4+13.6 17
Maxyl 7505 0,6 76.3+0.1 0,1 75.7+0.7 1 76.1x1 13
Mendel 7830 0 785%0.1 0,1 77717 22 759+17 23
Paledor 82857 6,9 86.3+2.8 3.2 84.2+6.7 8 80.3+ 0.4 05
Perfector 75.3£0.3 0,4 73711 15 75.2+05 0,7 7515 19
Premio 71.2+36 51 731%15 2 736+4.1 5,6 724£1.1 15
Robigus 78.1+2.6 3.4 759+0.2 0,2 79.2+18 23 82.6 £5.7 7
Rosario 723£35 4,8 732%19 25 70£0.9 13 728+ 0.9 12
Rytmic 74.7£0.7 0,9 739+18 24 75421 28
Sankara 78.8+0.8 11 79211 14 77514 17 80.1£22 2,7
Sogood 729+£0.2 0,2 721%16 2,2 70.3£0.2 0,2 723+£0.2 03
Soissons 67.7+05 0,7 709+05 0,7 67.9+2.1 31 67.2£29 4,4
Tapidor 76.9£0.5 0,6 78623 29 7841 13 77.7£09 12
Timber 789+1.1 13 75.9+22 29 76.7+1.1 1,4 788+ 1.1 14
Tremie 77.4£0.4 0,5 76.9+0.7 0,9 75.1+£0 0 785+08 1
Voltige 81.8+3.6 4,5 85.6 +0 0 81.5+05 0,7
ANNEE 2
CAU CFD MOM UNI
Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%)
1010-13-2-1 89.7+18 2 88.4+0.8 0,9 86,9 87,6
1010-13-2-4 84511 13 81.3+0.7 08 84,61 84,11
Ambrosia 87.1+16 18 88.5+1.2 14 90,75 88,03
Andalou 81.3x0.7 0.8 79.7+13 17 79,29 82,76
Arack 83.7+0.2 0,2 83.7+09 11 83,1 82,06
Astuce 87.5+0 0 90.9+4.3 4,7 89,63 85,12
Bagou 88.1+17 19 85.1+2 24 87,5 84,45
Calisto 849+16 19 84.2+06 0,7 88,83 81,17
Caphorn 82504 0,4 80.6+1.4 17 83,64 80,99
CF01085 82.2+0.6 0,8 83.2+04 0,4 84,2 78,83
Crousty 84824 28 88.7+13 14 84,45 86,81
Dinosor 87.7x14 16 86.8+1.2 14 86,73 87,36
Farandole 89.9+1.2 13 89.9+2.1 23 92,77 87,53
Garcia 88.6+0.7 0.8 88517 19 86,75 85,15
Glasgow 84.3x0.9 11 87.7+0.9 1 87,76 86,47
Koreli 83.4+0 0 81.2+22 2,7 81,39 81,77
Maxyl 86.2+0.4 0,4 835+36 43 85,28
Mendel 84.2+0.1 0,1 85.7+0.3 03 83,8 84,562
Paledor 88.7+13 15 90 £3.6 4 91,37 86,72
Perfector 82.6+05 05 83.1+05 05 84,65 82,63
Premio 822+3.1 3.8 82.9+0.7 0,8 82,83 82,37
Quebon 85+17 2 84.6+0.1 0,1 86,43 83,49
Robigus 84.7+05 0,6 81.6+3.8 4,7 85,09 83,15
Rosario 81+13 16 84.3%0.9 11 83,73 81,96
Rytmic 83.2+0.5 0,6 83.9+23 27 83,79 82,11
Sankara 86+0 0 86.3+0.9 11 84,07 86,03
Sogood 84.4+0.1 0,1 83.1+0.7 0,9 84,26 81,15
Soissons 81.5+22 2,7 82615 18 80,12 79,42
Tapidor 832+44 53 86.4+0.8 0,9 81,75 85,15
Timber 84.9+0.1 0,2 87512 13 86,75 81,65
Tremie 88.3+0.2 0,2 80.3+3.4 4,2 85,35 87
Voltige 87.9+3.4 3,9 87,98
ANNEE 3
CFD MOM SEC
Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%)
1010-13-2-1 89.9%14 16 88.8+0.2 0,2 87.8x1.8 21
1010-13-2-4  84.3%+39 4,7 86.1+0.4 0,4 84219 22
Andalou 84.9+24 2,8 86.1+2.6 31 81405 0,6
Astuce 92.3+0.7 0,8 91.4+23 2,6 91.8+0.4 05
Bagou 89.6+16 18 90£27 3 84.7x0.7 08
Caphorn 85.5+0.8 0,9 84.1+£0.6 0,7 80.4+0.9 12
Crousty 88.2+3.1 3,5 88.2+0.7 0,8 86.8+0.6 0,7
Dinosor 87.2+0.7 0,8 87.4+14 17 86.9+0.9 11
Farandole 89.9+17 1,9 89.4+21 23 88.8+2.1 24
Glasgow 89.5+0.1 0,1 88.7+1.7 19 87.7+3.9 4,4
Koreli 82.1+13 1,6 85.2+0.9 11 78.6+6.7 8,6
Mendel 87.3+21 2,4 87.4+0.7 08 845+0.3 03
Paledor 90+0.5 0,6 89.2+1.6 18 87.3+22 25
Premio 86.1+0.6 0,7 85+0.8 0,9 83.7+0.1 0,1
Quebon 846+16 19 86.5+0.1 0,1 84214 17
Robigus 87.2+39 4,5 85.3+0.4 0,5 85.5+0.1 0,1
Rytmic 843%19 2,2 84.3+0.8 1 83.8x1.4 16
Sankara 86.1+0.9 1 87.3+0.1 0,1 86.9+1 12
Sogood 8407 0,9 84.7+0.4 0,4 82424 3
Soissons 82.9+04 0,5 8211 13 80.6+1.3 16
Tapidor 89.6+1.7 1,9 85.1+3.3 38 85.9+0.8 0,9

Tremie 85.6+2.1 2,5 85.9+1.1 1,3 845+15 1,7
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Method: 95.0 percent LSD
VAR Count LS Mean LS Sigma
Astuce 20 9.54016 0.558228
Ephoros 6 10.4813 1.02865
Farandole 18 10.5656 0.58985
Ambrosia 14 10.7741 0.676428
Voltige 9 11.9962 0.842735
Paledor 20 12.3268 0.558228
Glasgow 19 12.4464 0.577259
Garcia 14 12.7427 0.676428
1010-13-2-1 12 13.277 0.730846
Dinosor 20 13.6755 0.558228
Bagou 20 14.0298 0.558228
Crousty 20 14.3571 0.558228
Sankara 20 15.3124 0.558228
Tapidor 20 15.9544 0.558228
Mendel 20 16.2046 0.558228
Timber 14 16.3303 0.676428
Calisto 14 16.4188 0.676428
Robigus 20 16.4798 0.558228
Tremie 20 16.7061 0.558228
Quebon 12 16.7697 0.730846
Maxyl 13 17.4893 0.698055
1010-13-2-4 12 17.5429 0.730846
Rytmic 18 18.5392 0.58985
Perfector 14 18.8402 0.676428
Arack 14 19.4844 0.676428
Premio 20 19.5313 0.558228
Sogood 20 19.8657 0.558228
CF01085 12 19.9837 0.733784
Koreli 18 20.1805 0.58985
Andalou 20 20.4985 0.558228
Rosario 14 20.5351 0.676428
Caphorn 20 20.699 0.558228
Soissons 20 22.3626 0.558228
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ANNEXES - Proportion de granules de type B poumasetés francaises en %

ANNEE 1
R2N LeD SEC SUR
Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%)
Ambrosia 141+31 216 12827 212 125+55 443 13.7£28 20,3
Andalou 259+0.2 0,6 26.6+0.1 0,2 28.1+0.1 0,5 26.2+05 2
Arack 2794 14,2 245+1 39 24.2+0.9 3,7 23.3+0.9 39
Astuce 7425 34,2 11£0.6 57 135+0.5 3,6 112+1 8,9
Bagou 16.9+0.9 53 16.7+£13 7.9 18.9+23 12,3 18.3+ 0.3 18
Calisto 21+19 9,1 21.3%2 94 20.1+22 11,2 20.8+0.2 11
Caphorn 27.7+0.9 32 27313 4,6 28+0.3 1,1 265+ 13 4,9
CF01085 25.1+05 18 25.4+07 29 26111 4,1
Crousty 20.1+3.4 16,7 158+4.8 30,3 18+0.1 0,4 18+ 0.9 4,9
Dinosor 17.3+0.4 22 16+£1.3 84 17.3+£0.4 2,1 157+ 0.3 19
Ephoros 15+1.2 81 15.8+0.8 52 143+0.9 6,6
Farandole 12+0.1 0,9 11.7+13 11,2 104+13 12,6
Garcia 17.7+0.2 13 159+1.1 7.2 17.3+£2.7 15,7 16+ 0.7 45
Glasgow 154 +3.6 235 8.2+0.6 7.4 159+18 115
Koreli 29213 4,6 28.8+0.1 0,5 18.3+£13.4 73,2
Maxyl 23.6x0.4 16 222+0.1 05 23+0.8 3,6 222+0.9 4,1
Mendel 199+0.1 0,6 19.8+0.1 03 20.6+1.6 78 223+ 14 6,1
Paledor 16.2+5.3 324 1327 20,6 149+65 43,9 18.3 £0.2 11
Perfector 235x0.2 0.8 25+12 4,6 23.6+0.6 2,4 23+ 15 6,4
Premio 27.7+3.6 12,8 256+13 4,9 2545 18,1 26.1+0.8 31
Robigus 21128 13 229+0.2 07 199+19 9,6 16.4+ 5.7 34,9
Rosario 26.2+33 12,7 255+1.6 6,4 28.5+0.8 3 256+ 0.6 2,2
Rytmic 24105 2 249+17 6,9 232+23 9,8
Sankara 19.7+£0.8 41 191 51 209+14 6,6 1818 10,2
Sogood 25.7+0 0,2 26418 6,8 28.1+£05 16 26.1+£0.3 12
Soissons 30.9+0.5 16 278+03 1 30519 6,3 3129 9,4
Tapidor 21.2x0.2 0.8 1972 10 19.8+0.9 4,7 205+£1.1 53
Timber 201 4,9 225+2 8,9 222+1.2 53 20+0.6 31
Tremie 21204 19 21.4+08 35 23.2+0.2 0,9 19.6 £ 0.6 3
Voltige 17.2+3.3 19 13.4+0.1 0,8 17.1+£0.6 3,5
ANNEE 2
CAU CFD MOM UNI
Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%)
1010-13-2-1  10.1+1.7 17,2 11.3+0.7 6,6 12,77 12,07
1010-13-2-4  149+1.1 7.4 17.8+05 3 14,84 15,35
Ambrosia 124+£13 10,8 112+11 10,2 9,06 11,62
Andalou 18+0.6 35 19.7+£12 6,1 20,16 16,71
Arack 15.7£0.1 0,7 158+0.8 5 16,37 17,51
Astuce 12+0 03 88+4.1 46,2 9,98 14,3
Bagou 11.6+15 13 143+19 13,4 12,25 15,12
Calisto 146+15 10,2 15.4+0.6 3,6 10,98 18,22
Caphorn 16.9+0.4 21 188+13 6,9 15,96 18,47
CF01085 17.3£0.7 41 16.2+0.5 3 15,39 20,59
Crousty 14721 145 1112 11 15,12 12,81
Dinosor 11912 10,4 127+11 8,6 12,99 12,4
Farandole 99+12 11,8 99+2 20,6 7,14 12,19
Garcia 10.9+0.6 52 11.1+15 13,5 12,69 14,19
Glasgow 15+£0.7 4,7 11.9+09 7.9 11,81 13,18
Koreli 16.2+0 0,1 18.3+£22 11,9 18,15 17,92
Maxyl 13.3+0.2 17 15.7+33 20,9 14,23
Mendel 15+0.1 0,6 13.7£0.2 13 15,44 14,76
Paledor 11+13 11,7 9.7+35 35,7 8,5 12,99
Perfector 16.8+0.2 13 16.5+0.4 2,6 14,98 16,88
Premio 17.2+29 16,7 16.6+0.6 39 16,59 17,24
Quebon 144+1.4 9,9 14.7+0.1 0,9 13,17 15,95
Robigus 14905 33 17.8+36 20,4 14,69 16,62
Rosario 18212 6,7 15.4+09 6 15,87 17,51
Rytmic 16.3+0.5 33 156+21 13,3 15,71 17,31
Sankara 13.4+0.1 0,9 13.2+0.7 5,6 15,14 13,34
Sogood 152+0 0,2 16.5+0.7 4,2 15,38 18,42
Soissons 17.9+2 11,1 16.9+13 7.8 19,4 20,08
Tapidor 158+4 251 13.1+0.7 53 17,12 14,23
Timber 146+£0.1 04 122+12 9,6 12,83 17,85
Tremie 11.2+0.2 18 19+35 18,6 14,04 12,48
Voltige 11.8+3.2 27,1 11,81
ANNEE 3
CFD MOM SEC
Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%)
1010-13-2-1 9.9+14 14 1101 1 118+18 15
1010-13-2-4 15237 24,2 13.6+0.3 24 15217 11,4
Andalou 147+24 16,1 13.6+28 20,5 18.1+£0.4 21
Astuce 7507 9 85%23 27,3 8+0.4 4,9
Bagou 103+16 15,2 9.8+27 27,2 147+06 4,3
Caphorn 14.2+0.8 5,6 15.6+0.7 43 18.9+0.7 3,9
Crousty 11.6+28 24,5 11.5+0.6 53 12.7+0.6 4,6
Dinosor 12.6£0.6 4,9 124+15 11,8 12.8+0.9 6,9
Farandole 99+£17 17 105+2 188 109+2 181
Glasgow 10.3+£0.2 18 11+16 14,1 11.9+3.6 30,5
Koreli 175+13 7.6 147£09 6,3 20.9+6.5 313
Mendel 124+£2 16,1 12207 6,1 149+£0.2 11
Paledor 9.8+05 55 106+16 15,1 122+19 15,7
Premio 13.6+0.6 4.8 14707 4,9 15.8+0 0
Quebon 149+14 9,6 13.2+0.1 0,9 15313 8,6
Robigus 125+£37 29,7 145+04 28 142+0.1 1
Rytmic 152+1.7 11,3 154+0.8 51 158+1.3 8,3
Sankara 13.4+0.8 57 12.4+0.2 12 12.6+0.9 7.3
Sogood 15.6+0.8 5 15.1+£0.3 18 17.1+2.2 12,8
Soissons 16.7+0.4 2,2 175+1 59 187+1.2 6,2
Tapidor 10117 16,7 145+£32 22,1 136+06 4,5

Tremie 13.9+2 14,1 136+1 7.6 148+1.2 8
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Method: 95.0 percent LSD

VAR Count LS Mean LS Sigma

Farandole 18 0.400597  0.040002

Paledor 20 0.494299  0.0378575

Robigus 20 0.517443  0.0378575

Voltige 9 0.532191  0.0571519 XXXX
Bagou 20 0.577872  0.0378575

Astuce 20 0.593059  0.0378575

1010-13-2-1 12 0.602246  0.0495639

Calisto 14 0.61204 0.0458735

Glasgow 19 0.614627  0.0391481

Timber 14 0.620843  0.0458735

Crousty 20 0.634026  0.0378575

Ambrosia 1 4 0.641968  0.0458735 XXX
Dinosor 20 0.643314  0.0378575

Koreli 18 0.653085  0.040002

Premio 20 0.734417  0.0378575

Rytmic 18 0.73516 0.040002

CF01085 12 0.76971 0.0497632

Sogood 20 0.769776  0.0378575

Perfector 14 0.773801  0.0458735

Caphorn 20 0.794905  0.0378575

Arack 14 0.796228  0.0458735

Rosario 14 0.824561  0.0458735

Quebon 12 0.824818  0.0495639

Andalou 20 0.827165  0.0378575

Ephoros 6 0.830478  0.0697601

Soissons 20 0.843907  0.0378575

1010-13-2-4 12 0.853104  0.0495639

Garcia 14 0.856957  0.0458735

Maxyl 13 0.883403  0.0473402

Sankara 20 0.92844 0.0378575
Tremie 20 0.961978  0.0378575

Mendel 20 0.967996  0.0378575
Tapidor 20 1.00684 0.0378575

Farandole | —»—

Quebon

Robigus
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ANNEXES - Proportion de granules de type C pour@gtés francaises en %

ANNEE 1
R2N LeD SEC SUR
Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%) Moy *+ET CV (%)
Ambrosia 120 0,9 1101 59 1.3+£02 12,4 1.3%0.1 6,9
Andalou 1301 59 1301 59 14£01 6,1 1.7+0.2 11,2
Arack 120 04 15+0.2 13,6 1.6+03 18,1 150 2,9
Astuce 1+0.1 13,3 120 2,8 130 0,6 13+0.2 12,6
Bagou 1x0 05 1+0.1 6,7 1.1+£02 16,6 130 27
Calisto 1+£03 24,9 1302 17 1.2£02 16,1 140 3,2
Caphorn 13+0.1 52 140 2 14+01 6,1 15+0.1 34
CF01085 1101 7.7 1.3+0.1 71 180 2,6
Crousty 1102 16,1 1102 13,9 1.1+0 29 140 1.3
Dinosor 1.2%03 26 14+0 08 1.2£02 12,4 15+0.2 12
Ephoros 14%03 21,7 13£0 2,2 170 0,6
Farandole 0.8+0.2 31,9 0.8+0.1 8,7 0.8+0 1
Garcia 1401 5 150 17 1.6+0.1 8 1.7+03 15,9
Glasgow 1x0 23 1+0.2 22 13£02 15,9
Koreli 12%01 11 12+£02 19,3 13£03 20
Maxyl 1401 59 15+0.2 11,5 1301 75 1.8+0.1 6,3
Mendel 17+0.1 55 1.7+0.2 95 1.6+0.1 6,6 18+0.4 19,2
Paledor 1+£05 50,7 0.7+0.1 13,2 0.9+0.2 198 14+0.2 12
Perfector 11+01 12,5 1301 51 12+0 23 19+0 13
Premio 1101 57 1302 17,8 14+04 29,7 14+0.3 18,3
Robigus 0.8+0.1 17,3 120 08 09+0.1 13,3 1+0 1
Rosario 15+0.1 9 1302 17,7 15+01 4,7 1603 19,8
Rytmic 12%0.2 15,9 13+£01 6,1 14+02 10,6
Sankara 150 19 18+0.1 6 16+0 13 1.9+04 18,4
Sogood 13+0.1 9 15+0.2 14,7 1.6+03 19,7 16+0.1 4,9
Soissons 140 0,9 1.4+£0.2 14,7 1.6+0.2 14 170 2,4
Tapidor 1.9%03 17,5 1.7+03 183 1.8+0.1 52 18+0.2 8,8
Timber 1£0.1 72 16+0.2 13 1.1+01 9,1 1204 39
Tremie 140 1 16+0 2 1.7£02 10,3 1.9+0.2 9,6
Voltige 1+04 37,6 101 7.9 140 34
ANNEE 2
CAU CFD MOM UNI
Moy +ET CV (%) Moy *+ET CV (%)
1010-13-2-1 0.2+0.1 42,3 03+0.1 24,5 0,33 0,33
1010-13-2-4 0.6+0 3.8 09+0.1 14,9 0,55 0,54
Ambrosia 05%02 46,4 0301 22,5 0,19 0,28
Andalou 0.7x0 71 0701 19,8 0,55 0,65
Arack 05%0.1 135 0501 16,4 0,53 0,35
Astuce 05%0.1 10,1 0303 89,5 0,38 0,31
Bagou 0.3+0.1 54,8 05+0.1 22 0,25 0,49
Calisto 0.4+0.1 259 040 28 0,19 0,72
Caphorn 05+0 1 06+0.1 17,6 0,4 0,28
CF01085 05+0.1 13,1 05+0.1 23,3 0,4 0,49
Crousty 05%03 48,4 0301 27,6 0,43 0,4
Dinosor 03%0.1 41,5 0401 30 0,28 0,57
Farandole 020 15,3 02+0 17,8 0,09 0,24
Garcia 05+0.1 22,6 04+0.2 43,8 0,57 0,53
Glasgow 0.7+0.2 34,9 040 73 0,43 0,58
Koreli 0.4+0 0,4 04+0.1 13,5 0,46 0,63
Maxyl 05+0.2 288 08+0.3 40,1 0,43
Mendel 0.7x0 17 0.6+0.1 12,4 0,75 0,5
Paledor 030 10 0.2+0.2 65,8 0,13 0,61
Perfector 0.6+0.2 36 040 72 0,38 0,5
Premio 0.6+0.2 37 05+0 2,7 0,59 0,51
Quebon 0.6+0.2 40,3 070 11 0,41 0,21
Robigus 0.4+0 6,3 0.6+0.2 27,7 0,22 0,35
Rosario 0.7+0.1 73 0.4+0 3.5 0.4 0,53
Rytmic 05+0 2,8 04+0.2 39,8 0,5 0,43
Sankara 0.6+0.1 13,2 05+0.2 33 0.8 0,58
Sogood 04£01 26,1 040 9 0,36 0,43
Soissons 0.6+0.2 38 0501 26,5 0,48 0,61
Tapidor 1+£04 47 05+0.1 24,7 1,14 0,54
Timber 05+0.1 15,1 030 6,7 0,42 0,58
Tremie 05+0 19 0.7+0.1 19 0,62 0,38
Voltige 0.3+0.2 59,1 0,24
ANNEE 3
CFD MOM
Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%)
1010-13-2-1 020 175 020 19 05%0 9,2
1010-13-2-4 05%02 50,5 03%0 12 05+0.2 30,5
Andalou 040 7.6 04+0.2 42,6 05+0.1 25,8
Astuce 010 153 02+0 14,8 02+0 18
Bagou 020 9,6 010 29,6 05%0 6,3
Caphorn 030 24 0.3£0.1 32 0.7+0.2 295
Crousty 0.3+£0.2 81,9 0.3+0.1 27,4 05%0 0,6
Dinosor 0.2+0.1 26 02+0 6,8 04+£0.1 17,6
Farandole 02+0 21,7 0.1+0.1 63,9 03+£0.2 49
Glasgow 0.3+0.1 27,9 02+0.1 47,3 04+£0.2 66,2
Koreli 04+0 28 02+0 11,9 05+0.2 42,2
Mendel 0.4+0.1 35 030 4,6 06+0.1 17,3
Paledor 02+0 0,1 02+0 115 0403 63,2
Premio 0.4+0 31 03+0.1 19,7 05+0.1 21,8
Quebon 05%0.1 28,2 03%0 8,1 0501 149
Robigus 0.3%0.2 59,7 020 12,6 0301 31,2
Rytmic 05%02 31,6 03%0 6,1 0401 133
Sankara 05+0.1 257 0.3%0.1 18,8 0501 21,7
Sogood 04£01 14 0.3%0.1 45,6 05+0.2 50
Soissons 040 8,2 040 16 0.7x0.1 18,3
Tapidor 03+0 10,4 03+0.1 19 0.6+0.2 28,1
Tremie 0.5%0.2 36,7 .5+0.1 12,7 0.8+0.3 36,5
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o ] Method: 95.0 percent LSD
740 F [ - VAR Count LSMean LS Sigma Homogeneous Groups
730 - [ 3 Quebon 6 683.844  10.0282 X
E } ; Farandole 12  695.967  6.75051 XX
o I ] Astuce 14 699.493 6.21407 XXX
720 | } E Rytmc 11  707.628  6.97769 XXXX
C ] Mendel 14 708.447  6.21407 XXX
710 B I J Ephoros 6 709.709  9.49799 XXXXXX
E ; Koreli 11 711118  6.97769 XXXX
700 £ E 1010-13-2-4 6 712.207  10.0282 XXXXXXX
C ] Caphorn 14  715.385  6.21407 XXXX X
C ] Sogood 14 717425  6.21407 XXXXX
690 £ - = Rosario 14  719.85  6.21407 XXXXXX
g 5 3 g g it 2 z Perfector 14  723.325  6.21407 XXXXXXX
Calisto 14  724.227  6.21407 XXXXXXX
LIEUX 1010-13-2-1 6 724369  10.0282 XXXXXXXX
Sankara 14 725104  6.21407 XXXXXXXX
Arack 14 727572  6.21407 XXXXXXX
760 F ] Robigus 14  728.337  6.21407 XXXXXXX
. . Bagou 14 729135  6.21407 XXXXXXX
C N Tapidor 14  729.987  6.21407 XXXXXX
750 F . Ambrosia 14  730.002  6.21407 XXXXXX
r ] Glasgow 13 731.263 6.5643 XXXXXX
L . Tremie 14 73161  6.21407 XXXXXX
740 £ h Paledor 14  732.952  6.21407 X XXX
C j CF01085 11  733.449  6.97772 XXXXX
r . Timber 14 734127  6.21407 X XXX
C ] Crousty 14 735904  6.21407 XXX
730 - Soissons 14 738.429  6.21407 XX
[ ] Premio 14 738.568  6.21407 XX
- . Andalou 14  738.758  6.21407 XX
720 L ] Maxyl 13 739.185  6.41968 XX
Dinosor 14 740.522 6.21407 XX
Garcia 14 741.772  6.21407 X
Voltige 9 742141  7.76581 XX

TRAIT N



ANNEXES — Rendement en glucose pour les variégg; fises en kg/t

ANNEE 1
R2N LeD SEC SUR
Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%)
Ambrosia 748 £14.2 19 687.2+34.8 51 729.1+11.7 1,6 748.9£9.8 1,3
Andalou 728.2+0.2 0 737.1+9.3 1,3 722.6 +13.5 19 718.1+29.6 4,1
Arack 744 £4.7 0,6 715.1+37.3 52 725.1 £46.3 6,4 735.9+27.2 3,7
Astuce 688.6 + 10.7 1,6 682.8 +10.2 15 693.7 £13 19 722 +35.4 4,9
Bagou 734.2+19.8 2,7 709.4 +62.8 8,9 703.5+17.7 2,5 743.6 £52.5 7,1
Calisto 746.8 £ 18.6 2,5 675.2 +58.6 8,7 710.1+25.8 3,6 742.6 £40.4 54
Caphorn 7154 £ 27 3,8 701.5+31.8 4,5 727.6 £42.3 5,8 706.5+0.1 0
CF01085 718,8 NA 711.1+31.2 4,4 746.5 +31.2 4,2
Crousty 738.2+16.8 2,3 700.9 £91.2 13 722.8+15.4 2,1 766.2 £25.2 3,3
Dinosor 766.3 £22.9 3 753 + 20 2,7 712.3+9.8 14 754.8 £6.7 0,9
Ephoros 701.6 £25.8 3,7 704.4 +£20.2 2,9 726 =42 5,8
Farandole 693.7 £9.8 14 670.5+33.1 4,9 719.1+24.2 3,4
Garcia 727.7+22 0,3 754.4 +£10.2 14 723 +£3.1 0,4 725.2 +43.6 6
Glasgow 743.5 +20.6 2,8 711.8 £5.7 0,8 719.5 +£61 8,5
Koreli 710.1 £32.7 4,6 687.1+£19.2 2,8 745,5 NA
Maxyl 736.8+15.8 2,1 742.2 £9.3 1,3 734.9+£6.3 0,9 744.8+12.3 1,7
Mendel 689.2 + 48.6 7 680.1 + 28.2 4,1 693.5 +55.2 8 744.3 £6.7 0,9
Paledor 738.8+1.8 0,2 701.7 £104.5 14,9 723.7+28 3,9 786.9+1.2 0,2
Perfector 713.4£52.8 7,4 674.6 +31.6 4,7 692.8 +16.3 2,4 759.9 £8.9 12
Premio 751.6 £9.8 1,3 7229 £ 24 3,3 742.8 £5.3 0,7 745.4 +18.5 2,5
Robigus 7405 +2.2 0,3 695.9 +85.2 12,2 713.1+41.3 5,8 738.1+9.6 1,3
Rosario 7156 £7.2 1 703.9+2.2 0,3 723.4+0.5 0,1 703.8 £16.1 2,3
Rytmic 701.2+28.1 4 689.4 +17.6 2,6 757,8 NA
Sankara 729.4+8 11 732.7+7.7 1 709.7 £19.5 2,7 712.8 £17 2,4
Sogood 724.1+14.6 2 692.4 +8.4 1,2 701.5+2 0,3 728.3 £45.9 6,3
Soissons 734 +6.8 0,9 718.1 £104.6 14,6 727.8+12.2 1,7 768.5+25.1 3,3
Tapidor 7274+11.4 1,6 710.4 £8.5 1,2 709.3+13.5 19 726.1+15 0,2
Timber 767 £24.3 3,2 704.7 £19.5 2,8 734 £15.1 2,1 741 £6 0,8
Tremie 7445 +7.2 1 669.1 +62.8 9,4 730.1+11.2 15 746.7 £9.3 1,3
Voltige 763.7+11.3 15 712.6 +29.4 4,1 761.7 +10.4 1,4
ANNEE 2
CAU CFD MOM UNI
Moy *ET CV (%) Moy *ET CV (%)

1010-13-2-1 709.3+5.2 0,7 744.4 +8.7 12 710,64 742,61

1010-13-2-4 7135+%8.1 11 709.9+0.7 0,1 718,34 724,29

Ambrosia 726.7 £10.7 15 718.7 £0.6 0,1 739,15 745,25

Andalou 753.8+6 0,8 740.8+1.3 0,2 732,11 790,83

Arack 722.9+0.3 0 712.1£28.2 4 728,55 741,52

Astuce 698.2 £18.4 2,6 678.3 £28.5 4,2 710,34 729,12

Bagou 7271+75 1 724.6 £27.7 3,8 717,28 790,01

Calisto 7349 +6.1 0,8 715.2+6.4 0,9 724 733,51

Caphorn 7175+9.3 1,3 720.1 £29.6 4,1 725,83 716,79

CF01085 7449 +6.8 0,9 741.6 £24.7 3,3 719,23 753,67

Crousty 741+115 15 733.8+24.9 3,4 748,49 727,3

Dinosor 728 £3.2 0,4 715.3+18.5 2,6 741,66 748,41

Farandole 695.1+£17.8 2,6 694.3 +£15.5 2,2 694,28 715,06

Garcia 726.7 £13.3 18 767.8+7.5 1 758,3 753,83

Glasgow 752.2+215 2,9 718.9+3.3 0,5 750,53 762,7

Koreli 707 £5.4 0,8 705.3£39.3 5,6 735,01 716,3

Maxyl 7416 +1.6 0,2 726.9+35.4 49 735,92

Mendel 689.5+1.3 0,2 704+ 8 11 740,23 735,68

Paledor 7216 +£21 2,9 712.6 19 2,7 728,37 759,49

Perfector 732.8+25.3 35 7174 +7.3 1 745,08 756,99

Premio 7219+1 0,1 730 +2.2 0,3 741,77 744,69

Quebon 697.9 £22.7 3,3 666.8 +0.3 0 697,6 705,04

Robigus 7146 £11.5 1,6 744.7 £19.6 2,6 753,42 767,12

Rosario 729.9+12.7 17 729.3+7.3 1 698,57 740,93

Rytmic 707.3+1.8 0,3 696.8 +£10.9 1,6 720,76 714,97

Sankara 723.3+225 31 728221 0,3 704,73 757,19

Sogood 715.6 £6.7 0,9 709.3+25.9 3,6 738,56 737,11

Soissons 735.4£8.9 12 744.2 £10.9 15 734,27 753,08

Tapidor 739.8+12.8 1,7 752.3+22.3 3 727,5 730,42

Timber 719.8+27.4 3,8 716.8 £10.7 15 735,82 768,92

Tremie 744.8 £18.9 25 722.8+13.3 18 752,21 770,58

Voltige 727.9+5.8 0,8 760,02
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Method: 95.0 percent LSD

VAR Count LS Mean LS Sigma

Quebon 6 441514 6.71212

Ephoros 6 447511 6.35722

Rytmic 11 451.012 4.67032

Farandole 12 451.42 4.51827

Astuce 14 454.42 2 4.15922 XXXX

Caphorn 14 457.118 4.15922

1010-13-2-4 6 457.339 6.71212

Koreli 11 458.39 4.67032

Rosario 14 459.924 4.15922

Sankara 14 461.297 4.15922

Mendel 14 461.462 4.15922

Tapidor 14 461.553 4.15922

Calisto 14 462.774 4.15922

1010-13-2-1 6 462.939 6.71212

Perfector 14 464.157 4.15922

Maxyl 13 464.218 4.29683

Garcia 14 464.814 4.15922

Robigus 14 465.434 4.15922

CF01085 11 465.609 4.67034

Dinosor 14 465.612 4.15922

Arack 14 466.545 4.15922

Glasgow 13 467.287 4.39363

Bagou 14 467.345 4.15922

Premio 14 467.576 4.15922

Ambrosia 14 467.616 4.15922

Paledor 14 468.326 4.15922

Sogood 14 468.38 4.15922

Timber 14 468.878 4.15922

Andalou 14 468.912 4.15922

Voltige 9 469.666 5.19783

Crousty 14 470.476 4.15922

Tremie 14 470.557 4.15922

Soissons 14 473.12 4.15922

Robigus
Rosario
Rytmic
Sankara
Sogood
Soissons
Tapidor
Timber
Tremie
Voltige

Homogeneous Groups

XX
XXX
XXX

XXXX
XXXXXX
XXXXX
XXXXX
XXXXX
XXXXX
XXXXX
XXXXX
XXXXXX
XXXX
XXXX



ANNEXES - Rendement en éthanol pour les variet@schises en L/t

ANNEE 1
R2N LeD SEC SUR
Moy +ET CV (%) Moy *+ET CV (%) Moy +ET CV (%) Moy *ET CV (%)
Ambrosia 4815+27.1 5,6 434.1+31.4 7,2 465.3+11.6 2,5 478.9+8.3 1,7
Andalou 463.4 +40.7 8,8 443.7+7.3 1,6 467.2+24.1 52 431.4+10.5 2,4
Arack 468.1+22.5 4,8 455.6 +58.6 12,9 4775+19.4 4,1 457.8+59.4 13
Astuce 450.6 +0.8 0,2 4412 +23.8 54 4446 +0.5 0,1 471.3+10.2 2,2
Bagou 461.1+8.8 1,9 454.8+12.9 2,8 460.6 +13.3 2,9 464.1+35.5 7,6
Calisto 467 £17.3 3,7 4449 +13.2 3 448.7 +20.2 4,5 465.9 +18.9 4,1
Caphorn 458.8+3.1 0,7 438.3+30.1 6,9 460.8+9.9 2,2 4454 +38.7 8,7
CF01085 458,3 NA 462.1+1.6 0,4 458.6 +9.7 2,1
Crousty 456.2 +45.9 10,1 466.4 +45.2 9,7 470.1+3.1 0,7 484.8+13.5 2,8
Dinosor 471.8+115 2,4 438 £ 11 2,5 448.4 +30.7 6,8 473.8+6.2 1,3
Ephoros 4248 +43.2 10,2 459.4+12.1 2,6 453.6+1.8 0,4
Farandole 4439 +4.5 1 4445 +23.3 52 462.4 +£3.2 0,7
Garcia 459.1 +10.7 2,3 438.7 +27 6,2 452.6 +22.6 5 459.2+25.9 5,6
Glasgow 466.8 +19.2 41 459.3+275 6 4534 +1 0,2
Koreli 4471 +14.3 3,2 457.7+6.7 15 457,8 NA
Maxyl 4504 +17.1 38 439.2+31.8 7.2 467.6 +32.3 6,9 471.5+22 4,7
Mendel 458.8 +12 2,6 460.8 +22.9 5 470.6 +20.3 4,3 462.5+1.5 0,3
Paledor 478 +11.7 2,5 454.1+57.8 12,7 458.7 +24 52 489.3+14.9 3
Perfector 463.7 +19 4,1 4553+ 25 5,5 462.4+15.4 3,3 470.4+19.6 4,2
Premio 465.9 +13 2,8 4556 +11.3 2,5 466.3+12.3 2,6 4747 +21 04
Robigus 461.4 +38.8 84 4726 +44.4 9,4 4448 +49.6 11,1 467.1+9.6 2,1
Rosario 453.6 +33.4 74 440.7 +4.6 1,1 451.9+21.7 4,8 468.6 +12.6 2,7
Rytmic 4435+12.8 2,9 4554 +4.8 1,1 449,1 NA
Sankara 467.3+1.2 0,3 456.2 +50.8 11,1 453.5+12 2,6 4485+25.4 57
Sogood 478.6 +21 44 4643 +11.7 2,5 463.6 +18.4 4 476.3+0.8 0,2
Soissons 462 +6.9 1,5 456.5+53.1 11,6 483.3+11.9 2,5 477.8+1.7 0,4
Tapidor 463.6+1 0,2 448.4 +42.3 9,4 467.8+8 1,7 449.6 +43.4 9,7
Timber 465 +25.7 55 472.5+29.9 6,3 467.6 +25.9 55 463.2+25.8 5,6
Tremie 469.2+3.5 0,7 452.7 +40 8,8 468.1+2.5 0,5 471.9+4.4 0,9
Voltige 462 +9.6 2,1 473.5+11.5 2,4 472.4 +32.5 6,9
ANNEE 2
CAU CFD MOM UNI
Moy +ET CV (%) Moy *ET CV (%)

1010-13-2-1 453.7+1.6 0,4 4759+8 1,7 460,51 476,03

1010-13-2-4 4545+6.7 1,5 462 +0.8 0,2 456,74 476,64

Ambrosia 470.1+4.7 1 4653+1.4 0,3 475,93 477,37

Andalou 481.9+0.6 0,1 489.1+1.4 0,3 479,14 506,29

Arack 466.3+5.6 1,2 473.8+5 1 470,72 481,7

Astuce 4525+145 3,2 453.7+7.9 1,8 450,54 471,07

Bagou 466.7 +10.3 2,2 468.3+14.5 3,1 469,58 501,11

Calisto 459.7+1.7 04 461.4+10.8 2,3 476,09 486,53

Caphorn 466.4+11.5 2,5 461.2+0.1 0 461,13 478,55

CF01085 468.4+10.3 2,2 4741+15 0,3 464,72 487,86

Crousty 471.2+1.4 0,3 4729+2.1 04 472,16 478,3

Dinosor 473.3+3.1 0,6 469.6 £5.7 1,2 467,32 486,36

Farandole 451.6+9.5 2,1 4476 +14.4 3,2 453,47 469,6

Garcia 4736 6.1 1,3 481.4+49 1 481,33 481,56

Glasgow 481.1+25 0,5 4649+1 0,2 475,46 493,47

Koreli 463.7 +13.6 2,9 462.1+10.5 2,3 463,13 473,82

Maxyl 471.7+28 0,6 473.6 £3.8 0,8 473,65

Mendel 4555+1.6 0,3 450.7 £ 8.7 1,9 459,76 472,43

Paledor 465.3+5.1 1,1 458.5+8.8 1,9 468,62 486,18

Perfector 465.1+10.7 2,3 460.1+13.8 3 458,92 482,61

Premio 464.4+3.8 0,8 465.8+0.5 0,1 475,35 480,46

Quebon 4485+2.1 0,5 440.8 +11.2 2,5 438,02 461

Robigus 464 +0 0 468.8+1 0,2 477,51 496,94

Rosario 470.2+4.9 1 4626 £1.1 0,2 456,24 476,7

Rytmic 458.3+3.4 0,7 4524 +54 1,2 435,34 471,62

Sankara 469.7+5.3 1,1 471.3+10.2 2,2 452,96 477,07

Sogood 4619+7.7 1,7 458.6 £ 3.5 0,8 463,79 482,05

Soissons 472.7+3.4 0,7 479.6 +0.1 0 475,96 482,79

Tapidor 464.2+6.3 1,4 473.8+6.5 1,4 455,95 472,15

Timber 465.6 +7.3 1,6 464.5+11.3 2,4 467,29 483,36

Tremie 477.4+14.2 3 471.8+8.8 1,9 462,45 494,51

Voltige 472.8+0.2 0,1 485,04
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12.1 Method: 95.0 percent LSD
I VAR Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups
Ephoros 6 9.0906 0.270623 X
CF01085 12 9.12585 0.19312 X
Soissons 18 9.18513 0.155273 X
Crousty 18 9.28735 0.155273 X
¥ 1010-13-2-4 12 9.33464 0.192877 XX
I Sankara 18 9.42324  0.155273 XXX
1010-13-2-1 12 9.48399 0.192877 XXXXX
Astuce 18 9.48946 0.155273 XXXX
Calisto 12 9.53733 0.19312 XXXXX
Quebon 12 9.56941 0.192877 XXXXXX
¥ Rytmic 18 9.57868 0.155273 XXXXX
2 ) s z Q x S Voltige 9 9.69366 0.221749 XXXXXXX
B 3 2 - ® ? > Caphorn 18 9.74138  0.155273 XXXXXX
LIEUX Perfector 12 9.78754 0.19312 XXXXXXX
Andalou 18 9.79678 0.155273 XXXXXXX
Sogood 18 9.88078 0.155273 XXXXX
Ambrosia 12 9.90271 0.19312 XXXXXXX
Mendel 18 9.92261 0.155273 XXXXX
Tremie 18 9.93225 0.155273 XXXXX
Bagou 18 10.0467 0.155273 XXXX
Maxyl 11 10.0833 0.200044 XXXX
Tapidor 17 10.0991 0.161465 XXX
Dinosor 18 10.1133 0.155273 XXX
Koreli 18 10.1144 0.155273 XXX
Rosario 12 10.1168 0.19312 XXXX
Glasgow 18 10.1392 0.155273 XXX
Farandole 18 10.1533 0.155273 XXX
Paledor 18 10.1623 0.155273 XXXX
Garcia 12 10.1827 0.19312 XXXX
Timber 12 10.2028 0.19312 XXXX
Arack 12 10.2707 0.19312 XXX
Robigus 18 10.3274 0.155273 XX
Premio 18 10.5932 0.155273 X



ANNEXES - Rendement parcellaire pour les variétaasdaises en t/ha

ANNEE 1
SEC
Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%)
Ambrosia 11,13+£0,34 3,08 8,12+0,86 10,58 9,63 0,23 2,41
Andalou 10,88 £0,64 5,85 7,86 £0,42 5,31 10,14 £0,09 0,93
Arack 11,95+0,67 5,59 9,19 £0,22 2,39 9,31+0,03 03
Astuce 10£0,1 1,05 8,37 £0,05 0,59 9,54 £0,04 0,44
Bagou 11,04 £0,25 2,28 8,24+0,28 3,43 10,37 £0,12 1,14
Calisto 10,39 £0,25 2,38 8,15+0,12 1,48 9,08 £0,75 8,3

Caphorn 10,33+0,31 2,96 8,53+0,51 5,93 9,86 £0,53 5,37
CF01085 10,65+0,32 3,03 7,72+0,27 348 9,03 +£0,24 2,69

Crousty 9,94 +1,17 11,8 8,11+0,28 34 9,92+0,1 1,05
Dinosor 12,25+0,79 6,47 8,4+0,08 0,93 75+0,21 2,79
Ephoros 10,43+0,88 8,45 7,57+0,14 1,87 8,6+0,13 1,48
Farandole 11,05+15 13,57 8,43+£0,28 3,36 9,9+0,57 5,79
Garcia 11,15+£1,04 9,3 8,35+0,18 2,12 10,31 £0,47 459
Glasgow 11,8+0,43 3,62 8,98+£0,18 2,05 9,42 +0,15 1,55
Koreli 11,04 £0,75 6,79 7,77+0,11 1,41 10,13 £0,05 0,48
Maxyl 10,78 £1,63 15,14 8,57 £0,05 0,62 10,5 £0,05 0,43
Mendel 10,68 £0,58 54 9,03£0,14 1,53 10,37 £0,08 0,75
Paledor 11,14£1,25 11,21 8,77 £0,04 0,44 9,96 0,64 6,38
Perfector 12,07 £0,97 8,05 8,72+0,46 523 8,76 £0,79 9,04
Premio 11,92+0,79 6,66 8,86 + 0,06 0,72 11,18 £0,12 1,12
Robigus 11,89 +£0,87 734 8,48+0,78 9,21 9,89 +£0,54 5,43
Rosario 11,14£0,74 6,64 8,58+0,19 2,18 8,4+0,01 017
Rytmic 10,75 0,69 6,44 8,09+0,3 3,67 8,12+0,29 3,58
Sankara 10,18 £0,57 5,55 8,28+ 0,09 1,07 8,56 + 0,36 4,22
Sogood 11,35+£0,41 3,6 8,27 £0,05 0,64 9,53 £0,05 0,53
Soissons 9,86 1,09 11,03 8,32+£0,42 51 9,59 +£0,03 0,26
Tapidor 10,86 £ 0,92 8,5 8,52+0,7 8,18 10,23 £0,09 0,88
Timber 11,77 £0,29 2,48 8,67 £0,19 2,2 10,2 £0,36 3,51
Tremie 10,79 £0,96 8,94 8,15+0,07 0,82 9,83+0,01 0,13
Voltige 10,37 £0,14 1,38 8,08 +0,47 5,87 9,04 +0,93 10,29
ANNEE 2
CAU CFD MOM UNI
Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%)
1010-13-2-1  9,31+0,22 2,36 8,29 +1,05 12,65 8,53 8,72
1010-13-2-4  8,9+0,12 1,35 8,01+1,01 12,66 8,44 8,58
Ambrosia 9,33+0,61 6,52 8,14+0,13 1,54 9,54 10,59
Andalou 9,87+0,19 19 8,53+0,61 7,14 8,9 9,01
Arack 9,68+0,3 3,07 8,82 £0,05 0,6 8,99 9,73
Astuce 6,67+0,5 753 7,76 £1,33 17,2 10,52 10,22
Bagou 9,6+0,19 2,03 8,5+0,49 5,78 9,57 9,93
Calisto 9,3+0,16 1,71 7,66 £0,08 1,03 9,67 9,71
Caphorn 9,09 £0,05 0,51 8,33+£0,38 4,56 9,69 8,38
CF01085 8,22+0,41 4,99 7,51£047 6,24 8,71 8,32
Crousty 9,24+0,23 2,49 7,72+1,02 13,24 9,48 8,18
Dinosor 9,96 + 0,06 0,6 8,57+0,1 1,17 9,92 10,27
Farandole 10,06 £ 0,36 3,55 8,43+0,11 1,35 9,76 10,03
Garcia 9,98+0,48 4,82 8,74+0,39 4,43 10,66 821
Glasgow 9,61+0,33 3,38 7,96 £0,67 84 9,7 10,88
Koreli 10,02 £ 0,36 3,56 7,74£1,12 14,45 10 10,56
Maxyl 9,72+£0,42 4,33 8,39+£0,51 6,02 8,74
Mendel 9,47 £0,19 2,05 8,43+£0,18 2,16 8,61 8,91
Paledor 9,89 £0,49 4,97 8,39£1,12 13,39 10,27 9,16
Perfector 8,26 £0,12 141 8,06 £ 0,56 6,97 10,16 9,66
Premio 10,69 £0,21 1,92 8,1+0,73 9 10,3 9,68
Quebon 7,99+0,15 19 8,71+0,13 1,52 9,04 9,38
Robigus 9,55+0,18 1,93 8,71+0,27 31 10,94 11,56
Rosario 10,38 0,33 3,13 8,36 £ 0,01 0,08 10,87 10,69
Rytmic 8,85+0,23 2,6 8,82+0,79 8,93 8,91 10,35
Sankara 8,47 £0,02 0,21 8,01+0,01 0,09 8,81 8,85
Sogood 9,96 £0,01 0,07 7,47+0,84 11,24 9,5 9,71
Soissons 8,94 £0,35 391 7,68+1,03 13,43 9,37 8,16
Tapidor 9,23+0,16 1,69 855+124 14,5 9,44 9,16
Timber 9,03+£0,23 2,59 8,29 £0,87 10,45 10,08 10,69
Tremie 9,34+£0,18 197 8,74 £0,03 03 10,31 9,4
Voltige 8,7+0,23 2,59 10,09
ANNEE 3
CFD MOM SEC
Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%)

1010-13-2-1 9,85 0,395 4,01 10,85+ 0,27 2,48 10,4+0,767 7,38
1010-13-2-4 9,91 +0,375 3,79 10,97 £ 0,464 4,23 10,09 + 0,382 3,78
Andalou 10,14 £ 0,269 2,65 10,95 £ 0,507 4,63 10,440,134 1,29

Astuce 9,85 + 0,624 6,34 12,08 £0,189 1,56 10,57 £0,336 3,18
Bagou 9,77 £0,024 0,25 12,02 £0,043 0,36 10,76 £ 0,166 1,54
Caphorn 10,05 + 0,323 3,21 11,44 £0,135 1,18 10,54 £0,315 2,99
Crousty 8,76 £0,416 4,76 11,09 £ 0,495 4,46 9,57 +0,474 4,95

Dinosor 10,68 £ 0,037 0,35 11,99 £0,113 0,94 11,2+£0,598 5,34
Farandole 10,1+0,269 2,66 12,2+0,85 6,96 10,94 £0,47 43
Glasgow 8,99+0,177 1,97 12,69 0,31 2,44 11,2+0,24 2,15

Koreli 10,61 £ 0,836 7,88 12,12 £0,317 2,61 11,04 £0,562 5,09
Mendel 9,6 £0,541 5,64 11,86 £0,243 2,05 10,51 +£0,194 1,85
Paledor 10,21 £0,297 2,91 12,44 £0,497 3,99 10,68 £ 0,562 5,26
Premio 10,53 £0,357 3,39 12,74 £0,081 0,64 10,89 £0,279 2,56
Quebon 10,44 £0,214 2,05 11,55 +0,391 3,39 9,77+0,113 1,16
Robigus 9,12 +0,969 10,63 12,3+0,081 0,66 11,46 £0,41 3,58
Rytmic 9,67 +0,329 34 11,68 £0,076 0,65 10,19 £ 0,643 6,32
Sankara 9,83+0,211 2,15 11,85+ 0,081 0,68 10,370,194 1,87
Sogood 9,58 + 0,339 3,54 12,08 £0,4 3,31 10,79 £ 0,682 6,33
Soissons 9,03 +0,062 0,68 10,4 +0,07 0,67 9,74+0,721 741
Tapidor 10,32 £0,447 4,33 12,28 +0,13 1,06 11,33 NA

Tremie 10,25 +0,793 7,74 11,24 0,022 0,19 10,73 +£0,184 171
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Method: 95.0 percent LSD
VAR Count LS Mean LS Sigma
Ephoros 6 6158.13 228.758
Astuce 12 6184.22 162.705
Quebon 6 6209.16 242.534
1010-13-2-4 6 6295.35 242.534
Sankara 12 6364.15 162.705
CF01085 11 6375.89 168.272
Rytmic 11 6533.07 168.273
1010-13-2-1 6 6590.33 242.534
Soissons 12 6638.54 162.705
Caphorn 12 6657.61 162.705
Calisto 12 6670.88 162.705
Crousty 12 6734.44 162.705
Farandole 12 6795.15 162.705
Koreli 11 6800.25 168.273
Sogood 12 6809.88 162.705
Perfector 12 6823.43 162.705
Mendel 12 6826.31 162.705
Voltige 9 6902.35 187.102
Andalou 12 6970.84 162.705
Tapidor 12 6976.59 162.705
Ambrosia 12 6977.81 162.705
Rosario 12 6978.6 162.705
Dinosor 12 7046.75 162.705
Tremie 12 7080.26 162.705
Bagou 12 7083.57 162.705
Maxyl 11 7110.85 168.703
Glasgow 12 7151.18 162.705
Arack 12 7172.47 162.705
Paledor 12 7173.39 162.705
Garcia 12 7184.8 162.705
Timber 12 7221.45 162.705
Robigus 12 7357.34 162.705
Premio 12 7565.18 162.705
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ANNEXES - Rendement en glucose a I'hectare pouvde®tés francaises en kg/ha

ANNEE 1
R2N SEC SUR

Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%)
Ambrosia 8331,1+414,74 4,98 5927,41+721,38 12,17 7213,73+79,5 11
Andalou 7920,28 £460,91 5,82 5673,37 £195,07 3,44 7280,07 +233,03 3,2
Arack 8888,78 £+440,04 4,95 6665,48 +584,22 8,76 6852,33+232,63 3,39
Astuce 6888,2 £ 34,71 0,5 5802,48 + 74,5 1,28 6887,58+ 367,83 5,34
Bagou 8101,93 +33,78 0,42 5794,47+£53,13 0,92 7712,04 +632,68 8,2
Calisto 7758,14 +377,75 4,87 5781,92+124,71 2,16 6729,03+193,53 2,88
Caphorn 7382,87 £ 60,05 0,81 61975+ 7,14 0,12 6964,27 £372,28 5,35
CF01085 7820,73 NA 5485,12 +49,68 0,91 6747,23+463,79 6,87
Crousty 7349,27 £1032,47 14,05 5860,45+ 324,23 553 7598,8 + 329,57 4,34
Dinosor 9375,21+326,84 3,49 5979,8+138,02 2,31 5662,96 + 107,49 1,9
Ephoros 7326,8+887,13 12,11 5330,5+52,94 0,99 6243,80+453,58 7,26
Farandole 7675,41 £1149,39 14,97 5657 + 468,62 8,28 7115,6 +173,05 2,43
Garcia 8116,02 + 730,21 9 6033,79 +153,88 2,55 7463,85+ 106,88 1,43
Glasgow 8780,11+561,05 6,39 6392,83+182,15 2,85 6784,87+679,88 10,02
Koreli 7847,8 £893,42 11,38 5341,15+22424 4,2
Maxyl 7930,1 +1032,16 13,02 6296,19+93,17 1,48 7822,21+163,3 2,09
Mendel 7375,24 £916,71 12,43 6268,28+594,48 9,48 7721,92+11,59 0,15
Paledor 8230,07 £903,01 10,97 6345,29 +273,24 4,31 7836,89+512,39 6,54
Perfector 8636,91 +1330,53 15,41 6038,96 +173,73 2,88 6657,01+679,49 10,21
Premio 8959,34+71242 795 6577,85+93,87 1,43 8334,28+114,21 1,37
Robigus 8800,85 +620,13 7,05 6065,22 £+907,77 14,97 7301,38+490,65 6,72
Rosario 7973,55+609,65 7,65 6208,11+131,3 2,11 5914,05+14501 245
Rytmic 7548,55+787,21 10,43 5574,23+62,29 1,12 6001,07 NA
Sankara 7419,94 +330,42 4,45 5878,74 £224,06 3,81 6105,22+403,33 6,61
Sogood 8224,44 +461,14 5,61 5803,21+20,68 0,36 6937,8 + 400,43 5,77
Soissons 7230,38+730,59 10,1 6058,03+410,19 6,77 7371,88+260,45 3,53
Tapidor 7892,82 +546,86 6,93 6046,58 +609,12 10,07 7426,13 +80,15 1,08
Timber 9023,96 + 61,78 0,68 6361,56 +271,26 4,26 7557,65+ 204,32 2,7
Tremie 8033,31+£640,21 7,97 5948,95+140,19 2,36 7337,85+82,34 1,12
Voltige 7916,93 +226,24 2,86 5761,08+57533 9,99 6888,54+802,22 11,65

ANNEE 2
CAU CFD MOM UNI

Moy *ET CV (%) Moy *ET CV (%)
1010-13-2-1  6600,88 + 204,31 3,1 6176,52+852,37 138 6064,15 6475,54
1010-13-2-4  6346,9 + 158,15 2,49 5687,19+ 71455 12,56 6065,95 6213,69
Ambrosia 6776,48 £34234 505 5849,28+94,64 1,62 7054,13 7894,41
Andalou 7441,09 + 81,74 1,1 6322,45+461,96 7,31 6516,47 7125,38
Arack 6997,5 £ 217,23 3,1 628256 + 286,18 4,56 6551,57 7214,22
Astuce 4648,73 + 227,99 4,9 5243,04 £ 684,3 13,05 7474,42 7447,92
Bagou 6977,18 + 69,86 1 6151,38 + 120,02 1,95 6864,61 7840,88
Calisto 6836,22 + 59,87 0,88 5479,77 +105,84 1,93 7004,03 7118,69
Caphorn 6524,26 + 117,58 1,8 5993,82 + 27 0,45 7032,44 6004,51
CF01085 6124,35 + 361,6 59 5577,9 +533,18 9,56 6263,58 6270,54
Crousty 6843,8 + 64,46 0,94 5654,51+557,42 9,86 7096,83 5946,38
Dinosor 7249,32 +11,54 0,16 6129,95+ 229,74 3,75 7356,49 7688,41
Farandole 6997,96 £427,81 6,11 5851,2 + 51,45 0,88 6778,26 7173,44
Garcia 7255,49+48231 6,65 6713,1+363,41 541 8083,38 6187,42
Glasgow 7225,58 + 38,24 0,53 5724,29+45429 7,94 7279,25 8296,65
Koreli 7084,49 + 198,55 2,8 5435,82+485,03 8,92 7347,28 7565,55
Maxyl 7210,66 327,62 4,54 6108,24 + 664,34 10,88 6431,18
Mendel 6531,31 + 146,6 2,24  5935,46 +60,27 1,02 6371,46 6551,96
Paledor 7129,97 £+147,19 2,06 5966,62 + 641,17 10,75 7477,93 6953,13
Perfector 6053,37 +123,62 2,04 5782,94+344,29 595 7573,5 7310,97
Premio 7713 +137,61 1,78 5914,6 + 514,83 8,7 7637,53 721161
Quebon 5576,08 + 75,49 1,35 5806,21+85,75 1,48 6307,28 6613,96
Robigus 6823,43 +£ 21,72 0,32 6482,8 + 30,36 0,47 8240,71 8865,59
Rosario 7573,83 £ 105,94 14 6097,2 + 65,34 1,07 7589,94 7917,58
Rytmic 6257,67 +178,87 2,86 6141,73+453,05 7,38 6420,72 7396,32
Sankara 6127,87 +177,82 29 5829,53+21,93 0,38 6208,61 6697,32
Sogood 7123,57 £61,35 0,86 5308,64 + 788,48 14,85 7019,26 7155,84
Soissons 6574,43 £ 177,55 2,7 5712,81+684,1 11,97 6880,87 6145,89
Tapidor 6826,95 + 2,94 0,04 6415,65+ 741,78 11,56 6865,47 6686,95
Timber 6499,61 £41494 6,38 5938,95+532,17 8,96 7419,28 8219,77
Tremie 6954,78 + 39,42 0,57 6314,51+97,31 1,54 7756,15 7239,63
Voltige 6335,59 + 113,64 1,79 7666,29




ANNEXES - Rendement en éthanol a I'hectare pouvéegtés francaises en L/ha
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Method: 95.0 percent LSD

3900 VAR Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups
3600 Ephoros 6 3859.72  145.279 X
P Quebon 6 4000.13  154.028 XXX
o 8gESSrot i 8 s 58585858 Astuce 12 40215 10333 XX
CZEE 4°E08S6aE0E =if5ag88TFRErFES 1010-13-2-4 6 4033.01  154.028 XXXX
gg« £ VAR ® CF01085 11  4041.36  106.866 XX
Sankara 12 4068.15 103.33 XXX
Rytmic 11 416298  106.866 XXXXX
1010-13-2-1 6 4202.61  154.028 XXXXXXXX
5200 Calisto 12  4234.16  103.33 XXXXX
Soissons 12 4251.64 103.33 XXXXXX
I Crousty 12  4257.13  103.33 XXXXXX
4900 b Caphorn 12 427165  103.33 XXXXXX
r ] Perfector 12  4342.89  103.33 XXXXXXX
4600 [ N Voltige 9 4358.44  118.824 XXXXXXXX
I i Koreli 11 43704  106.866 XXXXXXX
[ ] Farandole 12  4400.92  103.33 XXXXXX
4300 F i Tapidor 12 441264  103.33 XXXXXX
L i Mendel 12 441757 103.33 XXXXXX
L ] Sogood 12 442126  103.33 XXXXXX
4000 F . Andalou 12  4457.36  103.33 XXXXX
- E Rosario 12 4466.01 103.33 XXXXX
I b Ambrosia 12 4477.9 103.33 XXXXX
3700 b = Dinosor 12  4480.4 103.33 XXXXX
2 £ z g 2 g z Maxyl 11 4504.64  107.139 XXXXXX
°© z ® ® Tremie 12 451184  103.33 XXXXXX
LIFLIX Bagou 12 452699  103.33 XXXXX
Timber 12 4561.67  103.33 XXXX
4700 E Garcia 12 4563.07  103.33 XXXX
F ] Paledor 12  4570.11  103.33 XXX
4600 | = Glasgow 12  4572.38  103.33 XXX
E ] Arack 12 4597.25 103.33 XXX
4500 F 3 Robigus 12 4646.99  103.33 XX
E ] Premio 12 4784.48  103.33 X
4400 =
4300 F 3
4200 F 3
4100 E -
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ANNEXES - Rendement en éthanol a I'hectare pouvéetés francaises en L/ha

ANNEE 1
R2N SEC SUR
Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%) Moy *ET CV (%)
Ambrosia 5365,72 + 466,63 8,7 3784,46 493,84 13,05 4615,15+191,05 4,14
Andalou 5052,78 + 737,79 14,6 3664,49 £ 5,58 0,15 4375,36+146,84 3,36
Arack 5586,84 + 43,15 0,77 4388,41+283,26 6,45 4262,5+540,67 12,68
Astuce 4508,09 + 38,7 0,86 3718,65+17,86 0,48 449594 +117,39 2,61
Bagou 5088,57 + 19,46 0,38 3797,42+239,54 6,31 4813,33+422,96 8,79
Calisto 4852,35+294,79 6,08 3653,68+110,45 3,02 4224,23+17952 4,25
Caphorn 4737,93+172,45 3,64 3934,1+317,7 8,08  4400,19 +616,7 14,02
CF01085 4986,42 NA  3566,81+111,6 3,13 4143,88+199,6 4,82
Crousty 4508,16 + 78,51 1,74 3809,7+£104,47 2,74 4806,12 +82,72 1,72
Dinosor 5773,74+232,98 4,04 3763,14+222,73 592 3554,98+52,14 1,47
Ephoros 4410,06 + 76,35 1,73 3476,42+26,57 0,76 3899,81 +42,63 1,09
Farandole 4903,25 +616,7 12,58 3750 + 321,82 8,568 4581,29+296,98 6,48
Garcia 5127,04 £595,94 11,62 3774,93+108,83 2,88 4726,15+49,92 1,06
Glasgow 5513,76 +426,39 7,73 4122,32+162,72 3,95 4272,96 +76,02 1,78
Koreli 4928,48 + 177,45 3,6 3556,72 + 2,05 0,06 #DIV/0! #DIV/O!
Maxyl 4841,6 £550,78 11,38 4005,73 £252,07 6,29 4951,63+209,16 4,22
Mendel 4896,57 + 136,42 2,79 4252,2+248,69 5,85 4798,36 +51,5 1,07
Paledor 5318,36 +466,52 8,77 4021,9+228,32 5,68 4878,17+459,21 9,41
Perfector 5588,39 + 221,63 3,97 4036,45+344,85 8,54 4126,3+543,80 13,18
Premio 5546,69 + 214,26 3,86 4129,62+138,82 3,36 5308,2 + 35,9 0,68
Robigus 5467,89 + 58,07 1,06 3792,07+768,12 20,26 4616,12+15591 3,38
Rosario 5040,41 + 36,57 0,73 3876,02+101,57 2,62 3937,74+99,41 2,52
Rytmic 4763,69+169,22 355 3684,9+174,15 4,73 3555,95 NA
Sankara 4754,61+251,54 529 3756,38+139,27 3,71 3843,96+379,17 9,86
Sogood 5430,12 + 42,66 0,79 3834,52+127,33 3,32 4537,96 +31,97 0,7
Soissons 4557,45+569,75 12,5 4023,67 +304,02 7,56 4582,41 +28,25 0,62
Tapidor 5034,01 +438,86 8,72 3981,39+257,57 6,47 4600,82+484,27 10,53
Timber 5469,58 +167,31 3,06 4049,43+134,77 3,33  4720,47 +96,96 2,05
Tremie 5067,04 +490,18 9,67 3814,01+11,06 0,29 4637,23+37,06 0,8
Voltige 4788,04 + 33,57 0,7 3820,45+131,13 3,43 4284,41+733,22 17,11
ANNEE 2
CAU CFD MOM UNI
Moy +ET CV (%) Moy *ET CV (%)
1010-13-2-1  4221,67 +84,63 2 3941,83 £432,55 10,97 3929,66 4151,02
1010-13-2-4 4042,7 £ 4,73 0,12 3702,3+474,72 12,82 3856,93 4089,11
Ambrosia 4384,97 +242,02 552 3787,07+69,23 1,83 4542,01 5056,82
Andalou 4757,5 £ 84,82 1,78 4173,37+286,34 6,86 4264,8 4561,68
Arack 4514,93+192,88 4,27 4179,45+18,81 0,45 4232,99 4686,44
Astuce 3019,73 £323,8 10,72 3524,93 667,18 18,93 4740,79 4811,96
Bagou 4477,96 + 8,53 0,19 3976,3+106,79 2,69 4494,08 4973,52
Calisto 4276,71 + 88,94 2,08 3535,45+119,55 3,38 4605,7 4721,75
Caphorn 4240,87 +126,02 2,97 3841,96+174,15 4,53 4467,8 4008,82
CF01085 3848 £ 107,11 2,78 3562,47 +233,17 6,55 4047,1 4058,97
Crousty 4352,56 +121,33 2,79 3650,78 +467,42 12,8 4476,75 3910,57
Dinosor 4713,02 +59,01 1,25  4023,01+1,49 0,04 4635,3 4996,42
Farandole 4542,36 + 66,13 1,46 3771,3+70,22 1,86 4427,17 4711
Garcia 4728,14 + 289 6,11 4208,8 +229,7 5,46 5130,9 3952,62
Glasgow 4622,77 +132,7 2,87 3701,69+302,48 8,17 4611,36 5367,97
Koreli 4645,01 + 29,14 0,63 3570,1+43526 12,19 4629,54 5004,44
Maxyl 4586,28 + 225,71 4,92 3974,77+271,35 6,83 4139,26
Mendel 4315,12 +103,3 2,39 3799,99 +8,9 0,23 3957,32 4207,49
Paledor 4599,32+178,17 3,87 3840,84 +441,46 11,49 4811,19 4450,99
Perfector 3842,16 + 34,1 0,89 3706,15+ 147,04 3,97 4664,8 4661,08
Premio 4961,27 +54,15 1,09 3774,03+33579 89 4894,37 4652,82
Quebon 3585,16 + 84,67 2,36 3837,73+39,41 1,03 3960,33 4324,63
Robigus 4431,22 + 85,22 1,92 4082,6 £117,95 2,89 5222,81 5743,11
Rosario 4881,31+203,76 4,17 3867,43 £6,04 0,16 4957,04 5094,06
Rytmic 4055,26 + 135,57 3,34 3991,9 +404,31 10,13 3878,08 4878,96
Sankara 3979,36 + 36,73 0,92 3772,61+8524 2,26 3990,53 4219,7
Sogood 4597,95 + 73,15 1,59 3427,01+410,77 11,99 4407,9 4679,74
Soissons 4226,56 + 135,08 3,2 3685,38 +495,97 13,46 4460,22 3940,04
Tapidor 4284,44 + 13,91 0,32 4044,94 +531,67 13,14 4302,8 4322,55
Timber 4201,24 +42,84 1,02 3846,52+308,55 8,02 4711,67 5167,08
Tremie 4457,79 + 44,66 1 4121,64+64,22 1,56 4768,35 4645,92
Voltige 4115,84 + 104,38 2,54 4892,59




B. ANNEXES DES LIGNEES ISOGENIQUES WAXY



PMG

ANNEXES — PMG des lignées isogéniques waxy en grasnm

PMG

PMG

CFD MOM SEC
54 F b Moy +ET  CV (%) MOyET  CV (%) Moy*ET  CV (%)
[ {‘ {f ] CroABD 41.91:403 962 4404x02 045 43992027 0,61
51 | {s {E {‘ {( {( ] Cro ABnD 44811 223 47.77+044 092 4847+021 0,43
I i CroADnB 4375+236 539 47.44:+04 084 47.35%0.58 1,22
L } i CroD B nA 4258+15 352 4458079 1,77 4593%0.78 17
48 {e _ Cro AnB nD 423+0.74 1,75 4587044 096 4506+0.23 0,51
L 15 . Cro B nAnD 485+034 0,7 46702 043 47.81+018 0,38
L {e . Cro D nA nB 4295+0.3 0,7 4506+1.3 2,89 4574%059 1,29
45 + {‘ {! {E {s . CronAnBnD  41.91+185 441 4595+0.18 039 47.16+116 246
3 {( {e . SoiABD 4055+0.78 192 4233+081 1,91 4387+1.82 4,15
- [( 1‘ . Soi A B nD 411240 0 43174047 109 4416+011 0,25
42 - {‘ [( 1‘ {‘ - Soi AD nB 40994049 12 40.82+1.58 3,87 4257+0.24 0,56
r {E ] Soi D BnA 4153+013 031 4081+033 081 4357+0.72 1,65
r ] Soi A nB nD 42.86+206 4,81 4386+153 3,49 4514%071 1,57
39t = Soi B nA nD 41.44+124 299 4337:001 002 44.98+051 1,13
m2f2ezeegegeeseegereecee SoiDnAnB 3868376 9,72 38,64 NA  4196+173 4,12
S<<fiofizs c2Eiieg <<fZofs Soi nA nB nD 4202411 262 4175:174 4,17 4254+0.96 2,26
08§852282:52°8383s8acEfegedeg TreABD 4913+262 533 5136+272 53 53.96+045 0,83
o O (8] 6 w un [%2] % = = ':
Tre ABnD 48.86+263 538 4872:+031 0,64 54.49+3.18 584
Tre ADnB 50.18+2.97 592  51+291 571 54.45%3.75 6,89
49 F - Tre DB nA 49.66+317 638 49.8+1.16 2,33 53.04+2.66 502
3 ] Tre AnB nD 4813+146 3,03 515+091 1,77 5289+1.82 3,44
C ] Tre B nAnD 51.56+141 273 5216+4.13 7,92 5531+256 4,63
48 | I 3 Tre D nA nB 4882+17 348 5453:+0.86 1,58 54.86+0.51 0,93
C ] TrenAnBnD  47.64+221 464 4803+055 1,15 5287+188 3,56
47 -
[ ] Method: 95.0 percent LSD
16 [ I ] VAR Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups
[ ] SoiDnAnB 5 40.2109 0.690787 X
45 F . SoiADnB 6 41.46 0.615189 XX
[ I ] SoiDBnA 6 41.97 0.615189 XXX
[ ] SoinAnBnD 6 42.1033 0.615189 XX
44t _ = SOiABD 6 42.25 0.615189 XXX
5 § ﬁ SoiABnD 6 42.8167 0.615189 XXXX
SoiBnAnD 6 43.2633 0.615189 XXXX
CroABD 6 43.3133 0.615189 XXXXX
46.6 F 1 SoiAnBnD 6 43.9533 0.615189 XXXX
CroDBnA 6 44.3633 0.615189 XXX
CroAnBnD 6 44.41 0.615189 XXX
46.2 - ] CroDnAnB 6 44,5833 0.615189 XXX
CronAnBnD 6 45.0067 0.615189 XX
CroADNB 6 46.18 0.615189 XX
45.8 - — CroABnD 6 47.0167 0.615189 X
CroBnAnD 6 47.67 0.615189 X
TrenAnBnD 6 49.5133 0.615189 X
454 i TreABnD 6 50.69 0.615189 XX
TreDBnA 6 50.8333 0.615189 XX
TreAnBnD 6 50.84 0.615189 XX
45 E = TreABD 6 51.4833 0.615189 XX
- © TreADNB 6 51.8767 0.615189 XX
TreDnAnB 6 52.7367 0.615189 X
TreBnAnD 6 53.01 0.615189 X




PS

PS

PS

ANNEXES - PS des lignées isogéniques waxy

82
81
80
79
78
77
76

CroABD
Cro ABnD

CroADnB
Cro AnB nD
Cro B nAnD

CroDBnA
Cro DnA nB

Cro nAnB nD

SoiABD
Soi AB nD

Soi ADnB

Soi AnB nD
Soi BnAnD
Soi DB nA
Soi DnAnB
Soi nA nB nD
TreABD
Tre ABnD
Tre ADNB
Tre AnB nD
Tre B nAnD

Tre DBnA
Tre DnAnB

Tre nA nB nD

80.5

80.2

79.9

79.6

79.3

79

=

CFD

MOM
SEC

80.5

80.3

80.1

79.9

79.7

79.5

CFD MOM SEC
MOy +ET  CV (%) MOY*ET  CV (%) MoyET  CV (%)
CroABD 79.25+0.71 09 80.75+0.35 0,43 80.63+0.18 0,22
Cro AB nD 80.88+0.18 0,22 8210 0 81.13+0.18 0,22
CroADnB 80.63+0.53 0,66 81.38+0.53 0,65 80.88+0.53 0,66
CroDB A 80.63+0.18 0,22 8163+0.18 022 81+0.35 0,43
Cro AnB nD 80.13+0.18 0,22 8125+0.35 043 81.13+0.18 0,22
Cro B nAnD 81.63+0.18 0,22 80.63+0.53 066 80.75+0.35 043
Cro D nA nB 80.25+0 0  8113+0.18 0,22 80.13+0.18 0,22
Cro nA nB nD 795£0.71 0,89 80.75+0.35 0,43 800 0
SoiABD 80.75+0.71 0,88 80.88+0.18 022 79.5:0.71 0,89
Soi A B nD 81+0.35 043 80.88:0.18 0,22 79.88+0.18 0,23
Soi A D nB 810 0 81.5+0.35 043 800 0
Soi D BnA 810 0  80.38+0.18 0,22 79.75+0 0
Soi A nB nD 81.25+0.35 043 81.88+0.18 0,22 800 0
Soi B nA nD 800 0 80.88+0.18 0,22 79.38+0.88 1,11
Soi D nAnB 810 0 81,25 NA  80.13%0.18 0,22
Soi nA nB nD 81.75+0 0  80.88:0.18 0,22 800 0
Tre ABD 765+0.71 093 78.13+0.18 0,23 77.38:+0.88 114
Tre ABnD 77.13+0.18 023 775%071 092 77.88+0.18 0,23
Tre AD nB 78 +0 0 77.75:071 091 7838+053 0,68
Tre D B nA 77.38+0.53 0,68 77.75+141 181 76.88+0.18 0,23
Tre AnB nD 77.63+0.18 0,23 79.13+0.18 0,23 770 0
Tre B nA nD 77.88+0.18 0,23 7825+0.35 045  77.75%0 0
Tre D nAnB 77.75+0.35 045 7975035 044 77.5:0.71 0,92
TrenAnBnD  77.88+0.18 0,23 78.38+0.53 0,68 77.88+0.18 0,23
Method: 95.0 percent LSD
VAR Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups
TreDBnA 6 77.3333 0.252484 X
TreABD 6 77.3333 0.252484 X
TreABnD 6 77.5 0.252484 X
TreAnBnD 6 77.9167 0.252484 XX
TreBnAnD 6 77.9583 0.252484 XX
TreADNB 6 78.0417 0.252484 XX
TrenAnBnD 6 78.0417 0.252484 XX
TreDnAnB 6 78.3333 0.252484 X
SoiBnAnD 6 80.0833 0.252484 X
CronAnBnD 6 80.0833 0.252484 X
CroABD 6 80.2083 0.252484 XX
SoiDBnA 6 80.375 0.252484 XXX
SoiABD 6 80.375 0.252484 XXX
CroDnAnB 6 80.5 0.252484 XXX
SoiABnD 6 80.5833 0.252484 XXX
SoiDnAnB 5 80.7781 0.28351 XXXX
SoiADnB 6 80.8333 0.252484 XXX
CroAnBnD 6 80.8333 0.252484 XXX
SoinAnBnD 6 80.875 0.252484 XXX
CroADNB 6 80.9583 0.252484 XX
CroBnAnD 6 81.0 0.252484 XX
SoiAnBnD 6 81.0417 0.252484 XX
CroDBnA 6 81.0833 0.252484 XX
CroABnD 6 81.3333 0.252484 X



PROT

PROT

PROT

ANNEXES — Taux de protéines des lignées isogéniguzey en %

13
12.5
12
11.5
11
10.5
10

12.2

12

11.8

11.6

114

12.5
12.3
121
11.9
11.7
11.5
11.3

CroABD
Cro ABnD

Cro ADnB
Cro AnB nD

Cro BnAnD

CroDBnA
Cro DnAnB

Cro nAnB nD

SoiABD
Soi ABnD

Soi ADnB

Soi AnB nD
Soi BnAnD

SoiDBnA
Soi DnAnB

Soi nA nB nD

TreABD
Tre ABnD

Tre ADnB
Tre AnB nD

Tre BnAnD

Tre DBnA
Tre DnAnB

Tre nA nB nD

—

CFD

MOM

SEC

CFD MOM SEC
MOy +ET  CV (%) MOY*ET  CV (%) MoyET  CV (%)
CroABD 11.43+0.14 122 11.18+0.09 0,81 12.33x0.27 219
Cro AB nD 11.63+0.29 2,49 11.96+0.02 0,17 1228053 4,32
Cro ADnB 11.99+0.43 359 12.33+0.07 0,57 11.66+0.85 7,29
CroDBnA 12.36 £0.64 518 1243+0.19 153 12292093 757
Cro AnB nD 11.37+0.32 281 11.88+055 4,63 11.88+05 421
Cro B nA nD 12.13+0.23 19 1232+095 7,71 1273+1.04 817
Cro D nAnB 11.7+019 1,62 11.79+046 3,9 12.05+1.01 8,38
Cro nAnB nD 11.78 £0 0 12.15+0.16 1,32 1227062 5,05
SoiABD 11.83+0.22 1,86 1241+0.33 2,66 11.84+0.31 262
Soi ABnD 11.94+0.02 017 13.15+0.01 0,08 12.02+0.86 7,15
Soi ADnB 11.8+026 2,2 1242006 048 11.89+0.78 6,56
SoiD BnA 11.78+0.05 042 11.9+0.03 0,25 11651 8,58
Soi A nB nD 12.52+0.45 359 12.88+044 3,42 1214056 4,61
Soi B nAnD 12.09+0.31 256 12.36+0.64 518 11.96+028 234
Soi D nAnB 11.75+£0.24 2,04 12,98 NA 1192051 4,29
Soi nAnB nD 12.34+0.08 065 13.1%0.31 2,37 1233:+0.99 8,03
Tre ABD 10.24+0.4 391 1126+0.39 346 1057:032 3,03
Tre ABnD 1045+0.02 0,19 1245+012 0,96 10.6+0.28 2,64
Tre AD nB 11.33+0.63 556 11.7+0.92 7,86 10.73+0.59 55
Tre DB nA 10.37+£0.27 2,6 10.84+034 3,14 1071+1.13 1055
Tre AnB nD 11.26 £0.14 124 1161+001 0,09 11.6+0.82 7,07
Tre B nA nD 10.75+£0.17 158  11.6+0.6 517 11.24+0.23 2,05
Tre D nA nB 10.65+0.22 2,07 11.3+01 0,88 10.78+0.59 5,47
Tre nA nB nD 11.96+0.36 3,01 12.47+0.12 0,96 11.79+0.77 6,53
Method: 95.0 percent LSD
VAR Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups
TreDBnA 6 10.65 0.171355 X
TreABD 6 10.6833 0.171355 X
TreDnANnB 6 10.9167 0.171355 XX
TreABnD 6 11.1667 0.171355 XX
TreBnAnD 6 11.2 0.171355 XX
TreADNB 6 11.2667 0.171355 XXX
TreAnBnD 6 115 0.171355 XXX
CroABD 6 11.6167 0.171355 XXXX
CroAnBnD 6 11.7 0.171355 XXXX
SoiDBnA 6 11.7667 0.171355 XXX
CroDnAnB 6 11.85 0.171355 XXX
CroABnD 6 11.95 0.171355 XXXX
CroADNnB 6 12.0167 0.171355 XXX
SoiADnB 6 12.0333 0.171355 XXXX
SoiABD 6 12.0333 0.171355 XXXX
TrenAnBnD 6 12.0667 0.171355 XXXX
CronAnBnD 6 12.0667 0.171355 XXXX
SoiDnAnB 5 12.1275 0.192412 XXXXX
SoiBnAnD 6 12.15 0.171355 XXXX
CroDBnA 6 12.3667 0.171355 XXX
SoiABnD 6 12.3667 0.171355 XXX
CroBnAnD 6 12.4167 0.171355 XXX
SoiAnBnD 6 12.5 0.171355 XX
SoinAnBnD 6 12.5833 0.171355 X




DURETE

DURETE

DURETE

82
72
62
52
42
32
22

58

57

56

55

54

53

57
56
55
54
53
52
51

ANNEXES — Dureté des lignées isogéniques waxy

—_
——

CroABD
Cro ABnD

Cro ADnB
Cro AnB nD

Cro BnAnD

CroDBnA

Cro D nAnB
CronAnBnD | +a—

SoiABD
Soi ABnD

SoiADnB

Soi AnB nD
Soi BnAnD

Soi DB nA
Soi DnAnB

Soi nA nB nD

TreABD
Tre ABnD

Tre ADNB
Tre AnB nD
Tre BnA nD

Tre DBnA
Tre DnAnB

Tre nAnB nD

CFD

MOM

SEC

CFD MOM SEC
Moy+ET  CV (%) MOY*ET  CV (%) MOYyET  CV (%)
CroABD 33.75+9.95 29,48 3257+0.17 052 3488422 12,1
Cro ABnD 31.31+506 16,16 38.87+2.02 52 3514+4.33 12,32
Cro ADnB 3597+7.88 21,91 4165+0.85 2,04 3583552 1541
CroDBnA 3550+6.91 19,42 424717 4 36.4+48 13,19
Cro AnB nD 30.01+£10.67 3555 36.13+0.98 2,71 33.96+0.12 0,35
Cro B nA nD 30.42+293 7,43 4165+286 6,87 37.91+135 3,56
Cro D nAnB 28.33+12 424 326+0.78 2,39 3116%222 712
CronAnBnD  23.36+3.16 1353 30.26+0.29 096 2223+7.53 3387
SoiABD 72.53+554 7,64 6348+3.14 495 651%272 4,18
Soi ABnD 69.09+329 4,76 73.23+0.84 1,15 7297:1.46 2
Soi ADnB 72.16+3.47 4,81 6551+0.76 1,16 6322+4.72 747
SoiD B nA 70.93+2.79 393 63.62+0.17 027 61.79+6.46 1045
Soi AnB nD 7552+0.99 131 7315+1.96 2,68 7116384 54
Soi B nA nD 70.11+39 556 67.88+298 4,39 71.02+1.13 159
Soi D nAnB 71.12+9.09 12,78 69,04 NA 68 +1.45 2,13
Soi nA nB nD 60.03+5.03 8,38 5867+544 927 609471 7,73
Tre ABD 67.86+3.27 4,82 6513+1.36 2,09 63.61%4 6,29
Tre ABnD 63.84+0.43 067 68.73+26 3,78 6325+1.18 187
Tre AD nB 75.34+9.14 1213 67.97+51 75 6621+0.96 145
Tre D B nA 69.98+0.61 087 50.98+11.44 2244 63.3+439 6,94
Tre AnB nD 63.37+6.28 991 63.61+456 7,17 57.79+059 1,02
Tre B nA nD 60.15+0.22 0,37 61.68+1.22 1,98 61.83+4.66 7,54
Tre D nA nB 69.9+2.82 4,03 7148+277 3,88 69.03+4.57 6,62
Tre nA nB nD 60.23+6.75 11,21 59.99+239 3,98 52.39+149 284
Method: 95.0 percent LSD
VAR Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups
CronAnBnD 6 25.3333 1.7964 X
CroDnAnB 6 30.6667 1.7964 X
CroAnBnD 6 33.3333 1.7964 XX
CroABD 6 33.8333 1.7964 XX
CroABnD 6 35.0 1.7964 XXX
CroADnB 6 37.8333 1.7964 XX
CroDBnA 6 38.1667 1.7964 XX
CroBnAnD 6 39.6667 1.7964 X
TrenAnBnD 6 57.3333 1.7964 X
SoinAnBnD 6 60.0 1.7964 X
TreDBnA 6 61.3333 1.7964 XX
TreBnAnD 6 61.3333 1.7964 XX
TreAnBnD 6 61.5 1.7964 XX
SoiDBnA 6 65.3333 1.7964 XX
TreABNnD 6 65.3333 1.7964 XX
TreABD 6 65.5 1.7964 XX
SoiABD 6 67.0 1.7964 XX
SoiADnB 6 67.1667 1.7964 XX
SoiDbnAnB 5 69.2174 2.01715 XXX
SoiBnAnD 6 69.6667 1.7964 XXX
TreADNB 6 70.0 1.7964 XXX
TreDnAnB 6 70.1667 1.7964 XXX
SoiABnD 6 71.8333 1.7964 XX
SoiAnBnD 6 73.3333 1.7964 X




HAGBERG

HAGBERG

HAGBERG

ANNEXES — Temps de chute de Hagberg des lignéggisques waxy en secondes

500 F - CFD MOM SEC
r 1 Moy +ET  CV (%) MOYET  CV (%) Moy*ET  CV (%)
t 1 Cro ABD 331.5+23.33 7,04 340.5:16.26 4,78 287+11.31 3,94
400 F - Cro ABnD 264+198 75 251424 1,69 255+16.97 6,65
F i ’ {‘ ] Cro ADnB 258+4.24 164  250+9.9 3,96 262+0 0
E ok {( ¥ k f ] CroDBnA 3185+14.85 4,66 268+849 3,17 289+141 0,49
300 | i - Cro AnB nD 327£3253 995 320£46.67 1458 2965+0.71 0,24
L ki ¥ 1 CroBnAnD  236.5+26.16 11,06 2285%3.54 1,55 164.5+13.44 817
L ! {s k 1 Cro DnAnB 90+424 471 765212 2,77  73+283 388
200 k } ! . CronAnBnD  71L5%071 099 690 0 650 0
r ] SoiAB D 3735+4.95 1,33 3455%1202 3,48 367.5+3041 8,27
100 £ E Soi A B nD 369.5+2.12 057 2505+4.95 1,91 398.5+20.51 5,15
n i ]E } } k o] Soi AD nB 3535+3.54 1  3135+3.54 1,13 3765+354 0,94
L ] Soi D B nA 3425+£2051 599 30452899 9,52 37251344 3,61
ok I Soi AnB nD 192.5+77.07 40,04 1541556 10,1 215.5+57.28 26,58
comopoft@mooomoogenco2oageo Soi B nA nD 346+12.73 3,68 2935:10.61 3,61 344+14.14 4,11
foopsoteaosgognsmOoagagEa Soi D nAnB 387+7.07 183 326 NA  413+35.36 8,56
gss<moosgifcalogz@giitenos Soi nA nB nD 65+0 0 64+0 0 655%071 1,08
©05505g 2288285 "FEETEg TreABD 2845+2333 82 1915+7.78 4,06 179.5+26.16 14,57
Tre ABnD 2495+7.78 3,12 1380 0  162+1273 7,86
Tre AD nB 233+16.97 7,28 14652475 16,89 141+33.94 24,07
270 F 7 Tre DB nA 3185+6.36 2  201+18.38 9,14 167.5+14.85 8,87
i ] Tre AnB nD 66 +2.83 4,29 65+ 1.41 2,17 64+0 0
i i Tre BnAnD 70+£2.83 4,04 635:071 1,12 635+071 1,12
250 | I - Tre D nAnB 330.5+41.72 12,62 227+7.07 3,11 172+24.04 13,98
L g Tre nAnB nD 63 +0 0 62 +0 0 62 +0 0
230 + — Method: 95.0 percent LSD
I I T VAR Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups
210 - i TrenAnBnD 6 62.3333  15.003
r 1 SoinAnBnD 6 64.8333 15.003 X
i ] TreAnBnD 6 65.0 15.003 X
190 £ ] TreBnAnD 6  65.6667  15.003 X
2 z 9 CronAnBnD 6 68.5 15.003 X
© = ? CroDnAnB 6 79.8333 15.003 X
TreADnNB 6 1735 15.003 X
270 F 1 TreABnD 6 183.167 15.003 XX
[ 1 SoiAnBnD 6 187.333 15.003 XXX
L ] CroBnAnD 6 209.833 15.003 XXXX
250 - - TreABD 6 218.5 15.003 XXXX
r 1 TreDBnA 6 229.0 15.003 XXX
[ ] TreDnAnB 6 243.167 15.003 XX
230 F 4 CroADNB 6 256.667  15.003 XX
3 1 CroABnD 6 256.667 15.003 XX
[ 1 CroDBnA 6 291.833 15.003 XX
210 F ] CroAnBnD 6 3145  15.003 XX
F 1 CroABD 6 319.667 15.003 XX
i 1 SoiBnAnD 6 327.833 15.003 XXX
190 L ] SoiDBnA 6 339.833 15.003 XXX
- ® SoiABnD 6 3425 15.003 XXX
SoiADnB 6 347.833 15.003 XXX
SoiABD 6 362.167 15.003 XX

SoiDnAnB 5 382.283 16.8466 X



VISCO REEL

VISCO REEL

VISCO REEL

ANNEXES - Viscosité réelle des lignées isogéniquasy

1.34 3 ] CFD MOM SEC
+ E Moy +ET  CV (%) Moy xET  CV (%) Moy +ET  CV (%)
13r {s 7 CroABD 113+002 1,77 115002 1,74 1.15+0 0
C {s ] CroABND 1.16+001 0,86 1.15+0 0 1.19+001 0,84
1.26 |- {; lﬁ [( . Cro AD nB 116£001 086 113440 0 120 0
F {( {‘ 1 CroDBnA 118+001 085 114+001 0,88 1.19%0 0
1.22F {‘ ] Cro AnB nD 117+001 085 114+001 0,88 1.19%0 0
r {‘ ] Cro B nA nD 119+003 252 116%001 0,86 1.19%0 0
118 E {‘ E Cro D nAnB 115+003 2,61 118+0.04 339 1.17+002 1,71
Lo {‘ [( {, {e {E {‘ [‘ {< {. {. {. le - CronAnBnD  115+002 174 115+0.04 348 1.19+0.01 084
C ] S0iABD 116 +0 0 1174001 085 1.17+002 1,71
1.14 {‘ l‘ = Soi ABnD 117+004 342 1174001 085 1.18+0.05 4,24
3 . Soi ADnB 1.16+0 0 117+0.01 085 1.17+002 1,71
11 E ] S0iD B nA 116+001 086 118+0.01 085 1.16+0.01 0,86
cozoofZooomoogeoccogoogeag Soi A nB nD 117+003 256 116+0.01 086 1.17+0.03 2,56
fecogofo®nogeozgioogEaze Soi B nA nD 114+001 088 115+001 087 115+0.02 1,74
Sggiﬁggééééifg.@éﬁ;;:ﬁegé Soi D nA nB 116+0.02 1,72 1,16 NA  117+001 0,85
CO55°95g 9288983 "TTRRETERE Soi nA nB nD 121+003 248 119%0.02 168 12+002 167
TreABD 12+002 167 126+002 1,59 1224003 2,46
Tre AB nD 122+003 246 1274003 236 1.27+0.02 1,57
121 F 7 Tre ADnB 126+001 079 133+007 526 1.28+0.04 313
TreDBnA 1.2+0 0 1214001 083 1.29+002 1,55
Tre AnB nD 1224002 1,64 1294003 233 124+01 8,06
1.2+ - Tre B nA nD 123+003 244 128+003 234 1254002 16
Tre D nA nB 123+002 1,63 1274003 236 1.21+0.03 2,48
Tre nA nB nD 125+004 32 1.32+002 152 125+006 48
1.19 -
Method: 95.0 percent LSD
VAR Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups
1.18 -
CroABD 6 1.14133 0.0118485 X
SoiBnAnD 6 1.14467 0.0118485 X
117 b . CronAnBnD 6 11625  0.0118485 XX
g z Q CroADNB 6 1.16417 0.0118485 XX
= @ CroAnBnD 6 1.16483 0.0118485 XX
CroDnAnB 6 1.16567 0.0118485 XX
SoiABD 6 1.16617 0.0118485 XX
CroABnD 6 1.16717 0.0118485 XX
1.23F - SoiADNB 6 1.16867 0.0118485 XXX
SoiDBnA 6 1.16883 0.0118485 XXX
SoiAnBnD 6 1.16883 0.0118485 XXX
122 T SoiDnANB 5 1.16999  0.0133045 XXX
SoiABnD 6 1.17117 0.0118485 XXX
121k 4 CroDBnA 6 117233  0.0118485 XXX
CroBnAnD 6 1.1785 0.0118485 XX
SoinAnBnD 6 1.20067 0.0118485 XX
12 T Tre ABD 6 1.22683 0.0118485 XX
TreDBnNA 6 1.23467 0.0118485 X
119 k- 4 TreDnAnB 6  1.23817  0.0118485 X
TreBnAnD 6 1.251 0.0118485 XX
Tre AnBnD 6 1.2515 0.0118485 XX
118k - _ = TreABnD 6 125333  0.0118485 XX
TrenAnBnD 6 1.2745 0.0118485 XX

TreADNB 6 1.29017 0.0118485 X



Type A

Type A

Type A

ANNEXES - Proportion de granules de type A desdamisogéniques waxy en %

100 F 4 CFD MOM SEC
r ] Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%)
L 1 CroABD 88.17+3.05 3,46 8822+0.68 0,77 86.76=0.59 0,68
90 k. ¥ i ] Cro ABnD 87.06+274 315 87.7+0.82 094 86.45+3.79 4,38
R ¥ k k¥ & ki ] CroAD nB 8751+13 149 8948+1.95 218 89.05+1.01 1,13
r k k , k i ] CroDBnA 88.56+2.49 2,81 89.4+0.62 0,69 89.95+1.32 147
380 F ¥ k k F ] Cro AnB nD 86.71+2.49 287 87.99+0.03 0,03 8655+4.08 4,71
F 1 Cro BnAnD 88.91+0.66 0,74 887+0.3 034 8659+257 297
r ] CroDnANnB 86.59+238 275 884+0.73 0,83 87,04 NA
L 1 CronAnBnD  8469+151 178 8645+18 2,08 8595+142 165
70 k . Soi ABD 8295+0.4 0,48 8214+1.03 1,25 8059+129 16
L ] Soi A B nD 8221+024 0,29 8358+0.89 1,06 82.68+3.69 4,46
r % . Soi A D nB 8245+117 142 816304 049 81.23+3.06 3,77
60 £ ] Soi D B nA 82.62+0.65 0,79 8244+0.81 098 8137+1.42 175
co@oostZoococsccceoco@oozan Soi A nB nD 80.35+221 275 79.94+3.07 3,84 76.44%475 621
fecgiose%nonsog03000I0ga Soi B nA nD 79.73+4.55 571 8082125 155 80.1+3.84 4,79
gss<eSosgitialoggss<asoc Soi D nAnB 81.83+053 0,65 80,89 NA  80.74+1.99 246
©Y956°5g 2988283 TTRRTFE Soi nA nB nD 65,7 NA 59,71 NA  61.29+0.28 046
Tre ABD 85.64+213 249 8587+11 1,28 8446146 173
Tre ABnD 84.49+065 0,77 8652+1.17 1,35 83.79+3.43 4,09
85F ] Tre AD nB 85.93+1.06 1,23 8509+0.71 0,83 8372+1.49 178
- . Tre DB nA 86.3+123 1,43 87.46+2.14 245 8405+0.91 1,08
r ] Tre AnB nD 80.93+4.66 576 8218+0.64 0,78 74.62+6.02 8,07
84 F - Tre BnA nD 85.36+0.19 0,22 8426+1.74 207 815%3.51 431
C I ] Tre D nA nB 8425+132 157 86.14+048 056 857+0.61 0,71
[ ] Tre nA nB nD 71,65 NA 6895+399 579 71.28+439 6,16
83 I 1
[ ] Method: 95.0 percent LSD
r I ] VAR Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups
82 N ] SoinAnBnD 4 62.5764 1.2064 X
- g TrenAnBnD 5 70.3391 0.947226 X
81k ] SoiAnBnD 6 789117  0.843524 X
2 s 9 TreAnBnD 6 79.2433 0.843524 X
© g 9 SoiBnAnD 6 80.2183 0.843524 XX
SoiDnAnB 5 81.4317 0.947226 XXX
84.4 | 7 SoiADNB 6 817683  0.843524 XX
SoiABD 6 81.8933 0.843524 XX
84 - 1 SoiDBnA 6 821433  0.843524 XX
SoiABnD 6 82.8233 0.843524 XX
83.6 | 7 TreBnAnD 6  83.705  0.843524 XXX
TreADNB 6 84.91 0.843524 XXX
83.2 . TreABnD 6 849367  0.843524 XXX
TreABD 6 85.3183 0.843524 XX
82.8 - TreDnANB 6 85.3633  0.843524 XXX
CronAnBnD 6 85.7 0.843524 XXXX
824 T TreDBnA 6 85.9383 0.843524 XXXX
CroDnAnB 5 86.8793 0.947365 XXXX
82k = CroABnD 6 87.0683  0.843524 XXXX
- ° CroAnBnD 6 87.085 0.843524 XXXX
CroABD 6 87.7183 0.843524 XXX
CroBnAnD 6 88.065 0.843524 XX
CroADNB 6 88.6817 0.843524 X

CroDBnA 6 89.305 0.843524 X



Type B

Type B

Type B

ANNEXES - Proportion de granules de type B desdamisogéniques waxy en %

40 F - CFD MOM SEC
F E Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%)
r k ] CloABD 1156283 24,48 1151£061 53 12.72:0059 464
H . CroABnD 126+253 2008 1202+0.75 624 13.02+359 27,57
30 k] Cro AD nB 1227+125 10,19 102+173 1696 105%0.86 819
L - Cro DB nA 11.16£2.36 21,15 1041%059 567 9.66+128 1325
C ] Cro AnB nD 1282+235 18,33 11.66+0.02 017 12.76+3.88 3041
20k ki ¥ . Cro B nAnD 1089+0.62 569 11.02£0.34 309 1283+235 1832
C kg kE ] Cro D nAnB 12.98+229 17,64 11.27+0.69 6,12 12,37 NA
C i P kK k § ¥ ] CronAnBnD  14.88+135 9,07 13.08+146 11,16 1325%147 11,09
RE L ¥ k 1 S0iABD 16.69+0.37 2,22 17.48+1.02 584 187+1.16 62
10 - 7] Soi ABnD 17.35+£029 1,67 1607+08 498 16.74+3.46 20,67
- . Soi ADnB 1712+1.09 6,37 17.89%041 229 1816+2.84 1564
r ] Soi D B nA 17.02+£063 3,7 17214078 453 18.01%1.22 6,77
ok ] Soi A nB nD 19.12+214 11,19 19.38+2.97 1533 2265+45 19,87
cozoof20comoozooo0o®ongea Soi B nA nD 1977429 21,7 1873%12 641 1938:3.65 1883
ﬁgggégéﬁigggggggﬁggggggg Soi D nA nB 17.71£0.46 2,6 18,69 NA  186+179 962
S0z <m 0o T80 Soi nAnB nD 32,89 NA 37,97 NA  36.59+0.21 0,57
©9556°0g 2988283 TTEFETER Tre ABD 139+1.96 14,1 1361+1.03 7,57 1478+1.19 805
Tre AB nD 1487+0.78 525 131%119 908 1547+3.1 20,04
175E - Tre AD nB 1359+1.03 7,58 1428+0.64 448 154%11 714
C ] Tre DB nA 13.24+115 8,69 121£205 1694 153%0.77 503
r . Tre AnB nD 18.26+4.48 24,53 17.12+0.72 421 2381+535 2247
17 . Tre BnAnD 1421+044 31 1524%16 105 17.62+3.31 18,79
F ] Tre D nA nB 1514+122 806 1343%043 32 136%0.45 331
C ] Tre nA nB nD 27,23 NA  2042+417 1417 27+388 1437
165 b
o ] Method: 95.0 percent LSD
16 F - VAR Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups
[ ] CroDBnA 6 10.4133 0.78816 X
155¢ 1 CroADnB 6 1099  0.78816 X
+ i CroBnAnD 6 11.58 0.78816 XX
15 E . CroABD 6 11.9333 0.78816 XXX
g z Q CroAnBnD 6 12.415 0.78816 XXXX
= ® CroABnD 6 12.545 0.78816 XXXX
CroDnAnB 5 12.6336 0.885186 XXXX
17.4 F - TreDBnA 6 13.5433 0.78816 XXXX
’ CronAnBnD 6 13.735 0.78816 XXXX
17 L | TreDnNnAnB 6 14.0533 0.78816 XXX
TreABD 6 14.0933 0.78816 XXX
16.6 L 1 TreADnNB 6  14.425  0.78816 XX
) TreABnD 6 14.4817 0.78816 XX
162 i TreBnAnD 6 15.6917 0.78816 XX
: SoiABnD 6 16.7183 0.78816 XX
SoiDBnA 6 17.415 0.78816 XXX
158 - 7 SOiABD 6  17.6233  0.78816 XXXX
SoiADNB 6 17.72 0.78816 XXXX
154 7 SoiDnAnB 5  18.0577  0.885056 XXXX
SoiBnAnD 6 19.295 0.78816 XXX
15k _ _ = TreAnBnD 6  19.7283  0.78816 XX
SoiAnBnD 6 20.3833 0.78816 X
TrenAnBnD 5 28.1362 0.885056 X

SoinAnBnD 4 35.5044 1.12722
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ANNEXES - Proportion de granules de type C deslgnisogéniques waxy en %
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CFD MOM SEC
Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%)
CroABD 027+0.22 81,48 026x0.07 2692 0.52+0 0
Cro ABnD 0.34+021 61,76 0.2820.07 25 0.53+0.2 37,74
Cro ADnB 022+0.05 2273 031022 7097 045+0.15 3333
Cro D B nA 0.27+0.13 4815 0.19+0.02 1053 0.39+0.04 10,26
Cro AnB nD 0.47+0.14 29,79 0.35%0 0 0.69+0.2 2899
Cro B nA nD 0.2+0.03 15 028+0.04 1429 058+022 37,93
CroDnAnB 043+0.08 186 0.34:0.04 11,76 0,6 NA
Cro nAnB nD 043+0.16 37,21 047+0.34 7234 079+005 6,33
SoiABD 0.36+0.03 833 0382001 263 0.71+0.13 1831
Soi ABnD 044+0.05 11,36 0.35+0.09 2571 0.58+0.23 39,66
Soi AD nB 043+0.07 16,28 048x0.02 4,17 0.62+0.22 3548
Soi D B nA 0.36+0.02 556 035003 857 062+02 3226
Soi A nB nD 053+0.07 1321 0.67+01 1493 091+0.25 27,47
Soi B nA nD 0.5+0.26 52 045+0.04 889 051+019 37,25
Soi D nAnB 0.46+0.07 1522 0,42 NA 0.65+0.2 30,77
Soi nAnB nD 1,42 NA 2,32 NA  212+0.07 33
Tre ABD 0.47+0.17 36,17 052%0.07 13,46 0.77+0.28 36,36
Tre ABnD 0.64+0.13 20,31 038x0.02 526 074032 4324
Tre AD nB 048+0.03 625 063008 12,7 0.89+0.39 4382
Tre D B nA 0.46+0.09 1957 0.44%0.09 2045 0.65+0.15 23,08
Tre AnB nD 0.81+0.19 2346 0.7+0.08 11,43 157+0.67 42,68
Tre B nAnD 044+025 56,82 05+0.14 28 0.87+0.2 22,99
Tre D nA nB 0.61+0.1 16,39 043+005 11,63 07016 2286
Tre nA nB nD 1,12 NA  1.63+0.19 11,66 1.71+0.51 29,82
Method: 95.0 percent LSD
VAR Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups
CroDBnA 6 0.285 0.0703568 X
CroADNnB 6 0.326667  0.0703568 XX
CroABD 6 0.35 0.0703568 XX
CroBnAnD 6 0.353333  0.0703568 XX
CroABnD 6 0.383333  0.0703568 XXX
SoiDBnA 6 0.446667  0.0703568 XXXX
SoiABnD 6 0.458333  0.0703568 XXXX
SoiABD 6 0.483333  0.0703568 XXXX
SoiBnAnD 6 0.486667  0.0703568 XXXX
CroDnAnB 5 0.488674  0.079018 XXXXX
CroAnBnD 6 0.503333  0.0703568 XXXX
SoiDnAnB 5 0.507853  0.0790064 XXXXX
SoiADNB 6 0.51 0.0703568 XXXXX
TreDBnA 6 0.52 0.0703568 XXXXX
CronAnBnD 6 0.565 0.0703568 XXXX
TreDnAnB 6 0.578333  0.0703568 XXXX
TreABnD 6 0.585 0.0703568 XXX
TreABD 6 0.586667  0.0703568 XXX
TreBnAnD 6 0.601667  0.0703568 XXX
TreADnNB 6 0.665 0.0703568 XX
SoiAnBnD 6 0.705 0.0703568 X
TreAnBnD 6 1.02667 0.0703568 X
TrenAnBnD 5 1.52374 0.0790064 X
SoinAnBnD 4 1.92098 0.100624 X
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ANNEXES — Rendement en glucose des lignées isogésigyaxy de la variété Trémie en kg/t
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TreABD

Tre ABnD

Tre AD nB

Tre énB nD
>
TrepnA nD

Tre D BnA

Tre DnAnB

Tre nA nB nD

—

=

CFD

SEC

CFD MOM SEC
Moy *+ET CV (%) Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%)
Tre ABD 719.2+6.14 0,85 7325+19.62 268 73243+3.99 0,54
Tre ABnD 713.27+£0.52 0,07 71553+11.04 1,54 732383 041
Tre ADnB 703.89+4.68 0,66 731.46+18.66 255 725.21+563 0,78
Tre DB nA 706.82+£3.79 0,54 719.49+2573 3,58 730.41+14.78 2,02
Tre AnB nD 699.65+6.42 0,92 714.16+11.8 1,65 696.51+12.46 1,79
Tre B nAnD 712.33+348 049 7181473 1,02 719.84:0.02 0
Tre D nAnB 716.63+£5.69 0,79 738.92+13.02 1,76 723.2+9.64 1,33
TrenAnBnD  688.09+7.02 1,02 711.16+6.87 0,97 723.49+2.82 0,39
Method: 95.0 percent LSD
VAR Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups
TreAnBnD 6 703.433 3.97743 X
TrenAnBnD 6 707.567 3.97743 XX
TreBnAnD 6 716.783 3.97743 XX
TreDBnA 6 718.917 3.97743 XX
TreADnB 6 720.2 3.97743 X
TreABnD 6 720.383 3.97743 X
TreDnAnB 6 726.25 3.97743 X
TreABD 6 728.05 3.97743 X
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ANNEXES — Rendement en

éthanol des lignées isogénigaxy de la variété Trémie en L/t

TreABD

Tre ABnD

Tre ADNB

TreénB nD
>

TrePnA nD

TreDBnA

Tre DnAnB

Tre nA nB nD

CFD

MOM

SEC

CFD MOM SEC
Moy ET  CV (%) Moy *ET CV (%) Moy *ET CV (%)
Tre ABD 45939 £6.67 1,45 467.39+10.87 2,33 46322248 0,54
Tre ABnD 453.94+3.32 0,73 453.13+13.29 293 4635323 05
Tre AD B 453.03+1.08 0,24 467.14+1459 3,12 46282+7.98 1,72
Tre DB nA 457.03+8.12 1,78 464.85+12.91 278 450.25+1457 3,17
Tre AnB nD 449.76 £8.66 1,93 463.21+11.36 245 4481:586 1,31
Tre B nAnD 45369+1.51 0,33 46567+4.39 094 451.8+6.49 1,44
Tre DnAnB 464.67£8.19 1,76 471.89+9.37 1,99 45525+4.76 1,05
TrenAnBnD 44448 +569 1,28 45514+955 2,1 457.47+10.75 2,35
Method: 95.0 percent LSD
VAR Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups
TrenAnBnD 6 452.383 2.79719 X
Tre AnBnD 6 453.683 2.79719 XX
TreABnD 6 456.867 2.79719 XXX
TreBnAnD 6 457.067 2.79719 XXX
TreDBnA 6 460.4 2.79719 XXX
TreADNB 6 461.017 2.79719 XX
TreABD 6 463.35 2.79719 X
TreDnAnB 6 463.95 2.79719 X
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ANNEXES — Rendement parcellaire des lignées isages waxy de la variété Trémie en t/ha

CroABD
Cro ABnD

CroADnB
Cro AnB nD

CroBnAnD | +=——»—
CroDBnA
Cro DnAnB
CronAnBnD

SoiABD
Soi ABnD

Soi ADnB

Soi AnB nD
Soi BnAnD

SoiDBnA
Soi DnAnB

Soi nA nB nD

TreABD
Tre ABnD

Tre ADNB
Tre AnB nD
Tre B nA nD

Tre DBnA
Tre DnAnB

Tre nAnB nD

e

CFD

MOM

SEC

CFD MOM SEC
Moy +ET  CV (%) MOy*ET CV (%) MoyzET CV (%)
CroABD 876+042 476 11.09+0.49 4,46 9.57+047 4,95
Cro ABnD 891+0.75 842 11.21+0.22 1,97 9.74+0.59 6,06
Cro ADnB 874019 223 10.75+0.18 1,7 9.31+0.64 6,84
CroDBnA 86+0.3 344 11.06+057 512 87:035 4,02
Cro AnB nD 895+0.21 2,38 11.4+022 1,9 9.47+046 4,86
Cro B nA nD 8.03+0.04 05 981+018 187 7.74x0.19 247
CroDnAnB 9.26+0.76 824 10.88+08 7,36 9.79+0.74 7,51
Cro nAnB nD 8.98+0.64 7,17 11.27+0.16 139 9.6+0.6 6,3
SoiABD 9.03+0.06 0,68 104+0.07 0,67 9.74+072 7,41
Soi ABnD 88+022 252 995+048 4,83 9.38:0.84 9,01
Soi ADnB 9.08+0.08 0,92 1044+0.13 1,29 9.18+0.46 504
Soi D B nA 9.01+0 0,02 10.65+0.41 3,84 9.47+0.73 7,69
Soi A nB nD 877+0.29 331 953+037 3,87 9.35:033 3,56
Soi B nA nD 9.01+0.07 0,77 101+044 433 9.55+0.37 3,93
Soi D nA nB 8.68+0.27 3,16 10.23+0.88 8,61 9.23+0.76 8,27
Soi nA nB nD 841+0.01 0,13 10.04+0.56 558 9.3+0.74 7,99
Tre ABD 1025+0.79 7,74 11.24+0.02 0,19 10.73+0.18 1,71
Tre ABnD 10.17 £0.34 3,37 10.08+0.28 2,82 10.15+051 5,05
Tre AD nB 10.18+0.66 6,49 10.18+0.09 0,86 9.74+0.39 3,99
Tre D B nA 10.65+0.32 3,01 11.14+0.28 248 9.85+0.15 1,51
Tre AnB nD 1026 £0.24 2,32 11.33+0.14 1,25 10.3+0.7 6,8
Tre B nAnD 0.84+049 4,99 10.83+0.86 7,94 9.64+0.34 3,52
Tre D nA nB 10.22+0.04 0,42 11.01+0.04 035 9.68+0.68 7,01
Tre nA nB nD 10+£0.08 0,77 10.66+0.02 0,15 9.67+0.17 1,75
Method: 95.0 percent LSD
VAR Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups
CroBnAnD 6 8.52303 0.199112 X
SoiAnBnD 6 9.21307 0.199112 X
SoinAnBnD 6 9.24837 0.199112 XX
SoiABnD 6 9.3768 0.199112 XX
SoiDnAnB 6 9.37859 0.199112 XX
CroDBnA 6 9.45298 0.199112 XXX
SoiBnAnD 6 9.55194 0.199112 XXXX
SoiADNB 6 9.56877 0.199112 XXXX
CroADnB 6 9.58665 0.199112 XXXXX
SoiDBnA 6 9.70815 0.199112 XXXXX
SoiABD 6 9.7223 0.199112 XXXXX
CroABD 6 9.80425 0.199112 XXXXX
CroAnBnD 6 9.93914 0.199112 XXXX
CronAnBnD 6 9.95062 0.199112 XXXX
CroABnD 6 9.95405 0.199112 XXXX
CroDnAnB 6 9.97694 0.199112 XXXX
TreADNB 6 10.0313 0.199112 XXXX
TreBnAnD 6 10.1033 0.199112 XXXXX
TrenAnBnD 6 10.1099 0.199112 XXXXX
TreABnD 6 10.1329 0.199112 XXXX
TreDnAnB 6 10.3019 0.199112 XXXX
TreDBnA 6 10.5457 0.199112 XXX
TreAnBnD 6 10.6278 0.199112 XX
TreABD 6 10.7396 0.199112 X
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ANNEXES — Rendement en glucose des lignées isogésigyaxy de la variété Trémie en kg/ha

TreABD

Tre ABnD

Tre ADNB

reénB nD

re@nA nD

Tre DB nA

re DnAnB

2nAnB nD

CFD

MOM

SEC

CFD MOM SEC
Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%)

Tre ABD 7368.6 + 507.7 6,89 8233.06 * 204.66 2,49 7859.38 £ 177.47 2,26
Tre ABnND 7252.08 + 239.3 33 7216.79 + 314.51 4,36 7431.01 £344.99 4,64
TreADnB  7168.87 +513.06 7,16 7444.47 + 253.84 3,41 7058.83 £227.23 3,22
TreDBnA  7529.18 +186.57 2,48 8010.81 + 87.63 1,09 7191.96 £253.95 3,53
TreAnBnD  7180.27 +232.59 3,24 8088.37 + 32.26 0,4 7166.2+359.32 5,01
TreBnAnD  7012.36 +383.84 547 7778.29 + 696.44 8,95 6939.24 +244.16 3,52
TreDnAnB  7324.09 +88.58 1,21 8132.66 + 171.41 2,11 6997.35 +397.64 5,68
TrenAnBnD  6877.5+17.12 0,25 7583.81 + 61.59 0,81 6996.37 +150.07 2,14

Method: 95.0 percent LSD

VAR Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups

TrenAnBnD 6 7152.56 130.608 X

TreADnNB 6 7224.06 130.608 XX

TreBnAnD 6 7243.3 130.608 XX

TreABnD 6 7299.96 130.608 XX

TreAnBnD 6 7478.28 130.608 XXX

TreDnAnB 6 7484.7 130.608 XXX

TreDBnA 6 7577.32 130.608 XX

TreABD 6 7820.35 130.608 X
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ANNEXES — Rendement en éthanol des lignées isogérigiaxy de la variété Trémie en L/ha

5200 F =
5000 + -
4800 -
4600 .
4400 & -
a 2 2 2 2 < 2 2
< 2 © @ < @ g o
g : VAR & o ¢
= = L 2 = 2 ° CFD MOM SEC
Moy +ET CV (%) Moy +ET CV (%) Moy *ET CV (%)
5200 T 7] TreABD 4705.63 + 296.09 6,29 5253.31 £ 112.08 2,13 497054 +111.75 2,25
L J Tre ABnD 4614.86 £ 121.9 2,64 4571.16 + 262.61 5,74 4703.09 £214.26 4,56
L 1 Tre ADnB 4613.33 £ 310.5 6,73 4754.51 +189.33 3,98 4503.96 £102.26 2,27
5000 - Tre DBnA 4867.44 £ 60.19 1,24 5176.17 £ 15.2 0,29 4522.43£211.62 4,68
3 1 TreAnBnD  4616.21 + 196.07 4,25 5245.98 + 62.9 1,2 4611.18 £253.37 5,49
I 1 TreBnAnD  4466.04 +237.5 5,32 5043.64 + 447.87 8,88 4354.28 +90.79 2,09
4800 [ N TreDnAnB  4749.05 + 103.44 2,18 5193.72 +121.03 2,33 4408.48 +355.15 8,06
L ] Tre NnAnBnD  4442.62 +22.58 0,51 4853.62 + 94.36 1,94 4424.7+18157 4,1
4600 B I 7 Method: 95.0 percent LSD
L ] VAR Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups
4400 & - = TrenAnBnD 6 4573.65  94.0299 X
b 3 % TreBnAnD 6 4621.32 94.0299 XX
= TreADNB 6 4623.94 94.0299 XX
TreABnD 6 4629.7 94.0299 XX
5200 F - TreDnNAnB 6 4783.75 94.0299 XXX
L g TreAnBnD 6 4824.45 94.0299 XXX
I 1 TreDBnNA 6 4855.35 94.0299 XX
5000 [ ] TreABD 6 4976.49 94.0299 X
4800 .
4600 |- -
4400 & -




Titre : Identification des critéres du grain de blé (Triticum aestivum L.) favorables a la
production de bioéthanol par I'étude d’'un ensemblede cultivars et par l'analyse
protéomique de lignées isogéniques waxy

Résumé :

Dans le but d’identifier des critéres de sélectiarblé {T. aestivuri.) destiné a la production
de bioéthanol, les objectifs de cette these étéigrde mettre en évidence les caractéristiques
physico-chimiques du grain associées aux rendeneenggucose et éthanol, et (2), d’étudier
par approche protéomique I'effet de variants géueét affectant la quantité d’amylose sur le
meétabolisme des sucres et de I'amidon.

L’analyse de trente variétés implantées dans uai endgtilocal pluriannuel a mis en évidence
limportance du taux de protéines, de la duretdeeta distribution des granules d’amidon sur
les rendements en glucose et éthanol. Dans unedreainesure, la composition allélique des
protéines de réserves et la viscosité des arabisosy ont également un effet lors de I'étape
de transformation de I'amidon en sucres fermenbéesi

Huit lignées isogéniques waxde trois variétés francaises ont été implantées danessai
multilocal. Les lignées dépourvues d’amylose omtdpit moins de glucose et d’éthanol que
les variétés normales. Les analyses protéomiquespdeéines de I'alboumen (albumines,
globulines et amphiphiles) ainsi que des protéass®ciées aux granules d’amidon des grains
matures des lignées isogéniques de la variété €rémti mis en évidence : (1) une relation
entre le volume spécifique des GBSS et la quandtaénylose et (2) une modification de
'expression d’enzymes impliquées dans le métalmdigles sucres et de I'amidon (Susy,
AGPase, fructose biphosphate aldolase) mais awsgirdtéines de stress et de défense
(serpines et HSP). Ces observations suggerent weloggpement du grain incomplet pour la
lignée dépourvue d’amylose.

Mots clés :Bioéthanol, amidon, waxy, protéomiquaijticum aestivum

Title : ldentification of grain wheat (Triticum aestivum L.) criteria associated with
bioethanol production in studying a set of cultivas and using proteomic analysis of
waxy isogenic lines

Summary :

To identify selection criteria for wheal .(aestivumL.) used for bioethanol production, our
objectives were (1) to identify the physicochemigahin characteristics associated with
glucose and ethanol yields and (2) using a prote@pproach, to study the impact on sugar
and starch metabolism of genetic variants thatiarfte the quantity of amylose.

The analysis of 30 wheat varieties grown in a 3-ymalti-local field trial underlined the
importance of protein content, grain hardness aaitls granule size distribution for glucose
and ethanol yields. A minor effect of the alleliongposition of the storage proteins and of
viscosity on the transformation of starch in fermadte sugars was also revealed.
Eightwaxyisogenic lines of three French varieties were grawa multi-local field trial. The
amylose-free lines produced less glucose and ethidwam normal varieties. Proteomic
analyses of endosperm proteins (albumins, globuéind amphiphilic proteins) and of
proteins associated with starch granules in magwaéns of isogenic lines of the Tremie
variety revealed: (1) a relation between the speaiblume of the GBSS and amylose
guantity and (2) a modification of the expressidrenzymes involved in starch and sugar
metabolism (Susy, AGPase, Fructose biphosphatdaskloand also in stress and defence
proteins (serpins and HSP). These observationsestiggcomplete grain development in the
line without amylose.
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