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INTRODUCTION GENERALE

La sécheresse est largement reconnue comme le premier facteur limitant la production
agricole mondiale (Turner, 1986a, Daie, 1988, Passioura, 1996). Globalement 35 % de la
superficie cultivable peut étre classée comme aride ou sub-aride et sur ce qui reste, 25%
des superficies au moins sont réguliérement soumises a des périodes de sécheresse
(Ruivenkamp et Richard, 1994). De plus, les zones touchées sont en progression car 1’un
des dangers majeurs et avéré de «1’effet de serre» est 1’élévation des températures qui
accroit les risques de sécheresse. La bonne gestion de la ressource en eau est donc une
nécessité économique et €cologique (Boyer, 1996). En Afrique, ou la culture pluviale est
trés largement majoritaire, la sécheresse est une contrainte permanente de la production
agricole (Ceccarelli et Grando, 1996). Depuis les changements climatiques intervenus au
début des années soixante-dix, le probleme se pose de maniére particuliérement aigué en
termes d’alimentation voire de survie des populations rurales des régions sub-sahariennes.
L’activité décrite dans cette thése concerne la sélection de I’arachide pour I'amélioration de
son adaptation a la sécheresse. Au Sénégal, cette espéce constitue la principale source de
revenus agricoles et concours largement a I’alimentation humaine et animale. Elle est
cultivée sur prés d’un million d’ha. Dans ce pays, la culture de 1’arachide est établie depuis
un siecle dans les zones les plus séches (zones sahélienne et soudano-sahélienne) qui sont
aussi les plus touchées par les changements climatiques récents qui ont abouti & une
spectaculaire « avancée du désert ». Au niveau de ces aires de culture aucune autre espéce
agricole, pas méme le mil ni, a fortiori, le sorgho, n’est en mesure de générer une quantité
de maticre séche a I’hectare aussi importante. La parfaite adéquation de la plante aux sols
trés sableux de cette région, l’intégration naturelle de cette légumineuse dans une
alimentation basée sur les céréales, de méme que dans la rotation culturale et ses

utilisations trés variées sont les atouts majeurs de cette culture dans les pays sahéliens.
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L’approche scientifique la mieux a méme d’accroitre l'adaptation des plantes a la
sécheresse n’est pas clairement définie au niveau de la recherche agronomique. Les choix
méthodologiques des chercheurs dépendent beaucoup du contexte socio-culturel dans
lequel ils évoluent (Ruivenkamp et Richard, 1994). On peut, par exemple, se situer au
niveau de ’amélioration d’un systéme de culture ou bien au niveau de la transformation
moléculaire de la plante, deux options trés différentes du point de vue des contextes
agricoles et technologiques nécessaires a la réalisation des objectifs. Cependant, si la
demande sociale est forte, comme en Afrique ou en Australie, on choisi le plus souvent
d’améliorer une espéce particuliére car le transfert de la technologie —la semence améliorée
d’une espece connue et déja utilisée — sera rapide et efficace. Un certain nombre de points
font néanmoins I’objet d’un consensus scientifique. Le raccourcissement des cycles de
culture pour les adapter a la longueur de la saison des pluies, méthode classique trés
utilisée par les sélectionneurs est, aujourd’hui encore, probablement la méthode la plus
efficace pour améliorer les rendements (Blum, 1996; Fukai et al., 1999 ; Turner et al.,
2001). Par ailleurs, les sélections pour le seul rendement (ou ses composantes) en
conditions de déficit hydrique sont toujours largement pratiquées mais ont montré leurs
limites (Tumer et al., 2001). Cependant le rendement et ses composantes sont fortement
influencés par les facteurs environnementaux (Williams, 1992 ; Blum, 1988). En outre,
plus les facteurs d’alimentation hydrique et de fertilit¢ des sols sont limitants plus la
variabilité spatiale et interannuelle des réponses variétales est forte car, dans ces
conditions, la variance génétique et 1’héritabilité des caractéres li€s au rendement sont
encore plus faibles que dans un environnement favorable (Monneveux, 1995). Cette forte
variabilit¢ des réponses entraine des interactions génotype X environnement trés

importantes en milieu sec (Fukai, 1995) qui grévent les résultats de sélection.

En ce qui concemne les approches basées sur la physiologie, d’autres limitations sont
constatées. Les caractéres physiologiques sont rarement étudiés sur le plan de leur
signification fonctionnelle dans 1'élaboration du rendement (Passioura, 1982). On a observé
par ailleurs, que les traits qui contrdlent le développement de la plante et de la culture,
essentiels pour assurer un bon rendement sous contrainte hydrique, sont rarement liés au
statut hydrique des plantes (Passioura, 1996). Les études purement physiologiques qui ne
mettent en oeuvre qu’un ou deux génotypes sont bien souvent impuissantes a aider le

sélectionneur car elles ignorent la variabilité génétique du caractére étudié. Les études
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conduites au champ dans un environnement mal contr6lé distinguent rarement les
caractéres intrinséques (constitutifs) des caracteéres adaptatifs (induits par le stress) mais
celles qui sont conduites en laboratoire ignorent la plasticité des réponses phénotypes qui
est essentielle dans I’adaptation. Si une gamme de variétés est étudiée, les informations
utilisables en sélection seront plus nombreuses mais bien souvent les méthodologies de
criblage seront complexes et donc difficiles a utiliser sur un grand nombre de génotypes
(Richards, 1996 ; Tumner ef al., 2001). Dans le cas ou la physiologie se pratique au niveau
moléculaire, on cherche en général a identifier un géne dont le rdle serait essentiel dans la
"résistance" a la sécheresse. Si, contrairement au principe émis par Passioura (1982), on
établit que la présence de ce caractére moléculaire (enzyme-clé) est 1i€ a un bon rendement
en conditions séches alors 1’apport pour la sélection sera fondamental. Malheureusement
aucune application concréte en agriculture n’étaye cette hypothése. En effet, de la méme
maniére qu’il n’existe pas un géne unique responsable du rendement, il est probable qu’il
n’y ait pas de contrdle génétique simple de ce méme rendement en conditions de déficit
hydrique (Blum, 1996). Depuis une décennie environ, 1’intégration pluridisciplinaire est
régulierement pronée mais reste difficile a réaliser car les ressources humaines et
techniques & réunir sont multiples. Par conséquent, la sélection pour 1’adaptation & la
sécheresse reste donc un défi pour le sélectionneur (Turner ef al., 2001 ; Ceccarelli et
Grando, 1996 ; Richards, 1996), car il lui faut généralement choisir parmi un grand nombre
de caractéres et de méthodes de mesure souvent lourdes ou inopérantes si on les considére

individuellement.

Les travaux réalisés dans le cadre de cette thése visent 1’amélioration du rendement des
variétés d’arachide en zone aride. La thése présente les résultats saillants des recherches
réalisées a I'ISRA (Institut Sénégalais de Recherche Agricole) au CERAAS (Centre
d’Etude Régional pour I’Amélioration de I’Adaptation a la Sécheresse) et au laboratoire
d’écophysiologie moléculaire de I’université Paris 12 (UMR 137 BIOSOL). Les travaux
sont soutenus par I’UE (Union Européenne) et ont été réalisés dans le cadre du quatriéme

et du cinquiéme Programme Cadre de Recherche et Développement de la DG12.

Au Sénégal, la sélection de I’arachide pour les régions situées en zone sahélienne est basée
depuis plusieurs années sur une démarche pluridisciplinaire intégrant 1’agro-météorologie
et la physiologie. Les travaux réalisés pour 1’amélioration génétique de l'adaptation a la

sécheresse ont abouti a la création le lignées et de populations adaptées a cet écosystéme.
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L’approche développée dans ce travail est dite heuristique c’est a dire fondée sur
I’enrichissement progressif d’un modéle a partir de résultats expérimentaux nouveaux dans
un processus ouvert et continu. La complexité des mécanismes en jeu dans 1’adaptation a la
sécheresse et les progrés constants dans les disciplines sollicitées par la thématique de la
sécheresse justifie cette approche. Les travaux décrits correspondent par conséquent, a une
approche transversale de la sélection variétale. Le concept testé est qu’une intégration des
connaissances conduite sur la base de programmes d’amélioration variétale, permettra a la
fois d’améliorer les méthodes de sélection et de créer des génotypes répondant a une
demande de développement. Ainsi, la forte demande sociale en variétés d’arachide
améliorées dans les pays du Sahel a orienté la recherche agronomique vers I’obtention de
nouveaux cultivars. Des génotypes adaptés a ’environnement ciblé ont été créés. A travers
une description précise sur les plans génétique, agronomique et physiologique et, dans une
certaine mesure, moléculaire, ces matériels génétiques ont été mis a profit dans ce travail

pour réaliser une analyse méthodologique fondée sur des questions de sélection.

Le mémoire de thése sera présenté sous forme de 5 articles publi€s ou originaux. Un bilan
des connaissances précedera I’exposé des articles et le travail sera conclu par la proposition
d’un modéle méthodologique. Le premier chapitre synthétise les connaissances sur cette
légumineuse tropicale trés originale, I’adaptation des légumineuses au déficit hydrique, les
mécanismes moléculaires de la réponse au stress et les biotechnologies disponibles sur
cette espéce. Cet exposé préliminaire vise présenter et a analyser la problématique de
sélection pour l’adaptation agronomique a la sécheresse. La partie expérimentale est
structurée en 5 chapitres :

— une étude génétique des caractéres agronomiques conduite dans le cadre

d’un programme de sélection récurrente (chapitre 2),

—  I’identification de traits associés & la variation de production au champ en
conditions de déficit hydrique de fin de cycle (chapitre 3),
—  I’analyse agronomique et physiologique de la variabilité génétique dans

deux séries de lignées précoces génétiquement proches (chapitre 4),

— la recherche de caractéres physiologiques pertinents pour la sélection en

conditions de stress précoce en serre (chapitre 5),
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—  ’analyse moléculaire de transcrits impliqués dans la tolérance membranaire
a la dessiccation (chapitre 6). '
Le dernier chapitre de la thése (chapitre 7) est consacré a un bilan des résultats obtenus et
aux perspectives de ce travail. Le but est de proposer une stratégie de sélection a travers
I’évaluation de l'efficacité de criteres a différents niveaux d’intégration (agronomique,

physiologiques et moléculaire) pour l'assistance a la sélection.
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CHAPITRE 1

ETAT DES CONNAISSANCES

Chapitre 1. Etat des connaissances



Planche I. 1)Désherbage mécanique d’un champ paysan, 2) Essai d’arachide en milieu
paysan, 3) Effet de la sécheresse sur une arachide dgée de 40 jours (Photos Clavel)

1)

2)

3)




Dans la premiére partie de ce chapitre, I’espéce sera décrite dans ses particularités
botaniques, €économiques et alimentaires notamment en Afrique. La description des
facteurs d’adaptation des légumineuses & la sécheresse sera présentée dans la 2° partie. Ils
seront analysés en fonction de leur utilisation potentielle comme critéres de sélection pour
améliorer le rendement en condition de sécheresse. Bien que ce chapitre mette I’accent sur
les éléments concernant ’arachide et les légumineuses, le bilan des connaissances proposé
ne se bornera pas a ces seules catégories botaniques notamment dans le cas des résultats
récemment obtenus sur les mécanismes moléculaires supposés plus généraux (3° partie). La
4° partie de ce premier chapitre fournira une synthése assez compléte des recherches

récentes ou actuelles en biotechnologies sur 1’arachide.

1.1. Présentation de I’espéce

1.1.1. Rdle économique dans le Monde et en Afrique

L'arachide est cultivée sur prés de 25 millions d’hectares, dans 1’ensemble de la zone
tropicale mais aussi en zone tempérée, jusqu'a 40° de latitude nord, aux Etats-Unis et en
Chine. Sa remarquable plasticité face aux températures et aux besoins en eau explique
I’extension de sa culture dans ces zones marginales, ou les €tés chauds lui permettent

d'achever son cycle (Schilling, 1996).

La production mondiale d’arachides en coques est estimée a 34 millions de tonnes en 2002
(FAO, 2002). L’Asie fournit a elle seule plus de 70 % de cette production, avec une forte
concentration en Chine (15 millions de tonnes) et en Inde (5 millions de tonnes) ou la
culture est en forte progression. L’Amérique du Nord fournit 5 % de la production
mondiale et I’ Amérique du Sud, 3 %. Le Sénégal avec une production pouvant atteindre de
1 million de tonnes, est le deuxiéme producteur africain derriére le Nigéria premier

producteur africain (FAO, 2003).

Le rendement en gousses a 1’hectare est trés variable selon les conditions de culture. Il peut
atteindre 5 tonnes sous irrigation, mais dépasse rarement 1 tonne en culture pluviale dans
les pays soudano-sahéliens du fait de la sécheresse et des faibles conditions

d’intensification des cultures (Planche I).

Chapitre 1. Etat des connaissances
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Le commerce international des produits arachidiers porte principalethent sur les arachides
de confiserie et de bouche (graines triées, salées, grillées) : 1,1 million de tonnes de graines
décortiquées sont exportées, contre 268 000 tonnes pour I’huile (FAO, 2002). Le
commerce du tourteau d’arachide utilisé en alimentation animale concerne un volume de
319 000 tonnes dont plus de 40% exporté par le Sénégal en 2001 (FAO, 2002). Dans le
secteur de I’exportation de I’huile et du tourteau, le Sénégal, malgré un net recul ces
derniéres années dii a des fluctuations trés importantes dans la production, joue encore un
rdle de premier ordre avec des niveaux d’exportation souvent supérieurs a 1/3 du marché
mondial (43 % en 2001 selon la FAO). Cependant depuis le début des années 90, ce
marché subit la concurrence des huiles de tournesol et de soja. Dans les pays producteurs a
fort pouvoir d’achat, notamment aux Etats-Unis, I’huile est, en revanche, considérée
comme une denrée secondaire par rapport aux multiples produits élaborés a forte valeur
ajoutée obtenus par le traitement industriel de la graine : beurre, pate, confiseries et enrobés

divers.

1.1.2. Utilisations alimentaires

L’arachide est un oléoprotéagineux se prétant & de nombreuses utilisations alimentaires. Sa
graine, a la fois riche en huile (50%) et en protéines (25%), fait 1’objet d’emplois trés
diversifiés notamment en Afrique. Les populations de la zone soudano-sahélienne la
coﬁsomment sous forme de légume, de sauce ou d’huile artisanale. L huile d’arachide fait
également ’objet d’une extraction industrielle (par solvant) ou artisanale (par pression)
pour la consommation locale ou l’exportation. Elle est appréciée pour ses qualités
nutritionnelles, sa stabilité et son bon comportement a la chaleur. Le tourteau, sous-produit
de I’extraction de I’huile, est un aliment du bétail a haute valeur nutritionnelle (50% de
protéines). Les fanes d’arachide constitue un fourrage riche en matiére azotée digestible et
de bonne valeur alimentaire (0,47 unité fourragére, en moyenne). Elles sont utilisées pour
I’alimentation du bétail dans les régions tropicales et subtropicales, ou leur valeur
marchande peut avoisiner celle de I’arachide en coque a certaines périodes de ’année. La
coque vide, résultant du traitement des gousses, est un sous-produit non négligeable. Elle
sert de combustible dans les chaudiéres qui alimentent de nombreuses huileries. A coté
d’applications chimiques (furfural) et physiques (panneaux de particules), elle a fait 1’objet
d’essais de gazéification avec la production annexe de charbon de coque et d'engrais

(Schilling, 1996).
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1.1.3. Origine

Le centre d’origine du genre Arachis se situe trés probablement dans la région centre-sud
du Brésil (Gregory et al., 1980). L'espece cultivée, A. hypogaea L., serait originaire d’une
région située aux confins de la Bolivie, de I’ Argentine et du Paraguay, ou I’espece sauvage
A. monticola, considérée comme son ancétre probable, se trouve bien représentée. A.
monticola est tétraploide comme ’espéce cultivée et se croise d'ailleurs spontanément avec
elle. L'arachide cultivée présente également des affinités avec des espéces annuelles mais
diploides, comme A. batizocoi et A. duranensis, qui pourraient étre ses ancétres diploides
immédiats. A partir de son centre d’origine, I’arachide aurait gagné 1'ensemble du continent
sud-américain, ou on reconnait actuellement six centres de diversification secondaires et

tertiaires (Krapovickas, 1969; Gregory et Gregory, 1976).

L'arachide aurait été domestiquée il y a plus de 3 500 ans. Au XVI° siécle, les Portugais
’ont introduite, a partir du Brésil, en Afrique, en Inde et en Extréme-Orient. Les Espagnols
ont ensuite importée I’espece, & partir de la cote ouest de 'Amérique du Sud, dans le
Pacifique ouest, en Indonésie et en Chine. L'arachide a ensuite gagné I'Afrique de I'Est, a
partir de 1'Asie. Vers le milieu du XVI° siécle, elle est parvenue en Amérique du Nord et
dans les autres régions du monde. La convergence, en Afrique, de matériels provenant du
Brésil, d'une part, des Philippines, de I'Inde et de la Chine, d'autre part, fait de ce continent
un centre tertiaire de diversification original mais trés récent par rapport a la période de

domestication initiale.

1.1.4. Classification botanique

L’arachide cultivée, Arachis hypogaea L., est une légumineuse annuelle herbacée a
fructification souterraine, de la famille des fabacées. Ce comportement géocarpique trés
particulier est caractéristique du genre Arachis. L’arachide cultivée est un allotétraploide (2
n = 4x = 40), hybride interspécifique, stabilisé par un doublement des chromosomes, entre
deux parents sauvages non identifiés (Krapovickas et Rigoni, 1957).

Au sein du genre Arachis, ’arachide cuitivée se classe dans la section Arachis (série
Amphiploides), qui se caractérise par I’absence de rhizome et la présence de rares racines
adventives. La grande majorité des espéces sauvages apparentée a 1’arachide cultivée est

diploide. Au sein de I’espéce cultivée tétraploide, on reconnait deux sous-especes : A.
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(d’apres Singh et Simpson, 1994 et Herselman, 2003)

Tableau 1. Classification botanique de 1’arachide cultivée (4Arachis hypogaea L.) tétraploide

Variété Type ) )

Sous-espece Ramification Port
botanique commercial

Hypogaea hypogaea Virginia alternée rampant a érigé
hirsuta Peruvian alternée rampant

Runner

Fastigiata fastigiata Valencia séquentielle érigée
vulgaris Spanish séquentielle érigée
aequatoriana -

peruviana




Figure 1. Un plant d’arachide en début Figure 2. Emission des gynophores dans le sol
de floraison (30° jour) (Photo Clavel) a partir de fleurs fécondées (Photo Clavel)

Figure 3. Représentation schématique d’un rameau de Arachis hypogaea L. 1) Rameau
secondaire fructifére (portant une inflorescence, une fleur, un gynophore et un fruit) et un
rameau végétatif — 2) Inflorescence — 3) Fruit (gousse bigraines) — 4) graines



hypogaea subsp. hypogaea et A. hypogaea subsp. fastigiata, chacune étant subdivisée en
variétés botaniques, hypogaea et hirsuta, pour la premilre, fastigiata, vulgaris,
aequatoriana et peruviana, pour la seconde (Tableau I). A noter que la majorité des
cultivars modernes dérivent seulement de 2 variétés botaniques, Aypogaea (Virginia) et

vulgaris (Spanish).

1.1.5. Mode de reproduction de I’espéce cultivée

L’arachide est une plante fortement autogame. Les fleurs sont de couleur jaune a jaune
orangé de type papilionacé-cléistogames (Figure 1). Cependant le taux d’allogamie de
’arachide n’est pas nul et peut varier de 0,2 a 6,6 % selon les types botaniques, les variétés,
les localités et les insectes pollinisateurs présents (Leuck et Hammons, 1965). Aprés la
fécondation, la base de I’ovaire s’allonge a travers les pieces florales pour donner naissance
a un prolongement a structure de tige, le gynophore, qui pointe vers le sol et contient les
ovules fécondés a son extrémité (Figure 2). Le gynophore s’enterre verticalement tandis
que le fruit ou gousse en formation prend une position horizontale entre 2 et 7 centimeétres

sous la surface du sol (Figure 3).

Une plante peut émettre de 600 a 1 000 fleurs selon son cycle, mais la proportion de fleurs
produisant des gynophores et des fruits est réduite, de 1’ordre du dixiéme, et variable dans
le temps. En effet, les fleurs écloses tardivement ne disposent plus du temps suffisant pour
donner des fruits mirs. On distingue ainsi une période de floraison utile, trés bréve en

régions sub-sahélienne, au-dela de laquelle les produits formés n’arrivent pas a maturité.

1.1.6. Stades de développement

L’arachide est une plante annuelle dont le cycle de développement varie de 90 a 125 jours
en région tropicale. Trois grandes phases de développement peuvent étre distinguées Boote
(1982):

— Germination - début floraison

— Floraison - fructification

— Fructification - maturation
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1.1.6.1. Germination—début floraison

La durée de cette phase est une caractéristique variétale. En climat tropical, elle est en
moyenne de 20 a 35 jours, plus courte pour les variétés de type Spanish que pour les
variétés tardives du groupe Virginia.

La germination débute dés que le taux d’imbibition de la graine atteint 35 a 45 %. La
radicule apparait trés vite (24 a 48 heures), se développe rapidement (10 a 20 mm/j) et
n’émet de racines latérales qu’aprés 3 ou 4 jours. A ce moment, I’hypocotyle devient
visible, la croissance de ce dernier pousse les cotylédons vers la surface ou ils s’étalent et
laissent sortir la tige principale. Jusqu'a ’apparition des premicres fleurs, la croissance
végétative, mesurée par la longueur des rameaux, le nombre de feuilles ou le poids sec, est

restreinte par rapport a celle du reste du cycle.

1.1.6.2. Floraison—fructification

Dés D’apparition des premiéres fleurs, le développement végétatif s’accélere (Caron et
Granés, 1993). Pour les variétés hatives le nombre de fleurs émises passe par un maximum
entre le 25° et le 35° jour aprés semis et décroit ensuite réguliérement. La quantité de fleurs
produites est sujette & de nombreuses variations. Une plante peut émettre de 600 a 1000
fleurs selon son cycle (Clavel et Gautreau, 2001). Pour une variété¢ de type Spanish, un
nombre de 200 a 300 fleurs est couramment atteint, le maximum se situant au environ de
600 par plante (Gillier et Sylvestre, 1969). Le taux d’utilisation des fleurs (transformation
en graines) est faible, 10 a 20 % en moyenne, mais les fleurs formées les 2 ou 3 premiéres
semaines, ont un fort taux d’utilisation (environ 60%). La fécondation et le développement
du fruit limitent la floraison. Une semaine apres fécondation, I’ovaire s’allonge et forme le

gynophore qui pénétre dans le sol une dizaine de jours plus tard.

1.1.6.3. Fructification—Maturation

Cette phase dure environ entre 30 a 40 jours pour les variétés hatives et entre 50 a 60 jours
pour les variétés tardives. Elle comporte deux étapes : d’abord la coque se développe avec
une €volution trés faible de la taille de la graine puis cette graine commence a se
développer par un fort accroissement de la pellicule et finalement de 1’amande. Le poids
frais de la coque atteint son maximum 2 a 3 semaines apres la pénétration du gynophore
dans le sol et la quantité de matiére séche accumulée est maximale & la 6° semaine pour les

Spanish et a la 10° pour les Virginia.
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1.1.7. Diversité génétique de 1’arachide

La floraison et la croissance de I’arachide sont indéterminées et sa distribution
géographique importante. La plasticité et la diversité morphologique de 1’arachide sont, par
conséquent, trés fortes. Le port de la plante peut étre érigé ou rampant, avec tous les stades
intermédiaires. On distingue plusieurs types variétaux, principalement sur la base de leur
systéme de ramification notamment de la fréquence des ramifications d’ordre élevé et de la
disposition relative des rameaux végétatifs et des rameaux reproducteurs (Gillier et
Silvestre, 1969). Bunting (1955) a ainsi défini deux groupes : I’un & ramification alternée
I’autre & ramification séquentielle (Tableau I). Dans le type alterné, on observe des
successions de 2 rameaux végétatifs et de 2 rameaux reproducteurs. Le port peut étre
rampant ou €rigé mais, dans ce dernier cas, la ramification plus abondante donne un aspect
buissonnant a la plante. C’est le groupe des Virginia, caractérisé par un cycle plus long
(120 a 150 jours). Dans le type séquentiel, les inflorescences apparaissent a plusieurs
noeuds successifs des ramifications. Les arachides de ce type sont toujours érigées,
généralement peu ramifiées (4 a 5 rameaux d’ordre 1) et de cycle court (80 & 100 jours).
Elles appartiennent au groupe « commercial » des Valencia et des Spanish. Ces différents
types de cultivars (variétés commercialisées) — Virginia, Spanish et Valencia —
s’inscrivent aisément dans la classification botanique de I’espéce mais ils excluent une
partie de la variabilité des Fastigiata représenté par les variétés botaniques aequatoriana et

peruviana (Tableau I).

La question des liaisons entre la diversit¢ morphologique de 1’arachide et sa diversité
moléculaire n’est pas résolue et I’absence de résultats concluants en matiére de marquage
moléculaire pose probléme pour une espéce de cette importance. L’arachide cultivée
apparait, en effet, encore récalcitrante aux techniques de marquage de I’ADN (Stalker et
al., 1997 ; Bhawat et al., 2001 ; Herselman 2003) et la cartographie moléculaire reste
embryonnaire sur cette espece (Bertioli ef al., 2003). La diversification variétale initiale est
pourtant considérable tant en Amérique du Sud (Krapovickas, 1969 ; Gregory et Gregory,
1976) et aussi dans les premiers foyers d’introduction en Asie, ou subsiste probablement
une forte variabilité exploitable. Elle est cependant menacée par la modernisation de
I’agriculture et I’expansion des variétés améliorées (Singh et Simpson, 1994). Les
premiers marqueurs, tels que les isoenzymes (Grieshammer et Wynne, 1990) et les RFLP

(Kochert et al, 1991) n'ont permis de ne révéler qu'une diversité limitée en liaison
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toutefois avec la classification botanique. Il semble que les marqueurs AFLP,
microsatellites ou I’association des deux donnent les meilleurs résultats en termes de
diversité (He et al., 1997 ; Hopkins ef al., 1999 ; Subramanian et al., 2001 ; Herselman,
2003 ; Fergusson et al., 2004). Cependant cette faible variabilité moléculaire est contredite
par I’observation d’une grande diversité morphologique a I’intérieur de 1’espéce cultivée
(Upadhyaya, 2003a ; Upadhyaya et al., 2003b) dont seule une petite part de la variabilité
contenue dans le germplasm disponible a été exploitée par la sélection moderne (Isleib et
Wynne, 1992; Swamy et al., 2003). A cet égard, le fait que la quasi-totalité des cultivars
actuels dérivent seulement des deux variétés botaniques, Aypogaea (Virginia) et vulgaris
(Spanish) doit étre souligné car et c’est sans doute dans les méthodes et I’histoire de la
sélection moderne que se trouve une grande partie des raisons expliquant la faible diversité

moléculaire constatée jusqu’ici.

Les programmes d’élargissement de la base génétique des cultivars notamment au moyen
de la sélection de population (Isleib, 1994) sont rares. La sous-utilisation des ressources
génétiques de I’arachide par les sélectionneurs s’explique par le fait que les espéces
sauvages du genre Arachis (Arachis spp.) en général diploides ne sont pas directement
compatibles en croisement avec 4. hypogaea L. et par la difficulté des interfécondations
artificielles sur I’arachide. Une population de ce type a été cependant développée au
Sénégal par sélection récurrente (Khalfaoui, 1990a ; Clavel et Annerose, 1997). L’objectif
de ce programme était d’élargir la base génétique afin de rassembler des alléles favorables
a la résistance a la sécheresse. Par ailleurs, certains programmes du Brésil, centre d’origine
de I’espece, et des USA ont développé des amphiploides synthétiques d’arachides
sauvages, natives du Brésil et de Bolivie, et des hydrides entre des especes sauvages et
I’arachide cultivée dans le méme objectif (Dos Santos et al., 2003). Du fait de leur richesse
potentielle en génes de résistance, ces espéces sauvages de ’arachide font actuellement
I’objet d’une grande attention et notamment d’analyse de diversité moléculaires a 1’aide de

marqueurs RAPD, (Bertioli ef al., 2003 ; Nobilé et al., 2004).

1.2. Adaptation des Iégumineuses au déficit hydrique

Dans ce chapitre, il sera fait une revue des caractéres utilisables pour améliorer l'efficacité
de la sélection pour l'adaptation a la sécheresse suivant deux approches. La premiére

approche correspond au cadre d'étude décrit par Kramer (1980) puis Turner (1986b, 2000)
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sous l'appellation de «Drought Resistance Framework». Elle identifie classiquement trois
grands types de mécanismes : l'esquive («drought escapey), l'évitement («avoidance» ou
«dehydratation postponement ») et la tolérance («dehydratation tolerance»). Chacun des
grands mécanismes décrits dans cette classification est sous la dépendance d’un certain
nombre de caractéres plus ou moins complexes et plus ou moins faciles a identifier.
L’intérét, pour la sélection variétale, d’une recherche cognitive sur les réponses des plantes
au niveau des organes, des cellules et des molécules est incontestable (Baker, 1989).
Cependant I’amélioration individuelle des caractéres associés a ’adaptation ne conduit pas
touyjours a des rendements augmentés en conditions de déficit hydrique (Ludlow et
Muchow, 1990 ; Turner et al., 2001).
La sélection, pour étre efficace doit s’opérer en priorité sur les caractéres dont la « valeur »
(pour I’élaboration du rendement) est forte relativement a d’autres caractéres de résistance
(Blum, 1996). C’est la base de la deuxiéme approche appelée «Yield Component
Framework ». L'indice de récolte et les caracteres affectant ’efficience l'utilisation de I'eau
par la plante (Passioura, 1977 ; Fisher, 1981 ; Turner, 2000) ont ét¢ identifi€és comme les
facteurs principaux d’un modele d’élaboration du rendement en condition de déficit
hydrique. Le «Yield Component Framework » décompose le rendement en composantes
physiologiques théoriquement indépendantes, chacune intégrant des processus complexes.
Ce modele est élaboré a partir de la relation générale suivante entre le rendement et ses
composantes :
Y =TDM x HI (1
ou TDM représente la mati¢re séche totale (en général il s’agit des feuilles, tiges et graines
car les racines sont rarement mesurées) et HI, I’indice de récolte.
A partir de I’équation (1), une équation conceptuelle a été proposée par Passioura en 1977 :
Y=WxWUExHI (2)
ou W représente la quantité d’eau evapotranspirée par la culture et WUE, I’efficience de
P’utilisation ou « Water Use Efficiency », en anglais, (en grammes de matiére séche
produite par gramme d’eau consommeée par la culture)
Considérant que la matiere séche était davantage conditionnée par I’eau transpirée que par
I’eau évaporée par le sol, Fisher (1981), propose une réécriture de 1’équation (2) comme
suit :

Y=TxTExHI 3)
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Tableau II. Les principaux caractéres impliqués dans les trois grands mécanismes du
« drought-resistance-framework », leur utilité et leur facilité¢ d’utilisation pour la sélection

(d’aprés Turner et al., 2001)

Mécanisme Utilité Facilité de sélection
Esquive
Phénologie Trés haute Facile
Plasticité de développement Haute Facile
Evitement de la déshydratation
Contrdle stomatique Haute Difficile
ABA Discutable Difficile
Ajustement osmotique Fonction des espéces  Difficile
Développement racinaire Haute Tres difficile
Tolérance a la déshydratation
Stabilité membranaire e Fa}cﬂe.
Potentiel hydrique 15tal RCHE sl
Discutable Facile

Proline




ou T est la transpiration et TE, son efficience (en quantité de matiere séche produite par
unité d’eau transpirée).

Ainsi, un certain nombre de travaux, réalisés principalement sur les céréales, (Turner et al.,
1982, 1997, 2001 ; Richard et al., 1993, 1996 ; Ludlow et Muchow, 1990 ; Blum et
al.,1988) ont exploré I’utilisation plus ou moins combinée de ces deux approches pour la
sélection. Ce chapitre analysera la pertinence des caractéres proposés comme critére de
sélection sur les légumineuses dans 1’objectif d’améliorer le rendement en conditions de
sécheresse. La présentation de cette analyse sera structurée selon le découpage proposé par

Turner (2001) en «Drought Resistance Framework» et « Yield Component Framework ».

1.2.1. Mécanismes de résistance et critéres de sélection

Ces mécanismes décrits dans le «Drought Resistance Framework» sont les mémes pour
toutes les espéces végétales. Cependant la variabilité génétique qu’ils présentent est
dépendante de ’espece. Or, la question de la variabilité génétique est centrale pour un
programme de sélection intraspécifique. Certains caractéres comme le développement
racinaire et la régulation stomatique ont une valeur adaptative universelle, d’autres comme
I’accumulation d’ABA ou de proline (Madhusudhan et al, 2002) paraissent présenter
moins d’intérét, d’autres encore comme 1’ajustement osmotique semblent varier beaucoup
moins chez les légumineuses que chez les céréales (Subbarao ef al., 1995). Les principaux
caractéres impliqués dans les trois grands mécanismes principaux de 1’adaptation a la
sécheresse, leur efficacité pour améliorer le rendement (« valeur») et leur facilité
d’utilisation pour la sélection des légumineuses sont résumés dans le tableau II. Les
principales observations expérimentales ayant conduit & cette synthése font 1’objet des

paragraphes qui suivent.

1.2.1.1. L'esquive

L'esquive permet a la plante de réduire ou d'annuler les effets de la contrainte hydrique par
une bonne adéquation de son cycle de culture a la longueur de la saison des pluies. La
variabilité génétique pour la longueur de cycle est généralement importante dans les plantes
et plus particuliérement chez les espéces a floraison indéterminée comme l'arachide. Le
rendement de nombreuses variétés a été amélioré grace au raccourcissement des longueurs

de cycle (précocité) et ceci chez pratiquement toutes les espéces cultivées annuelles
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(Turner et al., 2001), sur les légumineuses (Subbarao et al.,1995), comme sur les céréales
(Fukai et Cooper 1995 ; Fukai et al., 1999 ; Siddique et al., 1999).

Ce mécanisme est particulierement efficace dans les environnements avec déficits
hydriques fréquents en fin de cycle, schéma habituel dans les pays sahéliens. En effet, les
sécheresses intervenues dans les années soixante-dix et quatre-vingt dans le Sahel ont
entrainé un glissement des isohyétes vers le sud (Sikavumar, 1988, 1991 ; Khalfaoui,
1991a). La figure 4 en illustre les conséquences actuelles au Sénégal. L'arachide cultivée
dans ces régions est affectée par une sécheresse qui correspond habituellement & la phase
de remplissage des gousses (Annerose, 1988; Ndunguru et al., 1995). Or, sur cette espéce,
la réduction de rendement la plus importante a lieu lorsque la sécheresse intervient pendant
cette phase (Nageswara Rao et al., 1985). En outre, lorsque le stress intervient pendant le
remplissage des gousses, il affecte particuliérement certains processus physiologiques et
biochimiques conditionnant la qualit¢ de Il'arachide (Nautiyal et al., 1991). Le
développement de variétés d'arachide qui supportent mieux le déficit hydrique pendant la
phase finale du développement des gousses est donc un objectif de recherche important
pour ces zones (Khalfaoui 1991a ; Ndunguru et al., 1995). Pour le Sénégal, le calcul des
nouvelles longueurs de cycles souhaitables compte tenu de la nouvelle configuration
climatique (Figure 5) a précédé la mise en place d’une stratégie de s€lection basée sur la
réduction de la longueur de cycle, (Khalfaoui, 1991a). Ces sélections ont permis
d'améliorer trés significativement les rendements de l'arachide pour les régions touchées
par une réduction de la durée de I'hivernage (Clavel et Annerose 1997; Ndunguru ef al.,
.1995; Craufurd er al, 2000). Cependant les sélections de variétés a cycles courts ne
permettent pas toujours d'améliorer les rendements dans le cas ou le déficit hydrique a lieu
aussi en cours de cycle (Khalfaoui 1985). Par ailleurs, la réduction de la variabilité
entrainant une réduction de la plasticité phénologique, elle est considérée comme une
stratégie risquée dans le cas des légumineuses a floraison et & croissance déterminée
(Turner et al., 2001). Ainsi, on recherche aujourd’hui des variétés bien adaptées au niveau
phénologique mais capables également de mettre en ceuvre des mécanismes d’évitement et

de tolérance.

1.2.1.2. IL’évitement

Trois grands types de réponses permettent & la plante d’€viter ou, plus exactement, de

retarder la déshydratation de ses tissus (Tunmer ef al., 2001). Ce mécanisme est appelé
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évitement, en anglais « avoidance » ou parfois « dehydratation post-ponement ». Le
premier groupe de caractéres est lié a 1’efficacité de I’extraction de 1’eau du sol par les
racines. L’aptitude des racines & exploiter les réserves en eau du sol sous stress est une
réponse particuliérement efficace pour 1’élaboration a la production de graines (Passioura
et al., 1977). Le deuxiéme type de réponse est constitué par la régulation de I’ouverture-
fermeture des stomates conditionne les échanges entre CO, et HyO et par conséquent la
croissance et la productivité des cultures (Ludlow et Muchow, 1990 ; Turner et al., 1997).
Le troisi¢éme correspond a 1’ajustement osmotique que les plantes réalisent en réponse au
déficit hydrique (Turner, 1986b). Lorsque le potentiel hydrique foliaire décroit, le potentiel
de turgescence et la conductance stomatique sont maintenus grace a une accumulation
intracellulaire de solutés permis par ce mécanisme. La pertinence des caractéres
correspondant a ces réponses pour la sélection sera discutée pour chacun des trois formes

d’évitement définies.
La capacité d’extraction de l'eau par le systéme racinaire

Un systéme racinaire capable d’extraire 1’eau du sol est un trait essentiel pour la résistance
a la sécheresse. Cette caractéristique revét une importance particuliére sur les cultures qui
subissent régulierement des déficits hydriques de fin de cycle (Khalfaoui, 1990a ; Subbarao
et al., 1995). Son impact sur le rendement est particuli¢rement élevé car elle intervient
directement dans I’efficience de I’utilisation de I’eau en conditions de stress, un des trois
termes de 1’équation de Passioura (1977). La majorité des résultats reportés montre une
corrélation positive entre la profondeur d’enracinement et le rendement en grain
notamment sur 1’arachide (Ketring, 1984 ; Wright et al., 1991).

Cependant deux types de raisons limitent beaucoup 1’utilisation des critéres racinaires par
les sélectionneurs (Tumer et al., 2001). L’impraticabilité du criblage au champ pour cette
caractéristique sur une grande échelle et la difficulté de corréler des observations au champ
a celles qui sont faites en pots. L’absence d’une compréhension précise du role exact des
racines en conditions de ressources hydriques limitées (Passioura, 1994) est un autre
facteur limitant a la mise en place d’un systéme de criblage économe et efficace.

Quelques exceptions, notamment au Sénégal (Khalfaoui et Havard, 1993) ont été fourni
dans le cas trés spécifique des sol trés sableux et de texture homogeéne de la surface
jusqu’en profondeur, sur lesquels poussent les arachides dans cette région. Dans ce cas, en

effet, une bonne corrélation entre les mesures d’élongation racinaire en rhizotrons et celles
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réalisées au champ grace a un dispositif d’injection d’herbicide en profondeur, a été trouvé.
D’autres techniques utilisant la mesure de la force d’extraction de I’eau a I’aide de
tensiometres ou de la fluidité de la séves ont été suggérées (Mia ef al., 1996 ; Subbarao et

al., 1995) mais jamais utilisées en sélection.
La régulation stomatique

Située a I’interface entre I’intérieur (plus ou moins turgescent) et 1’extérieur (plus ou moins
sec) des tissus foliaires, les stomates jouent un réle fondamental dans la régulation des
pertes en eau de ’appareil foliaire. La régulation de I’ouverture—fermeture des stomates
dépend du potentiel hydrique foliaire et de I’humidité de I’air au champ (Turner, 1997).
Une faible conductance conduit & une fermeture des stomates rapide en conditions de
déficit hydrique. Les génotypes a faible conductance sont plus sensibles au déficit de
vapeur et a la baisse du potentiel hydrique foliaire que les génotypes a forte conductance.
Une faible conductance est généralement proposée comme un trait favorable a 1’adaptation
a la sécheresse (Jones, 1979, 1980,1987; Turner 1979, 1982, 1986 a, b, cités par Muchow
et Ludllow, 1990). Cependant la fermeture stomatique réduit I’assimilation du CO; et
inévitablement conduit 4 une réduction de I’activité photosynthétique. En conséquence
I’intérét d’une réponse stomatique plus ou moins rapide au déficit hydrique résulte d’un
compromis entre la réduction de I’assimilation du CO, et la nécessité¢ d’éviter la
déshydratation (Ludlow et Muchow, 1990).

Des différences intervariétales existent chez les légumineuses. Elles ont notamment été
montrées sur le niébé (Ogbonnaya et al., 2003) et I’arachide (Bennett ef al., 1984 ; Nautiyal
et al., 1995). La mesure de la conductance stomatique et de la transpiration par porométrie
exige une homogénéité parfaite des conditions environnementales incompatible avec les
mesures sur un grand nombre de génotypes au champ. L’évaluation des réponses des
stomates par porométrie n’est donc généralement pas retenue par les sélectionneurs pour le
criblage de génotypes (Leport et al., 1999, Turner et al, 2001 ; Clavel et al., 2004).
L’¢lévation de température résultant de la fermeture des stomates peut étre appréciée sur un
grand nombre de lignées au champ par télé thermométrie en utilisant un thermométre a
infrarouge. Mais la encore, la validité des mesures est soumise & I’homogénéité des
conditions environnementales, notamment la présence de vent et la densité du couvert,

difficile a obtenir en conditions de déficit hydrique (Turner ef al., 2001).
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Sur les céréales, la fermeture des stomates est controlée par un signal hormonal, 1’acide
abscissique ou ABA en réponse a ’asseéchement du sol (Davies ef al., 1994). Mais les
sélections réalisées sur I’accumulation de I’ABA dans les céréales n’ont pas conduit a une
amélioration du rendement (Quarrie et al., 1995). Chez les légumineuses, les travaux
publiés sur I’intervention de I’ABA ne concerne que le lupin (Gallardo et al., 1994). Sur
I’arachide, il semble que le potentiel hydrique et la fermeture stomatique soit en liaison

directe (Bennett ef al., 1984 ; Clavel ef al., sous presse).
L’ajustement osmotique

Ce mécanisme permet de maintenir la conductance stomatique et la photosynthése a des
potentiels hydriques bas, il intervient aussi en retardant la sénescence foliaire et en
améliorant I’extraction de ’eau par les racines (Turner et Jones, 1980 ; Ludlow, 1980,
1987, Morgan et Codon, 1986, cités par Turner ef al., 1997, 2001). Le niveau d’ajustement
osmotique réalisé par les légumineuses est modeste comparé a celui des céréales (Subbarao
et al., 1995). La variabilité génétique présente a été utilisée pour sélectionner des lignées de
blé et de sorgho (Morgan et Condom, 1986 ; Ludlow et Muchow, 1990). Ce n’est pas le cas
chez les 1égumineuses bien qu’il semble y avoir une variation relativement importante chez
I’arachide (Ketring, 1986). Cette variabilité n’a pas été retrouvée dans la gamme des
variétés a phénologie relativement comparables cultivées au Sénégal (Annerose, 1988;
Clavel et Annerose, 1995). C’est une limitation majeure pour la prise en compte de ce

caractére pour la sélection des légumineuses.

1.2.1.3. La tolérance

Stabilité des membranaires cellulaires

En réaction a une limitation hydrique, la plante linﬁte ’extension de son feuillage, accroit
la profondeur de son enracinement. Une fermeture plus ou moins précoce des stomates
s’opére afin de réduire les pertes en eau de la plante par transpiration. Cette régulation
stomatique conditionne le statut hydrique des feuilles qui restent turgescentes si les
stomates se ferment trés vite. Le mécanisme de tolérance des membranes cellulaires
s’exprime lorsque ces dispositifs périphériques de protection des cellules ne sont plus
efficaces. Le caractére de tolérance sensu stricto le plus connu est la résistance
membranaire ou résistance protoplasmique. Elle est le plus souvent mesurée par la

méthode des efflux d’électrolytres aprés choc osmotique au PEG (Blum et Ebercom, 1981 ;
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Tumner et al., 2001). La tolérance membranaire s’exprime & un niveau particuliérement
important chez les plantes dites de résurrection qui peuvent reconstituer leurs membranes

aprés des périodes de plusieurs semaines de déshydratation (Gaff, 1980).

Sur les céréales 1’existence d’une'relation entre dégats membranaires semble dépendre des
génotypes utilisés. Non montrée initialement sur blé (Blum, 1988), elle a été observée sur
les réponses de croissance et la productivité au champ de variétés de blé dur (Bajji, 2002).
L’hypothése que les plantes résistantes a la sécheresse au niveau cellulaire sont souvent
capables de garder leurs stomates ouverts et donc un fort potentiel d’assimilation du CO,
lors de sévéres déficits hydriques a €té émise lors d’une étude portant sur Phaseolus
vulgaris (Costa Franga et al., 2000). On a aussi montré, sur le blé dur, que ’indice de
dommage membranaire était corrélé non seulement a la croissance des plantules mais aussi
a la performance des plantes au champ (Bajji ef al., 2002). Les mémes observations ont été
réalisées sur le blé tendre (Dhanda et Sethi, 2002) mais dans cette étude les variétés
présentant la stabilit¢ membranaire la plus élevée et la meilleure production en grain

étaient celles qui montraient un statut hydrique élevé.

Une variabilité génétique importante de ce caractére existe chez les légumineuses
notamment chez le pois chiche, le soja et ’arachide (Srinivasan et al., 1996). La forte
capacité de tolérance de 1’arachide a été soulignée (Nautiyal ef al., 1995 ; Marone et
Annerose, 1995) ainsi que le fait qu’un des mécanismes majeurs mis en jeu était
probablement le maintien de l'intégrité membranaire (Annerose, 1988; Clavel et al., sous
presse). La détermination de la résistance protoplasmique a différents stades de
développement de I’arachide a permis d’observer qu’elle s’était accrue avec 1’age des
feuilles mais que les classements variétaux n’ont pas ét€ changés (Annerose, 1990). Cette
observation offre I’opportunité d’effectuer des criblages efficaces au stade jeune (Clavel et

al., sous presse).

Au niveau moléculaire, un ralentissement du métabolisme protéique et une augmentation
du catabolisme des protéines cellulaires en réponse a la contrainte hydrique ont été
observés (Vasquez-Tello et al., 1990) sur Vigna unguiculata (niébé). Sur arachide, une
relation entre le niveau de tolérance membranaire de différents cultivars et le niveau
d’acyl-lipide des membranes a été mise en évidence (Lauriano et al., 2000). Certaines
enzymes hydrolytiques impliquées dans la réponse des plantes a la sécheresse ont été

précisées. Il s’agit d’acylhydrolases (Sahsah et al., 1998 ; Matos et al., 2001), d’une
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Tableau III. Potentiels hydriques létaux pour une gamme de légumineuses (d’aprés Turner et

al., 2001)
Espéces Potentiels hydriques Références
létaux

Niébé -1,8 MPa Shakel et Hall (1883)
Sinclair et Ludlow (1986)

Mungbean (Vigna -1,9 MPa Sinclair et Ludlow (1986)

radiata) Flower et Ludlow (1987)

Soja -5,0 MPa Sinclair et Ludlow (1986)
Flower et Ludlow (1987)

Arachide -3,4 a-8,2 MPa Flower et Ludlow (1986,

1987)




ascorbate peroxydase (Ferrari-Iliou et al., 1996), d’endoprotéases (Roy-Macauley et al.,
1992; Cruz de Carvalho ef al., 2001) et de phospholipases (E1 Maarouf ef al., 1999). Roy-
Macauley et al. (1992) ont montré qu’il existe une relation entre le déficit hydrique, le
degré de sensibilité de la plante et les activités endoprotéolytiques chez les cultivars de V.
unguiculata testés. La caractérisation de la nature des endoprotéases impliquées a permis
de montrer que I’expression du géne de I’aspartyl protéase en conditions de déficit
hydrique était plus faible chez les cultivars de niébé tolérants que chez les sensibles (Cruz
de Carvalho ef al., 2001). L’ensemble de ces résultats a permis d’émettre une explication
fonctionnelle de la tolérance membranaire sur le niébé (Vigna Unguilata L.), fabacée
tropicale comme 1’arachide. Il apparait donc que plus les plantes sont sensibles, plus les
enzymes dégradatives sont efficaces, ce qui conduit & une destruction des membranes
photosynthétiques. Il s’ensuit un manque de photosynthats et une réduction de la croissance
et du rendement. La plante s’autodétruit de fagon plus ou moins régulée via diverses
hydrolases pour mieux survivre au stress. Cette hypothése est renforcée par de récents
résultats sur la tolérance au stress de I’appareil photosynthétique obtenus grace a
’utilisation de la fluorimétrie. En effet, la fluorescence chlorophyllienne émise par une
feuille soumise & un stress environnemental est étroitement reliée a Dlintégrité et a
I’efficience du photosystéme II (PSII) lui-méme situé sur les membranes thylacoidales
(Maxwell et Johnson, 2000 ; Colom et Vazzana, 2003). Il semble en outre que cette mesure
soit trés sensible aux différences entre génotypes et corrélée aux rendements obtenus

(Rizza et al., 2001 ; Glyn et Colin, 2002 ).
Potentiel hydrique létal

Selon Sinclair et Ludlow (1988), la valeur du potentiél hydrique que peut atteindre la
derniére feuille viable (capable de reprendre aprés réhydratation de la plante) représente
une mesure clef de la capacité de tolérance d’une plante. Cette valeur varie selon les
espéces. Si I’on se référe au tableau III, I’arachide peut étre considérée comme la
légumineuse de grande culture la plus tolérante a la sécheresse. Certaines observations ont
conclu que la tolérance a la déshydratation était reliée a la capacité d’ajustement osmotique
(Flower et Ludlow, 1987) mais des études de QTL ont suggéré que d’autres facteurs que
I’ajustement osmotique était associé€s dans la tolérance (Lilley ef al., 1996). Compte tenu
de la relativement faible capacité d’ajustement osmotique de 1’arachide, il est possible que

les niveaux de tolérance membranaire et la faible valeur du potentiel hydrique 1étal soit
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liés. Peu de sélections ont fait appel a ce critére. Certaines études ont considéré le taux de
survie de jeunes plantules mais les résultats obtenus n’étaient pas reliés a la survie des

plantes a des stades plus tardifs ni a la production (Turner ef al., 2001).

1.2.2. Amélioration du rendement en condition de sécheresse

Cette approche relevant du «Yield-Component-Framework» propose un modéle qui
intégrerait en composantes du rendement les mécanismes de réponse a la sécheresse
précédemment décrits. Le modéle de base est fournit par 1’équation (3) présenté en
introduction de ce chapitre (1.2). L’objectif recherché est d’améliorer le rendement en
conditions de déficit hydrique. Les deux principaux intéréts de cette méthode sont d’une
part qu’une analyse en composantes fonctionnelles intégratives permettra de mieux
comprendre les raisons des performances génotypiques sous stress (Turner ef al., 2001) et
d’autre part qu’une sélection réalisée sur une réponse au déficit hydrique au niveau de la
plante entiére est plus efficace sur le rendement qu’une sélection portant sur un caractére
simple plus difficile a relier & la production (Bidinger et Witcombe, 1989 ; Turner ef al.,
2001). Cette approche permettrait de contourner les difficultés pratiqﬁes pour la mesure de
certains caractéres comme le systéme racinaire et la conductance stomatique sur de
nombreux génotypes en utilisant des critéres de substitution (« surrogates »), liés a ces
caractéres et utilisables en sélection. Cependant I’existence de relations négatives entre les
composantes fonctionnelles et les limitations des mesures de substitutions peuvent

entrainer des échecs en termes d’amélioration de la production.

1.2.2.1. Associations négatives entre les composantes physiologiques

Dans de nombreuses situations, le TE et HI de I’équation (3) que nous rappelons ici :
Y=TxTEx HI 3)

sont négativement corrélés. Un exemple est donné par I’arachide chez laquelle TE et HI
sont liés via TDM (Total Dry Matter) qui représente la biomasse totale (Nageswara Rao et
al., 1993). La part du poids des fanes dans TDM peut étre élevée, ce qui entraine un HI bas.
Or, chez certaines variétés c’est une forte production de fanes qui affaiblit le HI alors que
chez d’autres un HI élevé peut étre du a une faible proportion de fanes non associée a une
forte production de gousses. Si on ne tenait compte que des composantes de I’équation (3),
les lignées du premier type seraient écartées. Il est donc important de sélectionner en vue d

un HI élevé mais & condition que TDM soit constant. Des analyses dynamiques en termes
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de taux de croissance journalier (C) et répartition de la matiére séche entre les grainés et les
feuilles (partitioning coefficient, p) en tenant compte de la durée du cycle ont fait ressortir
que les causes des variations de rendement chez 1’arachide et le niébé étaient différentes : il
semble que les arachides les mieux adaptées a la sécheresse aient un p élevé et un C plutot
faible (Greenberg et al., 1992) alors que pour le niébé c’est un C élevé qui conditionne la
production en condition de sécheresse (Williams et Saxena, 1991). Les explications
physiologiques a ces différences sont inconnues (Turner et al., 2001) mais I’existence de
stratégies d’adaptation différentes sur deux fabacées tropicales témoignent de la variété
des réponses adaptatives dans 1’élaboration du rendement. L’origine en partie
physiologique de ces corrélations négatives peut étre expliquée. En effet si TE est apprécié
en matiere séche produite par unité d’eau transpirée, la théorie prédit un accroissement de
TE lorsque les stomates se ferment car le role premier de la fermeture des stomates est de
limiter la transpiration. Cependant, dans les conditions de champ, 1’augmentation de
température due a la fermeture des stomates limite 1’assimilation du CO; soit directement
(Ludlow et Muchow, 1990) soit indirectement par les dégats occasionnés au niveau des
centres réactionnels (photosystémes) de la photosynthése (Colom et Vazzana, 2003). Par
conséquent, du fait de ces échanges CO,/H,O au niveau des stomates, une faible
conductance posséde un cofit physiologique sur la production en terme d’efficience
photosynthétique. Il s’ensuit donc que si I’amélioration de TE ou WUE est obtenue par une
fermeture précoce des stomates, les conséquences peuvent étre négaﬁves sur I’élaboration
du rendement (Ludlow et Muchow, 1990). Cela semble étre le cas sur 1’arachide, chez
laquelle une transpiration et conductance stomatique élevées ont été observées sur les
variétés les plus productives en conditions de sécheresse (Gautreau, 1977 ; Clavel et al.,

2004) alors que de telles observations n’ont jamais été réalisées sur le niébé.

1.2.2.2. Utilisation de mesures de substitution

Il est a I’heure actuelle quasiment impossible d’estimer et d’intégrer sur la durée d’un cycle
les mesure de T et TE dans un programme de sélection. On cherche donc une estimation du
TE de I’équation (3) par des mesures de discrimination isotopique du carbone
(A) représentant le ratio de la pression interne et externe du CO, (Farquhar et Richard,
1984). Une corrélation négative a été observée entre TE et A (Hall ef al., 1993 ; Subbarao
et al., 1995 ; Turner ef al., 2001), on considére donc que les plantes présentant une faible

A possedent un fort TE (Withe, 1993 ; Wright ez al., 1994 ; Matus ef al., 1995). Cependant
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A n'est pas directement et négativement corrélée au rendement au contraire, de nombreuses
é¢tudes ont montré une corrélation positive (Acevedo, 1993; Withe., 1993 ; Matus et al,
1995). Les mesures de TE et T de ’équation (3) étant inversement liées, la sélection
indirecte pour TE via A n’a pas réussi jusqu’a présent du fait de I’existence de ces liaisons
complexes dont la nature, physiologique ou génétique, est inconnue (Turner et al., 2001).
L’ hypothese de la nature génétique des relations mises en €vidence est actuellement testée
dans un programme de sélection de 1’arachide et du haricot, en Australie (Tumer ef al.,
2001 ; Wright et al., 1998). Les résultats actuels montrent que la liaison négative entre TE
et T semble avoir été rompue par la sélection pratiquée sur un certain nombre de génotypes.
Cependant, lors des évaluations en essais multilocaux, les nouvelles lignées d’arachide
développées en utilisant les composantes du modele n’ont pas présenté de rendements
améliorés par rapport a celles qui avaient €té s€lectionn€es sur le rendement directement
(Dovkiw, communication personnelle). La recherche conduite actuellement en Australie
vise & connaitre les raisons de cette absence de différences qui pourraient étre de nature
technique (manque d’efficacité du A pour traduire TE) ou physiologique (rupture de la
liaison entre TE et T trés difficile).

1.3. Les mécanismes moléculaires de la réponse a la contrainte

hydrique

Ce chapitre concerne les résultats saillants récemment obtenus dans ce domaine toutes
espéces confondues. Sur [’arachide, les biotechnologies, encore peu développées, font
I’objet d’un chapitre a part (1.4.). Comme les réponses adaptatives des plantes, les genes
induits par la sécheresse sont trés variés et leur activation se révele trés complexe.
Quelques applications des résultats de ces recherches dans les biotechnologies végétales
(choix d’un geéne candidat et transgénése) viennent d’étre réalisées. Cependant elles ne
concernent pas pour le moment le domaine agronomique c'est-a-dire la diffusion d’un

cultivar transgénique a la fois productif et résistant & la sécheresse.

1.3.1. Variété des fonctions des génes induits par le stress osmotique

Ces demiéres années, un nombre important de geénes a été décrit comme répondant a la
sécheresse au niveau transcriptionnel (Bray, 1997 ; Ingram et Bartels, 1996 ; Yamaguchi-

Shinosaki et al., 2002). Les produits de ces geénes interviennent non seulement dans la
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Stress osmotique
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Figure 6. Représentation schématique des réponses moléculaires a la sécheresse dans une
cellule végétale (d’aprés Yamaguchi-Shinozaki, 2002)
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Figure 7. Geénes induits par le stress et leur fonction possible dans la réponse a la tolérance au
stress osmotique (d’aprés Yamaguchi-Shinozaki, 2002)



tolérance au stress mais aussi dans la régulation de ’expression des geénes et dans la
transduction des signaux de la réponse au stress (Yamaguchi-Shinozaki, et al., 2002)
(Figure 6). Ces produits de geénes induits par la sécheresse, ou, plus généralement, par le
stress osmotique (stress hydrique, salin et du au froid) peuvent étre classés en deux groupes
: les protéines fonctionnelles et les protéines de régulation (Figure 7). La premiére étape de
I’activation de ces génes correspond a la perception du signal émis lors de la
déshydratation, elle est suivie par une cascade de messagers secondaires qui modifient la
concentration du Ca®" intracellulaire (Figure 8). Différents récepteurs ou senseurs non
spécifiques répondent a différentes contraintes abiotiques. Ils induisent tous une
augmentation du Ca®" dans le cytoplasme, la production d’antioxydants (Knight et al.,
2000) et une série de phosphorylations qui activent des protéines impliquées dans la
protection cellulaire ou leurs facteurs de transcription. Par exemple, les voies d’activation
des génes codant pour des protéines de type LEA (« Late Embryogenis Abundant ») ont été
trouvées sur certaines plantes trés résistantes en réponse au stress hydrique (Ingram et
Bartels, 1996 ; Thomashow, 1998). L’activation des LEA pourrait représenter les voies de
réparation des dommages (Xiong et Zhu, 2002). La contrainte osmotique induit en
particulier des changements dans la composition en phospholipides précurseurs de la
production de messagers secondaires via les phospholipases (Figure 8). La phospholipase
D (PLD) par exemple est activée par la sécheresse (El Maarouf et al, 1999). Elle est
impliquée dans une cascades de signaux conduisant & la fermeture des stomates (Jacob et
al., 1999). L’existence de cette tres grande variété de génes induits par le stress osmotique
suggere des réponses complexes au niveau de la plante (Yamaguchi-Shinosaki et al.,

2002).

1.3.2. Activation transcriptionnelle des génes

De la méme maniére que les fonctions des genes impliqués dans la réponse au stress sont
trés variées, 1’activation de ces genes est sous la dépendance de nombreux facteurs. L acide
absicissique (ABA) est produit sous I’influence du stress hydrique et son implication dans
la modulation de la teneur en ARNm correspondant & nombreux geénes a été démontrée
(Bray, 1993 ; Shinozaki et Yamaguchi-Shinozaki, 2000). Les voies d’activation des génes
induits par la contrainte osmotique sont soit dépendantes soit indépendantes de ’ABA
(Shinozaki et Yamaguchi-Shinozaki, 2000). Les génes induits par ’ABA sont souvent des

protéines de type LEA ou déhydrine mais peuvent &tre aussi des génes impliqués dans la
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Figure 8. Représentation schématique des principales voies de signalisation majeures et
principaux produits de transcription chez les plantes en réponse au stress osmotique.

R : récepteurs, EAO : especes activées de 1’oxygeéne, PI-PLC : phospholipase C, PLD :
phospholipase D, ABA : acide abscissique, LEA : «Late Embryongenis Abundant »,
(d’apres Diop, 2002)



synthése des osmolytes, la perméabilité membranaire, le catabolisme ou la réparation
cellulaire (Figure 8). L’expression de tous les génes de type LEA est régulée de fagon
transcriptionnelle et sous le controle de I’ABA (Wang et al., 2003). L’induction des génes
non gouvernés par I’ABA est modulée par des facteurs de transcription dont les séquences,
les plus connues sont de type DRE («Dehydration Responsive Element»). Ces séquences
ont été caractérisées et sont activées par le stress osmotique (Liu et al, 1998). La
surexpression des génes codant pour des protéines de régulation de type DRE augmente la
tolérance des plantes transgéniques correspondantes au froid, au sel et au déficit hydrique
(Shinozaki et Yamaguchi-Shinozaki 2000 ; Thomashow, 2001 ; Yamaguchi-Shinozaki et
al., 2002). La régulation de ces génes par certaines enzymes fortement impliquées dans le
«turnover» des protéines comme la cystéine protéinase est donc importante pour la
tolérance aux contraintes. Cependant I’utilisation de ces génes pour la transformation doit
étre considérée avec prudence étant donné que de nombreux métabolites sont produits par
la plante en conditions de stress et que des modifications sont possibles au niveau post-

transcriptionnel et de la traduction (Wang ef al., 2003).

1.3.3. Lipides membranaires et contrainte hydrique

La tolérance des membranes cellulaires face & la contrainte hydrique est 1’un des
mécanismes de résistance a la sécheresse les plus efficaces chez les plantes. Il a été¢ mis en
relation avec la performance au champ des génotypes sur différentes espéces végétales
notamment sur des légumineuses (Vasquez-Tello et al., 1990; Costa Franga et al., 2000,
Bajji ef al., 2002; Dhanda and Sethi, 2002) et sur I’arachide (Clavel et al., sous presse).

La destruction des membranes cellulaires est reflétée dans leur composition lipidique.
Ainsi la contrainte hydrique induit une diminution de la teneur en phospholipides et du
degré d’insaturation des acides gras, ce qui provoque une augmentation des acides gras
saturés de type C16:0 et C18:0 et une « rigidification » des membranes cellulaires qui
deviennent fragiles. Certaines enzymes impliquées dans la dégradation des phospholipides
ont été identifiées. Ainsi les PLD représentent les principales enzymes responsables de la
dégradation des phospholipides meinbranaires (Sahsah ef al., 1998). Cette activation de la
PLD est réalisée indépendamment de ’ABA (Frank et al., 2000). La quantification de la
protéine correspondant a I’une d’entre-elle a été réalisée (El Maarouf et al.,, 1999). Cette
étude a montré que la contrainte hydrique induit la surexpression d’un géne de PLD et que

les génotypes les plus tolérants possedent la capacité de réprimer I’activation du géne en
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condition de stress. D’autres enzymes lipolytiques sont impliquées dans la réponse a la
contrainte hydrique comme la phospholipases C (PLC) qui génére deux messagers, le
diacylglycerol et I’inositol, qui présentent plusieurs isoformes (Yamamoto ef al., 1995 ; El
Maarouf et al., 2001).Le déficit hydrique sévere induit également une diminution du
contenu en lipides polaires (Pham Thi et al., 1990). Dans les feuilles, les galactolipides
sont majoritairement impliqués dans cette réponse (Ferrari-Iliou et al, 1984). L’une
d’entre-elle, homologue de la patatine, a été induite par le stress hydrique chez le niébé et
son expression augmente en fonction de I’intensité du stress et du degré de résistance a la

sécheresse (Matos et al., 2001).

1.3.4. Endoprotéases et contrainte hydrique

Les protéases (ou protéinases) de plantes interviennent aux différentes étapes de la vie de la
plante comme la germination, le développement et la sénescence. Elles sont regroupées en
cystéine, serine, metallo et aspartyl-protéinases en fonction de I’acide aminé occupant le
site actif (Barrett, 1986).

Les endoprotéases entrent en jeu dans de nombreux éveénements comme la dégradation des
protéines anormales, la mort cellulaire programmée (MCP), le turnover des protéines, la
dégradation des protéines de stockage des graines et la sénescence. La dégradation des
protéines anormales participe & 1’adaptation des plantes en conditions de contrainte
environnementale (Estelle, 2001). La plupart des activités protéolytiques observées in vitro
dans les extraits végétaux sont des protéases vacuolaires. Cependant les activités
protéolytiques ont ét€ mises en évidence dans les chloroplastes (Roy-Macauley et al.,
1992). L’activité totale des protéases augmente durant la croissance de la plante et est
activée par la contrainte hydrique, en particulier celle de 1’aspartic protéinase (Roy-
Macauley et al., 1992 ; Cruz de Carvalho et al, 2001). Cet accroissement de 1’activité
protéolytique sous la contrainte, est plus forte chez les espéces sensibles comme le haricot
que chez le niébé, plus résistant (Cruz de Carvalho ef al., 2001). La MCP, appelée apoptose
dans le cas des cellules animales, correspond & un mécanisme fondamental de la
différenciation cellulaire par désintégration programmée de cellules particuli¢res. Chez les
plantes, les cystéines protéinases, protéases les plus connues, ont €té principalement
étudiées pour leur role important dans la réponse a 1’attaque de pathogénes. Généralement,
une synthése d’inhibiteurs de protéases se produit de fagon systémique suite & un stress

biotique (Brown et Ryan, 1984). La blessure ou 1’attaque est suivie par 1’émission d’une
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cascade de signaux qui conduit a la production d’acide jasmonique (Li ef al., 2002) qui
induisent a leur tour la production d’inhibiteurs de protéases (Ryan et Moura, 2002). Les
cystéines protéinases constituent aussi les enzymes-clés de régulation de 1’apoptose chez
les animaux (Martins, 1997). Dans le monde végétal, leur implication dans la MCP a été
mise en évidence dans des suspensions cellulaires de tabac (Tian et al, 2000) et d’orge
(Khortout et al., 2000). Les cystéines protéinases sont également activées dans le processus
de dégradation des protéines de stockage durant la maturation. Elles ont été décrites chez
différentes espéces végétales comme 1’orge (Martilla ef al., 1995), le mais (Mitsuhashi et
Oaks, 1994) ou le riz (Watnabe ef al., 1991). L’activité de ces enzymes est continuelle mais
faible durant la vie végétale mais elles sont trés impliquées dans le processus de
sénescence. Une protéolyse accrue caractérise la sénescence génétiquement programmée
des feuilles (Kumar et Knowles, 1996). Au cours de cette phase, I’assimilation du carbone
est remplacée par le catabolisme de la chlorophylle et des macromolécules dont les
produits sont recyclés (Gan et Amasino, 1997). Le r6le des cystéines protéinases dans la
dégradation des polypeptides foliaires endommagés sous l’effet de la contrainte
(Forsthoefel et al., 1998) a été trés étudié. Les transcrits de certaines cystéines protéinases
s’accumulent en réponse a la contrainte hydrique (Koizumi ef al., 1993 ; Williams ef al.,
1994) et a ’ABA (Forsthoefel et al,, 1998). Le contrdle de ’activité protéolytique en cas
de contrainte pourrait permettre de différer la sénescence. Ce contrdle passe notamment par
le blocage de ’activité des cystéines protéinases par leur inhibiteur naturel, les cystatines
(Diop et al., sous presse).. L’accumulation des transcrits de cystatines a été observée en
réponse au froid et a la salinité chez le riz (Pillai ef al., 2001) et le blé (Gaddour et al.,

2001).
1.4. Les biotechnologies sur ’arachide

Les réponses moléculaires des plantes a la sécheresse ont €té présentées sur un plan général
au chapitre précédent (1.3). Les travaux en biologie moléculaire sur arachide étant peu
nombreux, le présent chapitre détaille les recherches en biotechnologie sur 1’arachide y
compris ceux qui ne relévent pas de la réponse au stress hydrique. Les principaux résultats
concernent la régénération de la plante, étape indispensable de la transformation génétique
(transgénése). Ils ont été principalement réalisés aux Etats Unis par le département

d’horticulture de I’Université de Georgie. D’autres €quipes travaillent dans ce domaine,
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notamment au département de botanique de 1’Université de Caroline du Nord (USA), a
I’Institut de Biologie de I’Université Fédérale de Rio de Janeiro (Brésil) et 4 ’Icrisat'

(Hyderabad, Inde).

La synténie avec la plante modele, Arabidopsis thaliana, est largement utilisée pour faire
progresser les recherches dans ce domaine pour les monocotylédones. Depuis de
nombreuses années, le riz s’est imposé a coté de 4. thaliana comme plante modeéle pour les
céréales alors que les légumineuses (Fabacées) ne posséde pas encore de plante de
référence pour la génomique. Pourtant elles représentent un des taxons végétaux les plus
importants tant du point de vue de la biologie et de 1’écologie fondamentales que du point
de vue agronomique et environnemental (Thoquet et al., 2002). Medicago trunculata,
légumineuse tempérée diploide, semble faire 1’objet d’un consensus pour jouer ce rble chez
les légumineuses. Cependant plusieurs travaux de génomique comparative en cours
montrerait que le degré de la synténie entre A. thaliana et M. trunculata est faible (Thoquet
et al., 2002). Le niébé ou le pois chiche ont également été proposés pour ce role de légume

modele en ce qui concerne la réponse a la sécheresse (Ortiz ef al., 2002).

1.4.1. Marquage du génome et cartes génétiques

Le marquage moléculaire de ’ADN a pour objectif de cartographier et de localiser les
genes en relation avec les caractéres phénotypiques d’intérét. C’est 1’outil de base du
génotypage.

Le marquage de I’ADN ne concerne que des fragments chromosomiques importants sur
arachide (Subramanian et al, 2001). Or, pour que la sélection assistée par marqueurs
(SAM) soit praticable le génome doit étre saturé avec des marqueurs uniformément
espacés. De plus, I’établissement de liaisons fortes entre marqueur et caractére —
inversement quantifiée par un déséquilibre de liaison faible — en garantie I’efficacité
(Gallais, 1995 ; Stuber e al, 1999). Or, alors que sa diversit¢ morphologique est
importante (voir chapitre 1.1.7), ’arachide répond mal aux techniques de marquage de
I’ADN (Halward et al., 1993 ; Stalker, 1997 ; Herselman 2003) et le polymorphisme
détecté par I’utilisation de marqueurs a ’intérieur de cultivars génétiquement proches est
faible (Herselman, 2003; Fergusson et al., 2004). Ce faible polymorphisme moléculaire est

attribué a une polyploidisation récente des génomes A et B (diploides) a ’origine de

! International Crop Institute for the Semi-Arid Tropics

Chapitre 1. Etat des connaissances



Pespece cultivée tétraploide (Bagwat er al, 2001) et au fait que les programmes de
sélection n’ont utilisé qu’une faible partie de la variabilit¢ disponible a I’intérieur de
I’espéce cultivée (Upadhyaya et al., 2002). Ce faible polymorphisme moléculaire peut
s’expliquer par la capacité limitée de certains marqueurs moléculairés, comme les RFLPs
et les RAPDs, a détecter des substitutions nucléotidiques isolées dans les chromosomes et
’utilisation d’un matériel végétal mal choisi (He et Prakash, 1997 ; Singh et al., 1998).
L’utilisation de la technique AFLP (Amplified Fragment Lengh Polymorphism) en
combinaison avec des enzymes de restriction de type EcoRl/Msel et Mlu/Msel s’est révélée
plus efficace mais a confirmé le faible niveau de diversité génétique a l’intérieur de
I’espéce cultivée (Herselman, 2003). A partir de cette technique des marqueurs de type
microsarellites (ou SSRs pour « Single Sequence Repeats ») ont été développés. Ces
microsatellites constituent, semble-t-il, les marqueurs les plus polymorphes a I’intérieur de
I’arachide cultivée. Cependant le pourcentage de détection de microsatellites, moins de 5%
des clones testés, demeure trés modeste au regard des résultats obtenus sur beaucoup
d’autres especes (Hopkins et al., 1999 ; He et al., 2003). L’utilisation des espéces sauvages
apparentées a I’arachide cultivée pourraient fournir un outil pour caractériser la variabilité
génétique des collections du genre Arachis et contribuer a €largir la base génétique de
I’espece cultivée (Dos Santos et al., 2003 ; Bertioli et al., 2003). Les RAPDs (Random
Amplified Polymorphic DNA), marqueurs dominants réputés instables mais faciles
d’utilisation, ont récemment permis de retrouver les relations précédemment reportées sur
la base d’observations morphologiques, cytologiques et de compatibilité en croisement des
especes (Dos Santos et al., 2003). A I’heure actuelle, I’utilisation des marqueurs de I’ADN
n’a fourni qu’une seule application en termes de SAM sur I’arachide cultivée. Il s’agit de
I’utilisation de marqueurs RFLP (Restriction Fragment Length polymorphisms) pour
I’acquisition de la résistance au nématode Meloidogyne arenaria. Cette transformation,
réalisée a Collége Station (Texas A & M University), aux Etats-Unis, a permis d’obtenir
une population (TP 263-3-5) résultant d’un croisement interspécifique entre une variété
cultivée et une arachide sauvage, Arachis cardenasii (Choi et al., 1999; Church et al,

2000).

1.4.2. Génomique fonctionnelle et génie génétique

Le marquage de I’ADN ne permet aucune interprétation sur I’action individuelle des génes

et de leurs interactions. La génomique fonctionnelle, en revanche, ne vise pas la
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localisation des geénes sur une carte, mais la connaissance de la fonction de ces génes et
’analyse de leur expression. L’étude du génome est ciblée sur des génes candidats dont on
connait la fonction. L’expression (ou transcrit) plus ou moins importante du géne est
accessible a travers les changements d’ARNm eux mémes traduits en protéines, qui sont en

général des enzymes dont la fonction métabolique est connue.

L’objectif de ces études est parfois 1’aide & la sélection par la mise au point de test de
réponse variétale en termes d’expression de tel ou tel géne cible sous la pression du stress
pour lequel la résistance est recherchée. Cependant, quelle que soit I’espéce considérée
c’est, le plus souvent, la transformation génétique qui est visée par ces techniques.
L’objectif a terme est d’inclure dans le génome de I’espéce cultivée des génes intéressants.
Cependant, les techniques de génie génétique sont moins développées sur les légumineuses
que sur les céréales (Klueva et al., 1998). En ce qui concerne I’arachide les génes ciblés
sont des genes controlant des maladies et la qualité de I’huile ou des génes de résistance.
Ces geénes sont souvent présents dans les espéces sauvages appartenant au genre Arachis,
dont la grande majorité est, malheureusement, incompatible en croisement avec 1’espéce

cultivée.

1.4.2.1. Les méthodes de transformation

La transformation génétique consiste en un ensemble de méthodes permettant le transfert
de geénes individuels conférant des caractéres de résistance. Les caractéres visés sont en
général mono ou oligo-génique (contr6lés par un seul ou un faible nombre de genes)
comme la résistance a des insectes ou des nématodes ou une augmentation de la qualité des
graines. A I’instar de la plupart des espéces, les techniques de transformation de 1’arachide
utilisent le gene-reporter P—Glucuronidase (GUS) dont I’expression est facilement
détectable par fluorimétrie et qui permet donc de connaitre I’efficience de la transformation
ainsi que D’expression des génes dans les transformants (Tehryung et al, 1999). La
régénération des plantes transformées est réalisée sur le milieu classique d’induction MS

(Murashige et Skoog, 1962 ; Gill et Ozias-Atkins, 1999) plus ou moins modifié.

Les premiers essais de régénération in vitro de [’arachide ont été réalisés dés 1992 a partir
de gynophores prélevées sur des fleurs, juste apres leur fécondation (Tallury et al., 1992).
Depuis, des arachides transgéniques ont été produites par bombardement de particules
(Ozias-Atkins et al., 1993 ; Brar et al, 1994 ; Singsit et al., 1997) ou via la bactérie

Agrobacterium tumefaciens portant une résistance a un antibiotique (Cheng et al., 1997 ;
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Sharma et Anjaiah, 2000; Rohini et Sankara Rao, 2001). Plus récemment, la mise au point
d’une méthode d’électroporation a permis un transfert direct de géne dans des folioles
embryonnaires (plus faciles a manipuler que les protoplastes) avec une bonne qualité de

régénération (De Padua et al., 2000).

1.4.2.2. Les principales applications du génie génétique sur ’arachide

Les résultats obtenus récemment sur cette espéce concernent la transmission de certaines
résistances biotiques et I’augmentation de la qualité de ’huile dont le contrdle génétique
est simple. Les résistances plus complexes comme la résistance a [’aflatoxine ou a la

sécheresse n’ont pas encore abouti a des applications concrétes.
La résistance a des facteurs biotiques

Des plantes d’arachide fertiles ont été transformées via 4. tumefaciens avec un géne
hétérologue du tabac de type chitinase afin d’obtenir une résistance a Cercospora
arachidicola, la cercosporiose précoce. L’analyse du transgéne par Northern Blot
(hybridation entre ’ADN de la sonde « chitinase » marquée et I’ARN de la plante) a
montré une forte expression de la chitinase et la transmission du géne correspondant dans
la descendance a été vérifiée en utilisant des Southern Blot (hybridations entre 1’ADN
marqué de la sonde et I’ADN des plantes). La résistance des plantes transformées et de leur

descendance a été confirmée en serre (Rohini et Sankara Rao, 2001).

La résistance au virus du «Tomato Spotted Wilty (TSWV) a été également obtenue par
transformation en utilisant le bombardement de particules (Nascimiento, 2003). La
construction génétique a été réalisée avec un gene anti-sens de TSWV isolé a partir de
plants d’arachide infestés. Des essais au champ ont montré que la résistance au champ des
plantes transgéniques était améliorée. L’utilisation des plantes transformées dans

I’amélioration variétale classique est donc envisagée (Yang et al., 2004).

Augmentation de la qualité de I’huile

Une série d’investigations est actuellement réalis€ée dans 1’objectif de modifier la qualité de
I’huile d’arachide. Ces recherches visent ’augmentation du ratio O/L qui représente le
rapport entre les deux principaux acides gras constituant 1’huile d’arachide (80% des acides
gras totaux), I’acide oléique, acide gras mono insaturé (une seule double liaison) et I’acide

linoléique, acide gras bi insaturé (deux double liaisons). Une forte teneur en acide oléique
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Figure 9. Graines d’arachide infestées par le champignon Aspergillus flavus,
vecteur de 1’aflatoxine (photo Clavel)



améliore la conservation de I’huile du fait d’une oxydation (rancissement) moindre et

diminuerait les risques d’artériosclérose chez I’homme.

En utilisant en croisement la lignée F 435, mutant spontané a fort taux d’acide oléique
(34:1), Moore et Knauft (1989) avaient conclu, a un contréle génétique simple (deux genes
récessifs) de ce caractére. Les génes qui contrlent 1’activité des désaturases, enzymes
permettant d’augmenter le taux d’insaturation de 1’huile chez I’arachide, ont été ciblés.
L’expression d’un de ces génes chez ’arachide a été analysée par RT-PCR (Differential
Display) dans une descendance en ségrégation entre deux parents différents en termes de
ratio O/L. Les résultats ont montré une stricte correspondance entre les phénotypes a fort
taux d’acide oléique et la réduction de ’expression d’une de ces désaturases (Jung et al.,
2000a). Par ailleurs, il semble que le caractere contr6lant la haute teneur en acide oléique
ne s’exprime que si il y a a la fois une réduction importante de ’expression de cette
désaturase et une mutation d’une autre désaturase (Jung ef al., 2000b). Les comparaisons
entre ’ADN génomique de la lignée mutante F 435 et un génotype a taux O/L normal
(1,3:1) et leurs descendances obtenues par back cross ont révélé un polymorphisme limité a
quelques séquences codantes. Ces résultats autorisent & penser qu’une sélection assistée par
marqueurs permettra d’obtenir plus rapidement des lignées a forte teneur en acide oléique

(Lopez et al., 2000).

La résistance a l’aflatoxine en pré-récolte

L’aflatoxine est une toxine hautement cancérigéne transmise par des champignons du sol
saprophytes du genre Aspergillus (4. flavus et A. parasiticus) extrémement fréquents dans
les zones de production surtout si ces régions sont réguliérement soumises a des déficits
hydriques en fin de cycle (Figure 9). La contamination de ’arachide par 1’aflatoxine est
aujourd’hui le probléme majeur sur I’arachide avec la résistance a la sécheresse a laquelle
elle est liée. Cependant, a ce jour, malgré un investissement constant de la recherche sur ce
theme depuis les années soixante-dix, les s€lections mises en oeuvre n’ont pas permis
d’obtenir de variétés résistantes. Ainsi, depuis une dizaine d’années environ, la recherche
sur [’arachide et sur d’autres plantes sensibles, comme le mais, a recours aux

biotechnologies dans ce domaine.

Au niveau du champignon des constructions de génes impliquant un géne intervenant dans
la biosynthése de ’aflatoxine comme promoteur et le géne GUS comme reporter ont été

réalisées. Ces outils moléculaires ont été utilisés afin d’identifier des agents et des
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Figure 10. Schéma théorique montrant une intégration 'des recherches en ingénierie
génétique pour la résistance a 1’aflatoxine en pré-récolte de 1’arachide (d’apres Clavel
2002b)




composés qui inhibent la production de I’aflatoxine (Cleveland et al., 1997). Le principal
résultat publié sur I’arachide concerne une €tude histologique de I’infection réalisée in situ
grace a un transformant de A. parasiticus utilisant comme promoteur un précurseur de
I’aflatoxine, le géne Nor-1 (Xu et al., 2000). Sur le mais, des transformants 4. flavus-GUS
ont permis d’évaluer la croissance et le degré de I’infestation fongique (Brown ef al., 1999)
dans les graines et d’analyser I’expression des genes reliés a 1’aflatoxine (Flaherty et al.,

1995).

Dans le domaine plus complexe de ’interaction hdte parasite, les essais antérieurs tentant
d’associer certains marqueurs protéiques a une résistance reconnue a 1’aflatoxine ont
échou¢ (Bianchi-Hall et al., 1994). La principale difficulté réside dans |’intervention des
conditions environnementales (températures, déficit hydrique) dans I’expression de la
sensibilité des génotypes. Le géne codant pour la stilbene synthase constitue 1I’un des génes
candidats potentiels pour la transformation génétique. Il contréle la synthése des stilbene
phytoalexines, molécules produites en réponse a l’infestation fongique et également au
déficit hydrique (Misra, 1997; Strange et Subba Rao, 1994). Certains génes codant pour
des lipoxigenases (LOXs), importante famille d’enzymes régulant le métabolisme des
acides gras, sont supposé€s jouer un role important dans 1’interaction Aspergillus/graine
d’arachide car les LOXSs induisent I’expression de signaux de défense des plantes comme la
production d’acide jasmonique et d’hydroperoxides (Calvo et al., 1999). Les génes codant
pour certaines LOXs, ont été récemment clonés dans 1’arachide et leur expression a été
étudiée dans des graines matures et immatures. Les résultats sur la présence de certains
produits d’expression suggérent que 1’activation des LOXs induites par le champignon
pourrait expliquer la grande sensibilité de I’arachide a 1’aflatoxine en particulier dans les
graines immatures (Burow et al, 2000). Enfin d’autres enzymes ou protéines
potentiellement anti-fongiques, constitutives ou induites en réponse a I’attaque du
champignon sont proposées. Il s’agit notamment d’enzymes hydrolytiques comme les
chitinases (Long-Xi et al, 1998), chitosanases (Cuero et al.,, 1995) et glucanases,
d’osmotines, d’inhibiteurs de protéases (Cuero et al., 1995; Cleveland ef al., 1997), de
deshydrogenases et de peroxidases (Fajardo et al., 1994). Cependant aucune application
concréte n’est encore disponible pour assister la création variétale. Une illustration
graphique d’un montage théorique utilisant I’ingénierie génétique pour tenter d’améliorer

la résistance a 1’aflatoxine est donnée dans la figure 10 (Clavel, 2002b).
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La tolérance a la sécheresse

Les progrés réalisés sur la compréhension des bases moléculaires de la résistance a la
sécheresse des plantes sont limités comparés a ceux qui ont été réalisés sur les stress
biotiques (Turner et al., 2001). Les produits des nombreux geénes activés par le stress
interviennent non seulement dans la tolérance au stress mais aussi dahs la régulétion de
I’expression des génes et dans la transduction des signaux de la réponse au stress
(Yamaguchi-Shinozaki, et al., 2002), voir chapitre 1.3.1. Par conséquent, comme en
physiologie, il est difficile de distinguer les réponses constitutives des réponses adaptatives
des plantes au niveau moléculaire.

Chez I’arachide, espéce dont la capacité d’adaptation (plasticité individuelle) est trés forte,
cette difficulté pourrait étre accentuée et les investigations moléculaires représentent un
véritable challenge (Turner et al., 2001). Dans le cas de certaines espéces comme le mais
(Ribaut et al., 1996 ; Frova et al., 1999) ou le riz (Mackill et al., 1999), on a pu relier la
résistance a la sécheresse a des caractéres quantitatifs (QTLs) en utilisant un
polymorphisme moléculaire au niveau de I’ADN. Cependant, cette stratégie ne peut étre
envisagée chez I’arachide du fait du faible polymorphisme des marqueurs ADN (voir
1.4.1). La voie de la génomique fonctionnelle est actuellement explorée sur cette espéce.
Des études récentes ont utilisé la RT-PCR et I’expression des génes en réponse a la
sécheresse sur I’arachide. La premiére étude (Jain ef al, 2001) indique des différences
moléculaires en termes de transcrits entre les plantes stressées et irriguées au niveau de
certains génes. Plus intéressant, les résultats montrent aussi qu’en condition de stress
prolongé, certains transcrits ont été exprimés plus longtemps sur le génotype « résistant »
que sur le génotype témoin mais aucune explication fonctionnelle n’est donnée et le type de
résistance du génotype n’est pas défini. Dans la deuxiéme étude qui inclut également le
mais (Guo et al., 2004), la tolérance a la sécheresse est présentée comme la clef de la
résistance & aflatoxine ce qui n’est qu’une approche trés globale puisque le raisonnement
est basé sur des corrélations statistiques entre résistance a la sécheresse et résistance a
I’aflatoxine sans que les mécanismes spécifiques soit décrits ni qu’une hypothése
fonctionnelle soit envisagée. L’étude indique toutefois que certains transcrits d’ARNm sont
exprimés de fagon différentielle en fonction du stress hydrique et notamment ceux d’une

nouvelle phospholipase de I’arachide.
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CHAPITRE 2

VARIABILITE ET CONTROLE GENETIQUES DES
CARACTERES AGRONOMIQUES EN CONDITIONS DE
SECHERESSE
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2.1. Introduction

La variabilité des variétés d’arachide cultivée est limitée car la plupart des cultivars récents
descendent des mémes croiéements originels (Isleib and Wynne, 1992 ; Stalker, 1997).
Cependant il est essentiel d’élargir la variabilité génétique disponible afin de garantir la
capacité de réponse a la sélection en particulier dans le cas des caractéres adaptatifs (Ortiz
et al., 2002). La sélection récurrente est trés appropriée pour créer une nouvelle variabilité
génétique relative a un caracteére complexe tel que 1’adaptation a la sécheresse (Khalfaoui,
1990 ; Clavel et Annerose, 1997). Cependant pour 1’arachide, espéce strictement autogame
et a petites fleurs, la difficulté des intercroisements est €levée et par conséquent les
programmes de sélection récurrente sur arachide sont rares (Clavel et Gautreau, 1997a). Un
programme de sélection récurrente sur test S1 a été conduit au Sénégal de 1985 4 1998. 1l a
permis de créer une population améliorée pendant 3 cycles en prenant en compte des
critéres agronomiques et physiologiques d’adaptation a la sécheresse (Clavel et Annerose,
1997). La population initiale a été¢ créée a partir de huit variétés non apparentées, et
¢loignées sur le plan botanique et géographique (Figure 1). Une sélection familiale
(premier cycle) et combinée individu-famille (a partir du deuxiéme cycle) selon deux
processus réalisés en parallele a été conduite (Khalfaoui, 1991c). Les caractéres
physiologiques concernés par la sélection étant treés difficiles & mesurer sur de grands
nombres, les familles issues du croisement pyramidal initial (cycle 1) ou des
intercroisements de recombinaison (cycle 2) ont été séparées en deux groupes. Une
premiere partie des familles a été testée en serre en conditions hydriques contrdlées pour
les caracteres physiologiques d’adaptation a la sécheresse tandis que 1’autre partie a été
évaluée au champ dans les conditions naturelles de I’hivernage. La sélection en serre (en
rhizotons) et celle du champ ne portaient pas sur les mémes familles ni sur les mémes
criteres. La sélection réalisée en serre a retenu les individus qui possédaient des élongations
racinaires, des régulations stomatiques (transpiration) et des résistances protoplasmiques
les plus favorables a la résistance (sélection sur caractéres physiologiques) alors que les
individus sélectionnés au champ étaient issus des familles montrant une combinaison
optimale des caractéres de production et de qualité technologique (sélection sur caractéres
agronomiques). Les individus «physiologiques» ont été intercroisés avec des individus

issus des meilleures familles «agronomiques» a la fin du premier cycle de sélection. Le
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Planche II. Semis du test agronomique de descendance de la population en cours de sélection
récurrente a Bambey lors de 1’hivernage 1998 (Photos Clavel)




deuxiéme cycle de sélection (Pop2), a été réalisé a partir 96 familles choisies sur la base
des performances familiales. Ces familles ont été conduites en S1 et testées sur le plan
agronomique et physiologique. Un index empirique a été calculé sur la base des résultats
réalisées par la variété Fleur 11, nouvelle variété introduite de Chine qui montrait
réguliéremeht au Sénégal d’excellentes performances sur le plan de la stabilité¢ de
rendement (Mortreuil et N’Doye, 1993), lors des deux types de tests. L’application de cet
index a permis de sélectionner 43 individus pour la recombinaison du 3° cycle (Pop3). Un
44° parent, la variété Fleur 11, a été introduite dans le plan de recombinaison en demi
dialléle. Ce plan de croisement a permis d’obtenir 92 familles S1 constituant Pop3. Ce
matériel végétal a fait I’objet de I’étude au champ réalisée & Bambey en 1998, en
conditions pluviales avec déficit hydrique marqué notamment en fin de cycle (Planche II).

L’objectif du test de descendances conduit en 1998 sur Pop3 était la recherche des
meilleurs prédicteurs du rendement en condition de sécheresse chez ’arachide. L’analyse
génétique a permis de réaliser une estimation des AGC (aptitudes générales a la
combinaison (AGC) des lignées S1 et une estimation des espérances de gains génétiques
(coefficients de prédiction génétique, CPG, au sens strict) des principaux caractéres
agronomiques et technologiques en conditions de déficit hydrique de fin de cycle. Un
calcul d’index optimisant les gains génétiques sur les principaux caractéres mesurés a été
opéré. L’ensemble des calculs a été réalisé sur la base d’observations individuelles de
chacune des 5 plantes (théoriques) qui constituaient une famille dans chaque répétition. Le
dispositif choisi, blocs incomplets & disposition aléatoire & 6 répétitions, visait le contrdle
maximal des micro-variations environnementales. Cette analyse génétique a fait 1’objet
d’un article en préparation avec 1’aide Philippe Baradat, intitulé «Diallel analysis and multi
trait selection in a breeding program for drought adaptation of groundnut (Arachis

hypogaea L.) » qui sera soumis a la revue Euphytica.
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Diallel analysis and multi trait selection in a breeding program for drought

adaptation of groundnut (4rachis hypogaea L.)

Introduction

Groundnut, 4Arachis hypogaea L., is the most important oilseed and cash crop grown in the semi-
arid tropics (Ntare et al., 2001). It is cultivated mainly during the rainy season, characterized by
low rainfall ranging between 300 and 600 mm, poor rainfall distribution and high variation
(Sikavumar, 1991). The rainfall pattern in this region displays a frequent end-of-season water
deficit (Ndunguru et al., 1995)

Plant adaptation to drought is achieved by cultivars able to ensure a sufficient production
even under water deficit. It is a complex trait involving various mechanisms and characters whose
genetic control remain often unknown, mainly in the case of leguminous species (Khalfaoui,
1990). This lack of knowledge occurs because it is difficult to perform experiments to analyse the
genetic basis of production traits. Belhassen et al. (1995) have underlined the scarcity of results in
this field. A part of this drawback is due to the low inheritance of seed yield in drought condition
attributable to large variations of environment (Turner et al., 2001).

Selected groundnut (Arachis hypogaea L.) varieties are mainly disseminated as pure lines
whose variability in single crosses is limited. The strict autogamy of the species which is difficult
to hybridize, explains this situation (Clavel and Gautreau, 2001). Therefore, exploitation of
available intra-specific variability in groundnut is still limited (Singh and Simpson, 1994) and most
groundnut cultivars have a very narrow genetic base (Upadhyaya et al., 2003a). In the case of
composite traits like drought adaptation a recurrent selection program allowing recombination of
favourable alleles from diverse genetic sources may be the most efficient way to create well
adapted varieties (Khalfaoui, 1990; Clavel and Annerose, 1997).

Research work conducted in Senegal by CIRAD (International Cooperation Centre in
Agronomical Research for Development) and ISRA (Senegalese Institute of Agricultural

Research) has led to the creation of a novel drought-adapted population by association of
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favourable physiological and agronomical traits using recurrent selection (Clavel and Annerose,
1997). For the present study, the third cycle of S1 families inter-crossing has been used (1) to
identify the genetic and non-genetic components of the main agronomic traits influenced by
drought (2) to provide accurate estimates of the genetic parameters of heritable traits (3) to
compute selection indices optimizing genetic gains on yield and some quality characters. The
particular interest of this study is to involve data on individuals from numerous progenies resulting
from multiple crosses. This situation is seldom met in the case of annual crops, in particular plants
for which only manual hybridization can be done.

Material and method

Genetic material

The initial breeding population (Pop0) was initially created in 1985 from eight modern cultivars
(pure lines) genetically and geographically distant from each other owing complementary drought-
adaptation characters (Table 1).

Table 1. Varieties (pure lines) involved in constitution of the initial breeding population (P0) used

in the recurrent selection program.

Varieties Theoretical  cycle | Botanical type | Subspecies | Geographical Origin
| lenght (days) : ' W i

47-16 120 Virginia (runner) | Hypogaea India

59-127 120 Virginia (runner) | Hypogaea Burkina-Faso

57-422 105 Virginia Hypogaea USA

73-33 105 Virginia Hypogaea USA and Australia

55-437 90 Spanish Fastigiata Argentine

TS32-1 90 Spanish Fastigiata Burkina —Faso

TG7 (79-40) 90 Spanish Fastigiata Inde (mutagenesis)

64G 195 (68-111) (90 Spanish Fastigiata South Africa

(from Khalfaoui, 1991b)

Three recombination-selection cycles were performed since 1985. Recombination used manual
hybridisation of lines. After hybridisation, a variable number of plants from each cross were selfed
in order to obtain S1 lines. Selection was performed on the basis of physiological drought-adaptive
traits in controlled conditions and of agronomical performances of these S1 lines (Khalfaoui,
1990a). After each selection procedure, another sequence: hybridisation-selfing was performed to

initiate the next cycle.
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(59-127 x 55-437) x (73-33 x TG7) (57-422 x 64G-195) x (47-16 x TS32-1)

X
® o ® o ® @
}
X POPO 163 S1 lines ®
Field evaluation l Physiological tests
X POP1 64 S1 lines ® selected
Field evaluation l Physiological tests

120 F1 hybrids

!

X POP2 44 S1 lines ® selected
Field evaluation l

Field evaluation

Incomplete half-diallel 44 x 44

}

X POP3 92 S1 families ® obtained

}

Field evaluation in 1998 and diallel analysis

Figure 1. Obtention scheme of the 92 S1 families from the third population (POP3) using
recurrent selection (X means intercrossing and ® self pollinated)




During cycle 1, the initial breeding population was constituted by two double cross hybrids: [59-
127 x 55-437] x [73-33 x TG7] and [57-422 x 64G-195] x [47-16 x TS32-1].From these two
hybrids, 163 S1 lines were obtained by selfing constituting Pop0 (Fig. 1). Among these lines, 64
were selected on the basis of physiological tests and agronomical performances. This selected S1
sub-sample is referenced as population Popl. For cycle 2, total number of about 120 hybrid
families were realised by combining the 64 selected lines of P1 population using two plants per
line. From these hybrids, 96 S1 lines were obtained by selfing 120 hybrids. An empirical selection
index combining physiological tests and field evaluation resulted into selection of 44 S1 lines.
This selected S1 sub-sample is referenced as Pop2. For cycle 3, the 44 S1 parental lines of P2
population were recombined according to a 44 x 44 incomplete half-diallel mating design. From
the F1 hybrids obtained, 92 resulting S1 lines were obtained by selfing from one to three plants for
each hybrid combination. These S1 lines were mixed for each F1 combination in order to obtain
the quantity of seeds necessary for a sufficient number of plants to characterise the entries of the
mating design.

Field design

The statistical design was achieved using the DIOGENE software, an extended version of the
OPEP software (Baradat et Labbé, 1995). The trial comprised a total of 90 rows with 6 linear plots
of 5 plants on each. The 92 available S1 lines were arranged into 27 incomplete blocks of random
genetic composition with 20 plots (10 rows of two plots) in each. The number of replications per
line was six for most of them (86) and between three and five for six other families due to an
insufficient number of seeds. The between-plant spacing was the same between and within row
(0.5 m). The blocks were therefore square-shaped (5.5 m x 5.5 m). The position of each plant was
referenced by two coordinates: row and abscissa, using the between-plant spacing as unit, to
process data according to the spatial statistics described below.

Culture conditions

The experiment was established during the 1998 rainy season at the National Centre of

Agronomical Research of Bambey (14.42°N and 16.28°W), located in the sub-Sahelian zone of
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Figure 2. Distribution of rain during the rainy season 1998 in Bambey. The total rain was 350 mm



Senegal. The soil of the Bambey Station is sandy (91-94%) with a low clay content (3-6%) as the
most part of the soils of the “Senegalese Groundnut Basin”. Two seeds pre-treated with Granox
(Captafol 10%-Benomyl 10%-Carbofuran 20 %) to protect them against soil-borne pests and
diseases, were hand-sown per hole, at a depth of about 4 cm. The seedlings were thinned to one
per hole one week after sowing. In order to don’t deviate from the farmers’ usual cultural practices
for groundnut, no fertilizer was applied. The crop was protected against pests and maintained
weed-free throughout the study.

The experiment was sown on July 21%, after the first significant rainfall. The plantlets were
irrigated with 20 mm, one week after sowing in order to assure a good rooting. The plants were
harvested 90 (October, 20) or 100 days (October, 30) after sowing according to the precocity
group to which the families belonged. The total rainfall was 350 mm, amount slightly underneath
the normal, with severe end-of-season water deficit which is of regular occurrence in this area
(Fig.2). The 100 days varieties were watered with additional 20 mm just after the harvest of the 90
days varieties in order to allow identical conditions of watering for both precocity groups during
the last month of the growing season. The harvested plants were exposed to ambient temperatures
of 30 to 35°C to allow complete drying of haulms and pods to less than 5% pod moisture.
Measurements
All measurements were made on each individual plant. Pod and haulm yields were determined as
the dry mass of pods and haulms after air-drying to constant weight. Total weight was the sum of
pods and haulms dry weights. Number of pods and seeds per plant were counted.

Pod and seed quality traits were assessed through five variables: maturity percentage,
shelling percentage, sound mature kernel (SMK) percentage, 100-kernel and 100-pod weights. The
pods were individually hand-shelled to determine the maturity % on the basis on a visual
classification of the colour of the internal pericarp of the hull of opened pods (Williams and
Drexler, 1982). Only SMK were considered in estimating 100-kernel weight.

Data processing

Analysis of variance
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Colum parent | 01 |02 {03 (04 |05 (06|07 (08 {09 | 10|11 |13 |14 |[15|16| 18|19 |21 |23 |24 (28|29 |32 |33 (343638394l

\ @O (@6 @@ |&o @ | @ ©
Row parent :

S1 Parent03 (5) | 28 | 25

S1 Parent 06 (9) 25 26

S1 Parent 07 (2) 24

S1 Parent 10 (2) 25

S1 Parent 14 (5) 25

S1 Parent 15 (3) 28

S1 Parent 16 (3) 25 25

S1 Parent 18 (6) 24 (29 |28 17

S1 Parent 19 (5) 27

S1 Parent 24 (6) 23 1301|3026

S1 Parent 25 (3) 13 28 30

S1 Parent 28 (2) 25

S1 Parent29 (5) | 08 | 21 23 29

S1 Parent 30 (3) 21 26 22

S1 Parent 31 (5) 29 | 28 |29 | 24 29

S1 Parent 32 (3) 17 26

S1 Parent 33 (6) 16 | 10 | 21 30

S1 Parent 34 (4) 26 | 26

S1 Parent 35 (3) ; 23 27 24

S1 Parent 36 (5) 29 26 29

S1 Parent 38 (6) 28 | 30

S1 Parent 39 (3) 22 30

S1 Parent 40 (3) 27 22 29

S1 Parent 42 (5) 29 22 26 (29 | 24

S1 Parent 43 (7) 24 | 53 22 24 | 25 26 25

S1 Parent 44 (4) 25 30 25 29

Figure 3. Compacted half-diallel mating design with 37 S1 parents and 72 S1 families obtained by selfing 1 to 3 plants from F1 families.
For each cross the number of available S1 plants is given. For each S1 parent the number of crosses in which it was implied to obtain the F1 progenies is indicated
between brackets (from 2 to 7). This number of crosses per parent is given only for the row entry is the same parent also exists as column entry.



After merging the scarce reciprocal crosses and eliminating doubtful or non-interconnected
families (Searle 1987, pp. 139-168) data analysis concerned only 72 S1 families from the 92
represented in the field trial. The resulting mating design concerned 37 parents out of the 44 initial
ones (Fig. 3). The biometrical analyses were carried out using the DIOGENE software, the
environmental variation being controlled using the Papadakis++ model included in this library
(Baradat and Perrier, 2003). The statistical model used was a simplification of the general model
for diallel analysis of variance (Griffing, 1956). The procedure developed for unbalanced designs
by Garretsen and Keuls (1977) for the random model was used to estimate the components of
variance and covariance due to the general and specific combination aptitudes. The statistical

model for the half-diallel model is written as follows:

Yijli =H+aitajtsijt By teijil

where : 4 is the general mean, g; and g j are the general aptitude to the combination of the

parents i and j, sij is the specific aptitude to the combination of the couple (iy), f f 1is the fixed
effect of block £, and ¢ ijkl is the individual deviation to the mean family adjusted to the block.

The half-diallel model implemented by DIOGENE allows the exclusion of self pollinations so as
not biase the estimates of genetic parameters (Table 2).

Table 2. Model of analysis of variance of the half-diallel with random genetic effects and fixed

block effects
Mean square and variance effect |DF Mean square expectation, E(MS) F test
block, MS), B-1=26 5 B o MSy/MS,
og+[1/B-1)] Zn,_k_ﬂk) unbiased
k=1
General aptitude, GCA, MS,, o2 |P1=36 | 62+ k162 + ko2 MS,/MS,
biased
Specific aptitude, SC4, MS;, o2 | F=3° | 63+ k302 MS,/MS,
unbiased
intra-family, MS,, o2 N-C-B+1 | -2
ntra-family, MS,, o% opie o5

B:number of blocks, P:number of parents, C:number of confounded reciprocal crosses, N: total number of
plants. The F test on nonzero of the GCA variance is realised according to the MS of SCA. It is biased if the
half-diallel is non-orthogonal and unbalanced. The F test on nonzero of SCA variance is realised according to
the intra-family MS. It is unbiased in every case.
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The intra-family variance is estimated by the intra-family MS: 5—% = MS,

The genetic model used doesn't take account of epistatic effects of genes, so the phenotypic,
additive and dominance variances, respectively 0'%3 , O'i and 0'% , of random effects are given by

the following expressions:

0'% = az(yijkz) =204+cf+0}

gﬁ =1+ F/4cov(HS)=1+F /452

o=+ F)*/4[cov(FS)-2cov(HS)]= (1+ F)*/ 453

where : cov (HS) is the covariance between Half-Sib families, cov () is the covariance
between Full-Sib families and F is the inbreeding coefficient estimated to 0.375 for the S1
families.

Genetic parameters

The heritabilities and Coefficients of Genetic Prediction (CGPs) and heritabilities were calculated
on adjusted values according to the block effect.
The heritabilities were classically defined by:
- Narrow sense heritability:
hns=c ii /op
- Broad sense heritability:
h;;s 2 (o*zA + Gb)/afp
The CGPs of the measured traits were estimated at the individual level. The
concept of CGP is a generalisation of heritability when two traits are considered. After Nei (1960)
and his definition of "co-heritability", Baradat (1976) gave this name to the standardised
regression of genetic (or genotypic) value of one trait on the phenotypic value on another trait (the

values are expressed into phenotypic standard deviations). This genetic parameter was promoted

by Van Buijtenen (1992) as practical way to compare the efficiencies of direct versus indirect
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selection. Considering a ¢ x ¢ matrix of CGPs concerning ¢ traits, the ratio of diagonal CGP of

trait x; (heritability of this trait) on an off-diagonal CGP directly gives the relative efficiency of
direct selection of trait xj compared to indirect selection of x; using xj’ as predictor. For two

different characters, x;and x}, its general formulation is as follows:

CGP(xl,xl") = covG(xl, xI") |o p (xl)o (3" |

As heritability, the CGP is defined at narrow and broad sense. It is symmetric and comprised
between -1 and +1 as a correlation coefficient.

Significance and confidence intervals for the variance components and genetic parameters have
been assessed using an all-but-one resampling Jackknife procedure (Lebart et al., 1979; Saporta,

1990) implemented in an automatic way by the DIOGENE software.

Selection indices and genetic gains

A high levels of dominance and environmental variance having been noted, first step was to
compute an adjustment of values using a method derived from Papadakis (1937, 1940; Dagnelie
1989; Pichot 1993) implemented on the DIOGENE software. This method allows reduce the
environment effect from the phenotypical value of a character, by using a multiple regression on
mean residual value of neighbour individuals.
After this treatment of data, Best Linear Predictors - BLP - selection indices (Henderson, 1977)
established on the basis of a linear combination of C predicted traits, were computed, following
the general model:

L

I=3b;8;(xp)
/=1
where g ;(x7) is the predicted average genetic value of individual (or family) 7 for trait x;

and p; is the relative weight associated to this trait.

The genetic model used, like CGPs, didn't imply any decomposition of genetic sources of
variation, but was based only on the individuals, families and residual effects with corresponding

variance-covariance matrices, only assuming that the actual individuals and families were a
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representative sample of an infinite set of families originating from the same parental pool. Five
traits were involved in the selection indices construction: Pod, Haulm, Mat, Shelling and 100-
K.The indices used only one predicted (target) character, which was its own predictor, associated
with the four other traits used as predictors, with weights 0, to improve index accuracy. They gave
the maximum genetic gains which could be reached for each target trait using or not additional
information on other traits. The index model used was symmetric because the five target characters
were the same as the predictor characters: in this case each variable predict its own genetic value
and the genetic values of the four other characters. Six indices series were computed to find the
expected genetic progresses for these traits considering only the additivity genetic value. The level
of selection pressure considered was 5%. The indices were calculated for a combined individual-
family selection and for family based selection. The first five ones series of calculated indices
maximised the genetic gains for the trait affected by the coefficient one and the sixth gave the best
combination of genetic gains according agronomical weight of traits.The expected genetic gains
for every index calculation were computed as described by Baradat et al. (1995) in a general
synthesis about allocation of predictor and target traits in a selection index. The quality of the
prediction is assessed by the values of the correlation coefficient between the maximum theoretical
genetic gain on target traits (H) and index (I), r (H,I) (Baradat et al., 1995).

Results

Preliminary analysis

Results from the analyses of variance using the non-orthogonal with fixed effect model realised on
the initial values of the ten agronomical variables are shown in Table 3. High significant block,
family and interaction block x family effects (P<0.05) were observed on all variables studied.
These highly significant effects justify fitting the values to the fixed block effect before the diallel
genetic analysis.

Diallel analysis of variance

The diallel analysis according to the random model of Garretsen and Keuls (1977) without

reciprocal effects estimated correlations of GCA and SCA effects for each measured trait.

Chapitre 2. Variabilité et contrdle génétiques des caractéres agronomiques en conditions de sécheresse

49



Correlations of GCA and SCA effects are identical to those of additive effects and dominance
effects, respectively, because the only term that differentiate these effects estimates is the
inbreeding coefficient value which disappears in the correlation calculation. The results of this
analysis are given in table 4 for the correlations of GCA effects and in table 5 for those of
environmental effects.

The general interpretation of the correlations of GCA and SCA concerns the relationships
between traits according to the breeding method used. As pod-yield is generally the main targeted
traits, we will consider particularly the effect of selection for high yield on other traits. Since in a
strategy of recurrent selection, the genitors choices will be funded on the additivity, results
presented focused on GCA correlation effects (Table 4). Observed high significant correlations
between GCA effects on pod-yield and other variables except Mat, Shelling and 100-K, indicate
that the response to a selection pressure on pod-yield will be positively related to the other traits
responses (Table 4). However, the three variables Mat, Shelling and 100-K, for which response to
selection are not significantly correlated with the one of pod-yield are crucial quality traits for
groundnut. In addition two of them, Mat and Shelling, are negatively correlated with haulm-yield
whiqh is an important by-product in the Sub-Sahel area. On the other hand, Mat, SMK and
Shelling showed very high GCA effects correlations between each other. The correlations of SCA
effects (referring to dominance, results not shown) with pod-yield, were all significant but the
correlation between pod- and haulm-yield was weak (0.286, P=2.9%). This adds to the probable
difficulty to improve pod and haulm yields correlatively whatever the breeding method used.
Therefore, in the case of selection based on GCA, a special attention must be given when breeding
groundnut for high pod- and haulm-yield in drought conditions in order to not to lower the quality
of the product.

Very high block and interaction block x family were previously observed (Table 3). The
correlations of the environmental effects measure, by definition, the relationship between
responses of two characters to the environment and thus reflect the physiological (or functional)

relationships between characters. The results presented in table 5 show that the end-of-season
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drought which is the main environmental constraint imposed in the experiment had similar effect
on quantitative characters of yield and also on the maturity percentage: correlations were very high
between pod-yield, number of pods and seeds, which are yield components. Highly significant
correlation were, as well, observed between pod-yield and haulm-yield, size of pod (assessed by
100-P) and the maturity percentages. On the contrary these environmental correlations were very
weak or non-significant with quality traits as Shelling, SMK and 100-K. For the last parameter the
absence of environmental correlation with pod-yield can be explained by the method of
measurement which only uses sorted “better” seeds. On the other hand, the environmental effect
on Mat had a high level of correlation with those on Shelling, SMK and 100-K. In summary the
environment had strong effect on quantitative variables but no correlative effect on quality variable
except for Mat. However environmental effect on Mat was related to effect on other quality traits.
Genetic parameters
The percentages of additivity from the genetic variance were inferior to 50% for the ten traits
except for SMK (Table 6). The pod and seed size (100-P and 100-S) showed a very low proportion
of additivity, 11.55 and 17.88 % respectively, hence they will be probably extremely difficult to
improve using genealogical selection from few numbers of initial crosses. Large differences
between broad sense and narrow sense heritabilities on all variables suggest the preponderance of
dominance effects but also strong environmental effects on these variables. The greatest values of
broad sense heritabilities were observed on 100-P and 100-S with 0.918 and 0.771, respectively.
Since very large differences are observed between broad and narrow sense heritabilities on fruit
size, micro-environmental effects or genetic bias are probably stronger on these variables. Main
consequences on the selection process are that the genetic progresses will be slow and uncertain on
all variables except SMK if non-desirable environmental effects are not adequately controlled.
CGPs refer to the concept of generalised heritability. Its calculation involves the
environmental variance in denominator contrary to the genetic correlation coefficient. They have
been estimated at the narrow sense to determine notably how yield traits are related each other and

if they can predict quality traits under water stressed conditions. CGPs estimates established at the
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narrow sense show that they are generally significantly different from zero but with low values as
expected giving the weak values of h? (Table 7). Generally CGPs between yield components are
positives and highly significant whereas CGPs between yield components and quality traits are no
significant and/or negative except for Nb-Seed in some cases. On the other hand high significant
negative relationship between haulm yield and maturity indicates a genetic relationship between
these two traits.

Selection indices and genetic gains

Selection indices computations involving five traits after their phenotypical values were adjusted
using a Papadakis (1937 and 1940) derived method (cf Data processing). Six series of five indices
(one by target trait) were established (Table 8). The first five indices calculated maximized the
genetic gains for the trait with coefficient 1 and the aim of the last one is to obtain the best
combination of genetic gains. Only additive genetic value was considered because in our specific
case the empirical choice of one to three individuals for selfing from F1 to S1 may have produced
a genetic bias in the estimate of ASC effect as these selfed individuals are not warranted to be
representative of the initial cross gave. Data presented in Table 8 were established for combined
individual-family genetic value. A selection pressure achieved on Pod (Table 8, series 1) allowed
positive gains on all other considered traits. However, if the selection pressure is realised on
Haulm (Table 8, series 2) or on Mat (Table 8, series 3), the genetic gains will be considerable on
the target variable it-self but the expected genetic gains on Mat (when Haulm is targeted) and on
Haulm (when Mat is targeted) will be negative. Selection pressure on Shelling led to limited gains
or losses on other traits except on Mat (Table 8, series 4). Selection pressure on 100-K drew also
considerable gain on Haulm but limited gain on Pod and losses on Mat (Table 8, series 5). The
best combination of expected genetic gains with a selection pressure of 5% on these traits gave
genetic gains of near of 20% on Pod, 15% on Haulm 13% on Mat and 4% on Shelling and 100-K
(Table 8, series 6). Data concerning indices computations with selection made at the family level
showed genetic responses very similar (results not shown). The quality of these predicted selection

responses measured by r (H,I) were higher for the family selection than for the individual
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selection. In conclusion the best trait to be targeted is pod-yield because it own selection leads to
the higher genetic gains on itself and do not lead to losses on other traits. On the other hand
considering the individuals level do provide additional genetic gains whatever traits.

Discussion

Groundnut grown in the Sahel is very often affected by water deficit occurring during the pod-
filling phase, which usually coincides with the end of the rainy season (Khalfaoui, 1991a;
Nageswara Rao et al., 1985), the rainy season 1998 constituted a good representation of this
situation. In addition to a decrease of the production, the major effect of the drought is to create a
very strong variability of phenotypical responses depending notably on micro-variations of the soil
structure. These spatial and micro-spatial variations in annual plants performances are the main
characteristic of variety responses under drought (Williams, 1992; Richard, 1996; Ntare, 1999;
Turner et al. 2001). The functional relationships between characters, reflected by the correlations
of the environmental effects are especially useful in this context. The fact that the environmental
effect on maturity correlates well with the one on pod-yield whereas addititive effects of both
variables were not correlated may explain difficulties to identify favourable traits (Subbarao et al.,
1995) and to distinguish genetic effects and physiological relations in the breeding process for
drought.adaptation (Khalfaoui, 1990a).

The absence of correlation of the GCA effects between pod-yield and Mat on the one
hand, and between Shelling and 100-K on the other hand, poses a particular problem for groundnut
breeding. Low values of the maturity percentage lead to aflatoxin contamination that depreciates
strongly the product as food and for the foreign markets (Mehan et al.; 1995; Holbrook et al.,
2000). High shelling percentage and kernel size (assessed by 100-K) give an increased commercial
value to the product. However but both traits are rarely joined in the same genotype for co-
evolutionary reasons within subspecies Aypogaea (Virginia) and fastigiata (Spanish) (Gregory and
Gregory, 1976; Isleib and al., 1994; Upadhyaya, 2003b). In addition, since the SCA correlation
between pod and haulm-yields is low it would be difficult as well to increase the pod and haulm

yields together using a single cross.
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All traits seem mainly controlled by dominance. This may be explained by the fact that as
the diversity between parents increases, the dominance and epistatic variation have a significant
roles in the inheritance of quantitative traits (Halward and Wynne, 1991; Swamy et al., 2003).But
this dominance may be due to the confounding of ASC and genetic derive. In case of high
dominance the more efficient breeding method should be based on hybrid production however the
strict autogamy and the difficulty in making crosses don’t allow hybrid diffusion for groundnut.
This re-enforces the general recommendation made that multiallellic combinations developed for a
given habitat should be preserved. Intra-population genetic enhancement, as recurrent selection,
constitutes an alternative able to explbit the genetic interactions observed. Major dominance
effects are also due to strong environmental variability. Then, effort must be done to control the
homogeneity of drought pressure. The 100-P and 100-S ecovalences are strongly correlated with
the one of pod-yield, respectively 0.856 and 0.688 (results not shown), therefore the unsteady
genotypes for fruit size will also be unsteady for pod-yield. In other words, when the fruit size does
not vary according to the environment, the pod-yield will probably more stable. This probably
depends on the potential size of the fruit that not must be excessively high in drought-prone area.

Prediction of one trait by another assessed by CPGs provided indication on genetic and
also environmental associations since the environmental variance is involved in the calculation
formula. The main conclusion concerns the negative relationship between haulm-yield and
maturity which indicates that large vegetative aerial development is not associated with an
adequate maturation under drought stress. Previously observed weak environmental correlation
between haulm-yield and Mat gives more significance to this observation. This negative effect of
Haulm selection on Mat which corroborates the negative GCA and SCA correlation of trait creates
a particular difficulty for dual-purpose groundnut (fodder and see production) largely appreciated
in semi-arid zone (Dhéry et al., 1987; Clavel and Annerose, 1997; Omokanye et al., 2001). This is
maybe partly due to differences existing in cycle duration of the lines which were not totally
compensated by additional watering and delayed harvesting. However these important phenotypic

correlations are more probably caused by existing co-adapted gene complexes within the
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groundnut botanical subspecies hypogaea (Virginia) or fastigiata (Spanish) involved in the initial
population (Upadhyaya, 2003a). In effect Spanish type are largely recognised to have shorter cycle
duration and maturation and smaller pods than the Virginia type which have generally larger aerial
part (Isleib et al., 1994; Schilling, 1996; Stalker, 1997).

Selection indices constructions showed that with a selection pressure of 5% it can be
expected high and balanced genetic gains on the three more important agronomic trait on
groundnut, pod and haulm yields and percentage of maturity of pods. However selection pressure
on Haulm had negative impact on Mat. This response could be expected considering the negative
CGP between haulm-yield and Mat. These predictions are superior that hope considering the low
heritabilities values. This is attributed to the multi-character selection advantage but also agrees
with an inheritance study on groundnut under drought that concluded that in some cases selection
based on yield alone would be effective I(Ntare, 1999). Individual-family selection seems to not
improve the genetic gains compared to the family selection. This can be explained by the fact that
the genetic values of families include individuals and related individuals in their calculations.
Conclusion
Intricate features between effects concerning genetic (breakable) and non genetic correlations
(unbreakable) on production and quality characters cause to be difficult the choice of variable to
combine for improving drought adaptation which normally implies yield quality. The selection
indices computations indicated that a selection pressure on pod-yield was the more efficient way to
improve pod and haulm-yield without depreciate the quality of pods. On the contrary if the
selection is targeted on Haulm, the genetic gain will be high on Haulm but limited on Pod and
negative on quality of seed. The rupture of these characters relationship will be difficult because
they probably are under control of co-adapted gene-complexes strongly related due to the
subspecies origin and drought stress selection pressure. Considering the current practise dual-
purpose for groundnut in the Sub-Sahel area and high level of risk of aflatoxin contamination the
recommended a breeding strategy will consist to breed for the higher pod-yield associated to the

adequate maturation. A better way would consist in releasing two kinds of vegetal materials:
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varieties presenting high haulm-yield associated with little size but good quality of kernel and

varieties having high pod-yield probably poor haulm-yield and acceptable quality of seed.
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Table 3. Analysis of variance of groundnut S1 families from the half diallel 37 x 37 for ten

agronomic traits measured under end-of-season water deficit conditions

Factor Block Family Interaction Intra-plot Mean

Df. 26 72 327 1417

Traits'

Tot 14125 9327 1875 1262 89.16
11.19 7.39 1.49
*okk *ok % *okk

Pod 2906 1303 262 203 31.82
14.33 6.42 1.29
* k% * Kk * %k

Haulm 4756 5538 954 653 57.34
7.28 8.48 1.46
*okk * kK *ok ¥

Nb-Pod 5014 2562 500 406 46.60
12.34 6.31 1.23
*okk *k K *okk

Nb-Seed 6202 4267 831 577 47.73
10.75 7.40 1.44
*okk *ok % * ok ok

Mat 965 3254 435 322 53.47
3.00 10.01 1.35
*k K * kK *okk

Shelling 140 343 38 30 66.64
4.71 11.55 1.29
* %k % * %k % * %k %

SMK 392 793 183 130 52.19
3.01 6.10 1.41
* %k *okk * ok ok

100-K 113 835 51 40 35.94
2.86 7.40 1.28
ok ok * kK *okk

100-P 953 4855 235 166 68.97
572 21.06 1.41
*okk *ok ok * ok ok

"'total weight (Tot), pod-yield (Pod), haulm-yield (Haulm), number of pods (Nb-pod), number of seeds (Nb-
seed), percentages of maturity (Mat), shelling (Shelling) and sound mature kermel (SMK), 100-kernel weight
(100-K) and 100 pods weight (100-P)

line 1:MS; line 2:F value; line 3:Probability that F>H, (*, **, *** for 5, 1 and 0.1% of risk errogrespectively)
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Table 4. Matrix of the correlations of GCA effects of groundnut S1 families from the half diallel

37 x 37 for ten agronomic traits measured under end-of-season water deficit conditions

Traits' Tot Pod Haulm Hb Nb Mat Shelling SMK 100-K  100-P
Pod Seed
Tot 1.000
0.000
% % ¥
Pod 0.805 1.000
0.066 0.000
koK Xk %k % %k
Haulm 0.969 0.633 1.000
0.013 0.115 0.000
* %%k * ok ok * K K
Nb-Pod 0.674 0.853 0.524 1.000
0.107 0.082 0.139 0.000
*ok ok Kk kK * ok K
Nb-Seed 0.322 0.821 0.078 0.889 1.000
0.122 0.071 0.138 0.044 0.000
* % % % n.s %k k% %k %k %k
Mat - 0.178 -0.468 0382 0.671 1.000
0302 0.183 0.143 0.168 0.104 0.000
0160 n.s * * * %k % % %k %
Shelling - 0.285 -0.279 0.187 0.556 >1 1.000
0.123 0.156 0.120 0.168 0.109 0.000
0.134 n.s % n.s *k ok A
SMK - 0.424 -0.379 0.506 0.829 0.921 0.905 1.000
0.155 0.159 0.131 0.172 0.093 0.087 0.052 0.000
0146 * %%k * %k %k k % % % % % %k %k %k %
100-K 0.448 0.242 0.483 -0.300 -0.209 -0.366 0.062 -0.181 1.000
0.165 0.210 0.166 0.199 0.190 0.199 0.160 0.211 0.000
* n.s * n.s n.s. n.s n.s n.s %
100-P 0.449 0.497 0378 -0.026 0.121 -0.174 0.480 0.149 >1 1.000
0.195 0.212 0.199 0.268 0.231 0.246 0.203 0.230 0.000
* * n.s n.s n.s n.s * n.s Ak

'total weight (Tot), pod-yield (Pod), haulm-yield (Haulm), number of pods (Nb-pod), number of seed (Nb-
seed), percentages of maturity (Mat), shelling (Shelling) and sound mature kernel (SMK), 100-kernel weight

(100-K) and 100 pods weight (100-P)

line:correlation coefficient (r); line 2:Standard Error; line 3:confidence level of probability that r is different

from 0, noted *, ** *** for 5, 1 and 0.1 %, respectively n.s is non significant.

Chapitre 2. Variabilité et controle génétiques des caractéres agronomiques en conditions de sécheresse

58



Table 5. Matrix of the correlations of environmental effects of groundnut S1 families from the half

diallel 37 x 37 for ten agronomic traits measured under end-of-season water deficit conditions

Traits' Tot Pod Haulm g Nb Mat Shelling SMK 100-K 100-P
Pod Seed
Tot 1.000
0.000
k% k
Pod 0.828 1.000
0.014 0.000
% %k % * koK
Haulm 0.951 0.614 1.000
0.004 0.027 0.000
% %k % % % %k % % ¥
Nb-Pod 0.826 0965 0.631 1.000
0.017 0.009 0.028 0.000
* kK * ok * *kk T okkok
Nb-Seed 0.696 0.886 0.491 0.839 1.000
0.022 0.010 0.031 0.011 0.000
*kk Kok ok KKk Kk % * ok ok
Mat 0.169 0.256 0.097 0.180 0.325 1.000
0.037 0.035 0.039 0.038 0.032 0.000
%k %k * %k ¥ * * % %k %k % % %
Shelling -0.049 0.081 -0.113 0.030 0.257 0.569 1.000
0.041 0.039 0.041 0.039 0.033 0.033 0.000
n.s. * %% n.s ¥k % k%K% *kkk
SMK -0.056 0.080 -0.124 -0.026 0.386 0.544 0.679 1.000
0.034 0.034 0.033 0.035 0.028 0.028 0.023 0.000
n.s * % %k n.s. % k% % % %k %k %k %k % %k %k
100-K -0.023 0.085 -0.079 0.110 0.086 0.488 0.353 0.434 1.000
0.058 0.058 0.059 0.057 0.058 0.067 0.071 0.051 0.000
n.s. n.s n.s. n.s n.s. A% %% * *kok
100-P 0.217 0.437 0.064 0.380 0.677 0.677 0.539 0.739 0.179 1.000
0.086 0.086 0.091 0.126 0.146 0.149 0.139 0.145 0.173 0.000
% * n.s %k % % ¥ % %k Xk £ 3 %k kK n.s. %k %k

'total weight (Tot), pod-yield (Pod), haulm-yield (Haulm), number of pods (Nb-pod), number of seeds (Nb-
seed), percentages of maturity (Mat), shelling (Shelling) and sound mature kernel (SMK), 100-kernel weight

(100-K) and 100 pods weight (100-P)

line 1:correlation coefficient (r); line 2:Standard Error; line 3:confidence level of probability that r is different

from 0, noted *, ** *** for 5, 1 and 0.1 %, respectively

Chapitre 2. Variabilité et contrdle génétiques des caractéres agronomiques en conditions de sécheresse

59



Table 6. Percentage of additivity of the genetic variance and heritabilities of groundnut S1 families

from the half diallel 37 x 37 for ten agronomic traits measured under end-of-season water deficit

conditions
Param. ! Tot Pod Haulm 2 Nb Mat Shell. SMK 100-K 100-P
Pod Seed
cs'za (%) 48.9 33.0 48.2 34.0 42.9 37.0 40.1 54.7 17.9 11.6
h?%, 0.30 0.30 0.34 0.29 0.32 0.42 0.46 0.25 0.77 0.92
W 0.15 0.10 0.16 0.1 0.14 - 0.16 0.19 0.14 0.14 0.11

' %, (%): percentage of additivity in the genetic variance; h?,: broad sense heritability; h%,: narrow sense

heritability

All estimates of heritability coefficients are significantly (P<5%) different from 0
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Table 7. Narrow sense Coefficients of Genetic Prediction (CPGs) of groundnut S1 families from

the half diallel 37 x 37 for ten agronomic traits measured under end-of-season water deficit

conditions
Traits'  Tot Pod Haulm Nb Nb Mat Shell. SMK 100-K 100-P
Pod Seed
Tot 0.148
0.029
%k kK
Pod 0.097 0.099
0.025 0.029
% ¥k * ¥k
Haulm 0.150 0.080 0.163
0.030 0.023 0.032
* ok k% * %k
Nb-Pod 0.081 0.084 0.066 0.098
0.023 0.024 0.024 0.028
* Kk % %k %k % Kk kK%
Nb- 0.056 0.095 0.012 0.102 0.135
Seed 0.022 0.026 0.021 0.026 0.029
% k k¥ n.s. % %k %k % % %k
Mat -0.046  0.022 -0.075  0.047 -0.022  0.157
0.023 0.025 0.022 0.024 0.031 0.030
* n.s. %k k X n.s. %k %k
Shell. -0.020  0.039 -0.049  0.025 0.088 0.197 0.186
0.022 0.023 0.023 0.024 0.024 0.025 0.000
n.s. n.s. * n.s KR Lt L i
SMK -0.022  0.049 -0.057 -0.059 0.113 0.135 0.145 0.138
0.021 0.022 0.021 0.021 0.023 0.023 0.026 0.026
n.s %k % %k %k %k )k ¥k %k %k %k *kkk %k %k %k
100-K  0.064 0.028 0.072 -0.035 -0.029 -0.054 0.010 -0.025 0.138
0.027 0.028 0.027 0.026 0.027 0.029 0.026 0.028 0.040
* n.s ¥k n.s I.S. * n.s. n.s. AW
100-P 0.056 0.051 0.050 -0.003 0.014 -0.022  0.067 0.018 0.124 0.106
0.029 0.031 0.028 0.028 0.028 0.031 0.027 0.029 0.039 0.044
n.s. n.s. * n.s. n.s. n.s. * n.s. A *

'total weight (Tot), pod-yield (Pod), haulm-yield (Haulm), number of pods (Nb-pod), number of seed (Nb-
seed), percentages of maturity (Mat), shelling (Shell.) and sound mature kernel (SMK), 100-kernel weight

(100-K) and 100 pods weight (100-P)

line 1:CPG estimated at the narrow sense; line 2:Standard Error; line 3:confidence level of probability that

CPG is different from 0, noted *, ** *** for 5,1 and 0.1 %, respectively

Diagonal CGPs are the h?, (prediction of the genetic value of the trait by its own phenotypical value)
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Table 8. Expected genetic gains (in %) for the five target traits with a selection pressure of 5% and
the relative weights of each trait by choice of the best hybrid combinations based of the breeding

values of the parents

Trait' Coeff Expect’ LB UB
Series 1

Pod 1 23.72 22.75 24.67

Haulm 0 22.17 20.97 23.35

Mat 0 1.94 0.83 3.04

Shelling 0 0.91 0.54 1.28

100-K 0 3.74 2.79 4.69

r (H,1)*=0.56 0.56 0.57

Series 2 Pod 0 17.11 16.09 18.12
Haulm 1 30.72 29.78 31.65
Mat 0 -9.91 -10.85 -8.99
Shelling 0 -1.55 -1.88 -1.23
100-K 0 7.57 6.73 8.41
r (H,)=0.59 0.58 0.59
Series 3 Pod 0 2.09 0.88 3.28
Haulm 0 -13.82 -15.09 -12.59
Mat 1 22.02 21.37 22.68
Shelling 0 5.36 5.11 5.61
100-K 0 -0.83 -4.38 -2.63
r (H,I)=0.58 0.57 0.58
Series 4 Pod 0 3.88 2.29 5.44
Haulm 0 -8.53 -10.32 -6.89
Mat 0 21.12 20.43 21.82
Shelling 1 5.59 5.31 5.85
100-K 0 -0.83 -1.83 0.17

r (H,D)=0.58 0.58 0.59

Series 5 Pod 0 8.09 5.99 10.18
Haulm 0 21.21 18.97 23.44
Mat: 0 -7.03 -8.88 -5.19
Shelling 0 -0.42 -0.94 0.09
100-K 1 10.97 10.20 11.74
r (H,))=0.49 0.48 0.50
Series 6 Pod 18.50 17.29 19.71
Haulm 14.45 12.94 15.96
Mat 12.58 11.62 13.54
Shelling 3.84 3.52 4.16
100-K 3.72 2.74 4.71
r (H,)=0.57 0.56 0.58

! Traits are pod-yield (Pod), haulm-yield (Haulm), percentages of maturity (Mat), shelling percentage
(Shelling), and 100-kernel weight (100-K)

2 Coeff. is the coefficient of the trait in the indice calculation

3 Expect. is expected genetic gains with indications of LB and UB (lower and upper bonds)

“r (B, is the correlation coefficient between the maximum genetic gain and the indice for each indice

calculation series
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2.2. Synthése des résultats

2.2.1. Contrble génétique des caractéres

L’analyse du plan de croisement en demi diall¢le incomplet de Pop 3 a été réalisée selon le
modele aléatoire de Garretsen et Keuls (1977). Les résultats ont concerné 10 caracteres
agronomiques considérés comme les plus importants sur I’arachide. Des corrélations
importantes entre les effets additifs (AGC, Aptitude Générale a la Combinaison) du
rendement en gousses et ceux de certains autres caractéres ont été mises en évidence.
Cependant les effets additifs, donc héritables, des rendements en gousses n’ont pas été
corrélés avec ceux des taux de maturité, du coefficient au décorticage et de la taille des
graines, caractéres de qualité trés importants sur I’arachide. Dans le méme temps ces effets
étaient trés liés entre eux pour ces trois derniers caractéres. Par ailleurs, les relations
fonctionnelles entre caractéres, bien traduites par les corrélations des effets
environnementaux, ont montré que rendement et maturité étaient les deux variables les plus
affectées par les micro variations environnementales alors que I’absence de corrélation
d’AGC entre ces caractéres signifie qu’une pression exercée sur I’un de ces caractéres
n’entrainerait pas forcément d’effet positif sur I’autre. Des relations complexes sur le
contrble génétique ont donc été mises en évidence sous la contrainte hydrique. Elles
soulignent le risque d’exercer une pression de sélection sur le rendement uniquement sans
contrdler les caractéres qualitatifs et notamment la maturité. En effet si le rendement est
privilégié et que des valeurs basses sur les taux de maturité sont obtenues, cela pose un
probléme particulier sur I’arachide, celui du danger important de contamination par
I’aflatoxine. Cette toxine trés puissante rend la consommation du produit trés dangereuse
pour la santé et son exportation impossible (Mehan et al., 1995 ; Holbrook et al., 2000).

La plupart des caractéres mesurés ont montré un contrdle génétique majoritairement
dominant et non additif ce qui devrait conduire a privilégier la sélection d’hybrides et a
¢viter la sélection généalogique. Or, du fait de la stricte autogamie de I’arachide et de la
difficulté d’obtenir des populations de sélection, la pratique courante sur arachide est
orientée vers la sélection généalogique a partir de croisements simples. A cet égard, la
sélection récurrente qui permet dans une certaine mesure de tirer bénéfice des effets de

dominance, est donc intéressante. Néanmoins ces effets de dominance pourraient étre liés a
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la diversité génétique entre les parents d’origine et aux fortes interactions
environnementales. Dans notre plan de croisement particulier, les composantes de la
dominance ont probablement été majorées par le fait que les 1 a 3 individus choisis au
hasard pour le passage en S1 n’étaient par forcément représentatifs du croisement initial ce
qui a entrainé une «derive génétique ». Ainsi, dans la suite de I’étude, seules les
prédictions et espérances de gains génétiques au sens large prenant en compte 1’additivité.
Il est néanmoins important que les effets micro-environementaux qui entrainent le mémé
type de biais soient diminués par des dispositifs d’étude et d’analyse spécialement adaptés,

ce qui semble difficile & réaliser en conditions de sécheresse.

2.2.2. Prédiction génétique d’un caractére par un autre

La qualité de la prédiction génétique d’un caractére par un autre a été évaluée par le calcul
de coefficient de prédiction génétique au sens strict (CPG, Nei, 1960 ; Baradat, 1976). Le
CPG fournit des indications sur les relations génétiques mais aussi environnementales qui
lient les caractéres. La principale conclusion tirée des calculs de CPG concerne la relation
négative entre le poids de gousses et de fanes avec la maturité des gousses. Ce résultat
indique qu’une biomasse aérienne importante est souvent associée a une mauvaise maturité
des gousses. Ce point, comme le précédent sur les corrélations d’AGC, pose un probléme
pratique. Dans les zones a faible potentiel agricole comme le Sahel, la demande sociale est
trés forte sur des produits a utilisations multiples, a la fois fourrage pour le bétail, huile
artisanale pour la consommation humaine et produit de rente pour I’industrie de
transformation en huile. Ces résultats montrent qu’un programme de sélection visant la

création d’une arachide & usage mixte trouverait rapidement ses limites.

2.2.3. Index de sélection

Les constructions d’index de sélection sur les cing principaux caractéres agronomiques et
technologiques de I’arachide (poids de gousses, de fanes, taux de maturité, coefficient au
décorticage et taille des graines) ont indiqué qu’une pression de sélection exercée sur le
rendement en gousses était la voie la plus efficace pour améliorer ce méme rendement en
gousses. Les calculs d’index ont montré par ailleurs, qu’une pression de sélection exercée
sur le rendement en gousses permettrait aussi d’améliorer significativement le poids de
fanes et le taux de maturité malgré I’absence de corrélation d’effets génétiques mise en

évidence précédemment par le calcul direct. Ces estimations de gains génétiques réalisées
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par le calcul d’index montrent que 1’on peut obtenir une amélioration du rendement et de la
maturité simultanément si la sélection s’exerce sur le rendement uniquement, en dépit des
faibles héritabilités des caractéres considérés. Il faudra néanmoins accorder une attention
particuliére aux caractéres qualitatifs pour éviter leur dérive car ils sont hérités
indépendamment du rendement en gousses. En revanche si la sélection est ciblée sur le
poids de fanes, la qualité des graines sera dépréciée, ce qui confirme le résultat précédent
sur les CPG. Dans le cas d’une utilisation mixte des produits arachidiers, il semble donc
que deux types variétaux distincts doivent étre proposés aux utilisateurs afin d’optimiser
les gains génétiques.

Sur le plan méthodologique, les calculs d’index ont montré que les sélections combinées
individus-familles, qui exigent des mesures individuelles et non des moyennes familiales
des caractéres, n’amélioraient pas les gains génétiques attendus par rapport & des mesures
familiales. Ce résultat doit étre pondéré car les valeurs génétiques intervenant dans le
calcul d’index ont tenu compte de la valeur des caractéres sur les individus et sur leurs

apparentés.

2.3. Conclusion

Cette étude a permis de confirmer que les héritabilités au sens strict des caractéres
agronomiques sous contrainte hydrique étaient faibles. Dans le cadre d’une sélection
directe sur caractéres agronomiques, le moyen le plus str d’améliorer le rendement en
gousses est d’exercer une pression sur le rendement en gousses lui-méme en contrdlant leur
maturité. En revanche, une forte pression sur la biomasse aérienne entrainera une forte
baisse de la qualité des graines et notamment une baisse de leur niveau de maturité.

Sur le plan appliqué, ce programme a eu des retombées sur le développement agricole.
Afin de satisfaire & une demande en cultivars améliorés, des sélections généalogiques ont
démarré dés le deuxieéme cycle de sélection. Elles ont permis la diffusion de 4 nouvelles
variétés dont le rendement et/ou la qualité est supérieure aux anciens cultivars dans le

circuit de la production de semence.
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CHAPITRE 3

CARACTERES ASSOCIES A LA PRODUCTION EN
CONDITIONS DE DEFICIT HYDRIQUE DE FIN DE CYCLE
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3.1. Introduction

Dans le Nord et le Centre du Sénégal la pluviométrie a été tres réduite depuis les
sécheresses intervenues dans les années soixante-dix (Figure 4, chapitre 1). Les saisons des
pluies (appelées hivernages) sont également devenues plus courtes : les pluies démarrent
souvent plus ou moins t6t en juillet pour se terminer en début octobre. Le schéma le plus
fréquent est un retard dans le démarrage des pluies qui ne laisse alors plus qu’une
cinquantaine jours d’alimentation hydrique correcte pour les plantes car les fins
d’hivernage sont régulierement observées en tout début octobre (Sikavumar, 1988).
L’arachide dont la résistance a la sécheresse est largement reconnue est I’espéce la plus
cultivée dans la partie la plus seéche du « Bassin Arachidier » sénégalais. Son cycle
théorique de culture a donc été réduit et de ce fait elle est généralement cultivée en
conditions de déficit hydrique de fin de cycle (Annerose, 1988; Ndunguru ef al., 1995).

Le travail de création variétale conduit au Sénégal a permis de proposer cinq nouvelles
variétés précoces possédant un rendement amélioré en conditions de déficit hydrique en fin
de cycle par rapport au témoin 55-437. La variété 55-437 a été développée au Sénégal en
1955, son excellente adaptation a la sécheresse en fait un cultivar encore aujourd’hui
largement utilisé dans les pays du Sahel (Greenberg et al., 1992 ; Ndunguru et al., 1995).
Les nouvelles lignées, d’un cycle équivalent ou plus court que celui de 55-437, ont été
évaluées durant plusieurs années dans les conditions naturelles des hivernages notamment
au niveau de la station expérimentale de Bambey (14,42°N et 16,28°W) située au cceur de
la zone ciblée entre les isohyétes 300 et 500 mm (Figure 4, chapitre I). Le comportement
agronomique de ces nouvelles variétés était connu mais les distinctions fines sur la
phénologie, le développement folaires et les caractéres physiologiques restaient a préciser
notamment dans des conditions de bonne alimentation hydrique.

L’objectif de I’étude conduite était de comparer les génotypes au plan phénologique,
développemental et physiologique en condition d’alimentation hydrique contrlées au
champ (irrigation d’appoint et suivi du statut hydrique du sol) et de préciser les conditions
d’expression des différences variétales en termes de période de mesure. L’étude a porté sur
I’expression de la précocité (floraison et maturité), les rendements et certains caractéres liés
au rendement (répartition des assimilats vers les gousses, p, et indices de résistance-

sensibilité au stress), la qualité des gousses produites, I’indice foliaire et la transpiration.
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2)

Planche III. 1) Prélevements de disques foliaires sur une arachide de 70 jours pour la
mesure des CRE, 2) Analyse de la maturité des gousses apres la récolte (gousses
matures en haut et gousses immatures en bas), 3) Variétés SR1-4(premier plan) et
Fleur 11, 10 jours avant récolte (photos Clavel)
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Les corrélations entre les caractéres mesurés et les rendements ou les indices de résistance-
sensibilité au stress ont été calculés afin de déterminer si les trais considérés pouvaient étre
utilisés comme critére de sélection sur 1’arachide (planche III).

Cette étude a fait I’objet d’un article intitulé « Potential agronomic and physiological trait
of Spanish groundnut varieties (4drachis hypogaea L.) as selection criteria under end-of-
cycle drought conditions », par Dani¢le Clavel, Benoit Sarr, Edouard Marone et Rodomiro

Ortiz, publi¢ dans Agronomie.
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Abstract — Groundnut grown in the Sahel is often exposed to end-of-season drought. The aim of this study was to identify traits associated with
yield variation during end-of-cycle water deficit, which could be used as selection criteria. Five new selected Spanish varieties (80-90 days)
were compared with the check cultivar, 55-437. Earliness and general adaptation of the varieties did not impair the expression of significant
genetic variation for some traits relative to flowering, productivity and physiology. The partitioning coefficient (p) and yield under water stress
conditions of the five varieties were higher than those of cultivar 55-437. The water deficit affected leaf area index, relative water content and
transpiration at about 2 weeks after the occurrence of water deficit at the soil level. Since genotypic differences seemed to be greatest at this
time, measuring physiological traits during this period may provide useful information for breeding early groundnut varieties under end-of-

season water deficit conditions.

Spanish groundnut / drought adaptation / end-of-season water deficit / selection criteria / traits variation

1. INTRODUCTION

Groundnut (Arachis hypogaea L.) is a major oilseed and
cash crop in the Sahel. It is cultivated mainly during the rainy
season, characterised by low rainfall ranging between 300 and
600 mm, poor rainfall distribution and high variation. The
growing season is short, starting more or less early in July and
ending regularly in early October [22]. This short growing sea-
son is a consequence of the significant reduction in the length
of the rainy season, which since 1970 has been linked to the
deteriorating rainfall conditions in the Sahel [13]. In this con-
text, groundnut is mainly cultivated under water-limited envi-
ronments [23].

Water deficit stress occurring during the seed-filling phase
has been observed to cause the greatest reduction in groundnut
pod yield [14]. Stress occurring at the pod-development phase
is found to be detrimental to several physiological and bio-
chemical processes [17]. Groundnut grown in the Sahel is very
often affected by water deficit occurring during the pod-filling
phase, which usually coincides with the end of the rainy season
[19]. If selection is based only on drought-escape mechanisms,
which are mainly provided by the genotype’s earliness, yield
would be limited particularly under abundant rainfall condi-
tions. The development of groundnut cultivars that withstand
water deficit stress better during the pod-formation and pod-

* Corresponding author: clavel @cirad.fr

filling stages is therefore an important research objective for
this region.

A wide range of putative selection criteria that could be used
to increase drought tolerance in plants is available. There are,
however, very few examples of success obtained using physi-
ological traits in breeding programmes [25]. The main reason
for this is that few of these traits have been studied in terms of
their functional significance to seed yield [2, 25]. In addition,
screening techniques using these traits have usually proved to
be laborious and costly [20, 25]. Physiological traits that con-
tribute to drought resistance in groundnut have, however, been
identified [18, 28, 15], but they have had very little relevance
to breeders. The approach developed here therefore focuses on
testing a range of agronomic and physiological traits in order
to identify those that could be useful for selecting drought-tol-
erant genotypes under the targeted environment.

Research work conducted in Senegal has led to the creation
of early groundnut cultivars through precocity transfer and
association of favourable physiological and agronomic traits
using recurrent selection [5]. The aim of the present study is to
refine the comparative assessment of yield, phenological, phys-
iological and seed quality traits under both end-of-cycle drought
and well-watered conditions. The extent of the variation of
these traits between genotypes, and their relationship to grain
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Table I. General description of the six Spanish groundnut varieties from Senegal studied in the experiment conducted in 1994, 1995 and 1996.

Variety Origine Botanical Cycle Pedigree Comments

designation classification duration?

55-437 Isra-Cirad! Spanish 90 Unknown: ancient selection (1955) Commonly cultivated cultivar from Africa

Fleur 11 Isra-Cirad Spanish 90 Spanish x Virginia (China origin) Recently released in Central Senegal

GC8-35 Isra-Cirad Spanish 80 55-437 x Chico (genealogical Recently released in Northern Senegal
selection)

55-114 Isra-Cirad Spanish 80 55-437 x Chico (back-cross selection) Experimental line

55-138 Isra-Cirad Spanish 80 55-437 x Chico (back-cross selection) Experimental line

SR1-4 Isra-Cirad Spanish 90 Recurrent selection from a population Experimental line

selected for drought adaptation

U nstitut sénégalais de recherches agricoles — Centre de coopération internationale en recherche agronomique pour le développement.

In days, from sowing to maturity under rainfed conditions in Senegal.

yield, will be analysed in order to identify useful selection cri-
teria for breeding cultivars with increased yield under drought.

2. MATERIALS AND METHODS

The experiment was conducted during the 1994, 1995 and
1996 rainy seasons in the field, located at the experimental sta-
tion of the National Centre for Agronomic Research in Bam-
bey, Senegal (14.42°N, and 16.28°W). This is one of the centres
of the Senegalese Institute of Agricultural Research (ISRA).
The station is situated in the semi-arid zone (isohyets 400-500)
of the “Groundnut Basin” of Senegal.

2.1. Plant material

The study was carried out on six early Spanish varieties, all
of which were developed in Senegal, within the framework of
a European project aimed at improving groundnut adaptation
to drought (Tab. I). Three of these varieties have an 80-day (d)
cycle and the other three a 90-d cycle. One of the 90-d cycle
varieties, cultivar 55-437, commonly grown in the Sahel [11,
19], was used as a check. The others were chosen for physio-
logical studies (1996 experiment) because they generally pro-
duced higher yields than 55-437 under natural end-of-cycle
drought conditions.

2.2. Experimental conditions

The plants were sown on a sandy (91-94%), ferruginous
tropical soil with low clay content (3-6%) which is very fre-
quent in the sub-Saharan region. Two seeds, pre-treated with
Granox (Captafol 10%-Benomyl 10%-Carbofuran 20%) to
protect them against soil-borne pests and diseases, were hand-
planted per hole, at a depth of about 4 cm. Inter- and intra-row
spacings were 50 cm and 15 cm, respectively. The seedlings
were thinned to one per hole one week after sowing. This cor-
responds to a sowing density of 133 300 plants/ha. In order not
to deviate from the farmers’ usual cultural practices for ground-
nut in the Sahel, no fertiliser was applied. The crop was pro-
tected against pests and kept weed-free throughout the study.
The 1994 and 1995 comparative variety trials were sown in

mid-July after the first significant rainfall. The varieties were
harvested 90 or 80 days after sowing (DAS) according to their
precocity group. These dates corresponded to about ten to
twenty days after the end of the rains. In the 1996 trial, the sow-
ing date was slightly delayed in order to simulate an end-of-
cycle water deficit [19]. Two hand-harvests were carried out
on the 11th and 20th November according to the maturity group
of the genotypes, corresponding, respectively, to 83 and
92 DAS. The harvested plants were exposed to ambient tem-
peratures of 30 to 35 °C so as to allow complete drying of
haulms and pods to less than 5% pod moisture.

2.3. Rainfall pattern and watering regime

The total amount of rainfall recorded during the 1994 and
1995 growing seasons was 494 and 495 mm, respectively.
Though these amounts were the same for the two years, differ-
ences were observed in their distribution. In 1994, 68 mm of
the total amount of rainfall was recorded between 60 and
90 DAS, whereas in 1995, during the same period, 130 mm of
the total amount of rainfall was recorded. Thus a higher water
deficit was produced at the end of the cycle in 1994. During
the 1996 trial, rainfall was supplemented by irrigation using an
oscillating ramp system. Before planting, 30 mm of water was
supplied to all the plots. The first complementary irrigation was
applied 23 DAS. However, plants subjected to water deficit
conditions did not receive any complementary irrigation until
84 DAS, when 60 mm of water was supplied only to the 90-
day cultivars (Fig. 1b). The total amount of water, including the
rainfall three weeks prior to sowing, supplied to the 80-d cycle
genotypes was 319 mm for plants subjected to water deficit
conditions compared with 494 mm for non-stressed plants
(+35%). The total amount supplied to the 90-d cycle genotypes
was 379 mm for plants subjected to water deficit conditions
against 554 mm for non-stressed plants (+32%) (Fig. 1).

2.4. Experimental design

The 1994 and 1995 trials were arranged in a completely ran-
domised block design with four replicates. The plots consisted
of 6.6-m-long rows, with each row containing 41 plants. Data
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Figure 1. Daily rainfall and evapotranspiration (a), irrigation timing
and amounts (b) throughout the 1996 trial.

were collected from the 4 central rows of each plot, correspond-
ing to an area of 12.30 m~.

The experimental design of the 1996 trial was a split-plot
with three replications. Water treatment at two levels, irrigated
and end-of-cycle water deficit, was arranged in main plots.
The six varieties were arranged in sub-plots. There was a total
of 36 sub-plots consisting of 8.4-m-long rows, with each row
containing 27 plants. Data were collected from the 4 central
rows of each plot, corresponding to an area of 8.30 m?.

2.5. Measurements and observations

Soil moisture measurements were made during the 1996
trial using a neutron probe (Troxler 4300, Laboratories,
Research Triangle Park, North Carolina). The probe calibra-
tion, based on gravimetric measurements made in the same
field, was calculated according to the following formula:

HV (cm? cm™) = 0.037X - 0.503, (R? = 0.94; n = 44),

where HV is the soil water content and X the measured neu-
tron count.

Readings were taken weekly through access tubes installed
in the central row of each plot, at distances of 10 cm, at a soil
depth of between 0.1 and 2.7 m. The degree of soil drying was
expressed as the fraction of transpirable soil water (FTSW)

according to the definition of Sinclair and Lecoeur [24] FTSW
can be expressed in terms of water availability as follows:

FTSW (%) = (stock ERD —stock Pf4.2) /
(stock Pf 3 — stock Pf 4.2),

where:

— Stock ERD is the soil water content at the “effective rooting
depth”;

— Stock Pf 4.2 is the soil water content at the permanent wilt-
ing point at the effective rooting depth;

— (Stock Pf 3—stock Pf 4.2) is the difference between total soil
moisture stored in the root zone at field capacity and perma-
nent wilting point;

— ERD was indirectly estimated during soil water deficit from
the intersection point of two successive water profiles when
irrigation was withheld.

The flowering traits measured were date of appearance of
the 1st flower (1st F), date of appearance of at least one flower
on 50% (F50%) and 75% of the plants (F75%) and number of
flowers appearing daily from 20 to 40 DAS (FL-dx). The latter
measurement was made only during the 1996 trial.

Pod and haulm yields were determined as the dry mass of
pods and haulms after air-drying to constant weight. These
measurements were made on the whole area of the given plots,
except for FL-dx, which was only made on five plants from the
given plots.

Seed quality traits were evaluated on a 200 g sample of dried
pods randomly taken from each plot and then hand-shelled. The
maturity, shelling and sound mature kernel (SMK) percentages
were determined. Only sound mature kernels were considered
when estimating the 100-kernel weight in grams. The maturity
% was estimated based on a visual classification of the colour
of the internal pericarp of the hull of opened pods [26].

Leaf area index (LAI) and physiological measurements were
recorded in the 1996 experiment. LAI was computed as the ratio
of sample leaf area to ground area using a leaf area meter (LAI-
2000, LI-COR Inc., Lincoln, Nebraska, USA). The measure-
ments were made weekly, at 36, 44, 51, 58, 64, 79 and 86 DAS.

Leaf transpiration (E), stomatal conductance (G;) and rela-
tive water content (RWC) measurements were made on the
second pair of leaflets of the third leaf, counting from the top
of the main shoot, of three randomly-selected plants in the
given plot. A steady state Porometer (LI-1600, LI-COR Inc.,
Lincoln, Nebraska, USA) was used for measuring E and Gs, at
36, 43, 50, 64, 71 and 78 DAS. RWC was determined by the
gravimetric method, 36, 43, 64, 71, 78 and 90 DAS using the
following formula:

RWC = (fresh weight — dry weight)/
(turgid weight — dry weight).

The measurements were made using 10 0.5-cm-diameter leaf
disk samples obtained using a cork borer. The fresh weight of
the disks was obtained by weighing immediately after they
were punched out. They were then rehydrated for 4 h in the
dark at room temperature, 28 + 1.5 °C, and then reweighed to
obtain the turgid weight. The dry weight was determined after
oven drying for 24 h at 85 °C.
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2.6. Derived measurements

Two drought-response indices, a stress-susceptibility index
(SSI) and a stress-tolerance index (STI) were calculated:

SSI=1-(Ys/Yi)/1-(Ys/ Yi) [9]
STI = (Yi x Ys) / (Yi)? [8],

where Yi is the pod yield of plots subjected to maximum eva-
potranspiration, Ys, the pod yield of plots subjected to water
deficit, and Y's and Yi, the mean yield of all genotypes under
stress and non-stress environments, respectively.

A functional relation derived from the harvest index was
used for analysing yield (Y) variation as follows [7, 25]:

Y=CGRxDrxp, .

where CGR is the crop growth rate, Dr, the duration of repro-
ductive growth, and p the partitioning coefficient of assimi-
lates to pods. The CGRs, PGRs and p were estimated using the
method of Williams [27]:

CGR = Haulm yield + (Pod yield x 1.65) / Dt
PGR = (Pod yield x 1.65) / (Dv — Dr -15)
p=PGR/CGR,

where 1.65 is the fixed adjusting value for the higher energy
of pods [7], PGR is the pod growth rate, Dt is the number of
days from sowing to harvest and Dv is the duration of the veg-
etative phase (from sowing to 50% flowering). For the PGR
calculation, the beginning of the pod-filling phase was taken
as 15 days after the date of 50% flowering according to [19].

2.7. Statistical methods

The data were processed for analysis of variance, means
comparisons and regression analysis using the SAS/STAT
software (version 6.22). Means were compared using the Stu-
dent-Newman-Keuls (SNK) test for single effects or Duncan’s
multiple range tests in the case of significant interaction geno-
type x water regime, at the 0.05 probability level. While yield
is clearly the breeding objective, the relationships between
each measured trait and pod yield or indices were determined
using simple linear regression analysis at the P < 0.005 level,
with the measured trait as the explicative variable.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Soil moisture status

Rainfall and complementary irrigation in the 1996 trial
maintained FTSW values of non-stressed plots between 0.6 and
1.0 for all varieties except Fleur 11, which showed values lower
than 0.6 between 64 and 78 DAS (Fig. 2a). FTSW values
between 0.6 and 0.8 are generally considered as optimum for
maintaining the water status and leaf transpiration of plants
[21]. Under irrigated conditions, therefore, only Fleur 11 could
have been exposed to moderate water deficit conditions
between 64 and 78 DAS (Fig. 2a).

In the case of the stressed plots, FTSW values progressively
decreased below 0.6 to between 0.2 and 0.3, depending on the
variety (Fig. 2b). These values correspond to the threshold
value below which crop productivity is severely affected. All
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Figure 2. Evolution of the “fraction of transpirable soil water”
(FTSW) with time under well-irrigated (a) and stressed (b) conditions
in the 1996 trial.

the varieties studied started experiencing water deficit condi-
tions at about 50 DAS with the exception of Fleur 11, which
started a few days before. This was due to the very poor rain-
fall of 34.5 mm recorded from 40 DAS to harvest (Fig. 1b).

3.2. Yield component attributes

The data obtained from the 1994 and 1995 rainy season trials
generally showed the highest pod yields for Fleur 11 and the
lowest for 55-437 (Tabs. I1 and IIT). In 1996, variety differences
for pod and haulm yields were highly significant (P < 0.01)
under irrigated and water deficit conditions (Tab. IV). Fleur 11
produced the highest pod and haulm yields of 2116 and
4246 kg ha™!, respectively, under irrigated conditions. Under
water deficit conditions, its pod yield of 1049 kg ha™' was
among the highest, while its haulm yield of 2426 kg ha™! was
among the lowest. Converselly, 55-437 showed the lowest pod
yield of 1475 and 791 kg ha™ under both irrigated and stressed
conditions, respectively. Its haulm yield of 4019 kg ha™ was,
however, not significantly affected under water deficit. In
effect, the high drought tolerance of the aerial parts of 55-437,
which is an important by-product in the Sahel, is one of the rea-
sons why this cultivar is still largely cultivated in this region.
The behaviour of the other varieties was intermediate between
that of Fleur 11 and 55-437.
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Table II. Agronomic traits of the six Spanish groundnut varieties measured under rainfed conditions during the 1994 trial (data come from three

varieties trial including other genotypes).

Variety IstF F50% F75% Pod Haulms Maturity Shelling SMK 100-k.w.
(DAS) (DAS) (DAS)  (kgha!)  (kgha™) (%) (%) (%) ®
55-437 (Check) 23.0a 26.0a 27.7b 598.5b 2704.2a 26.2f 64.7bc 35.0b 26.7cde
55-114 22.7a 25.3a 26.2b 841.3a 3018.5a 53.1abc 66.2bc 44 3ab 31.0abc
GC8-35 22.0ab 24.7a 27.0b 612.5b 2466.1a 58.5ab 64.3bc 44 3ab 30.0abcd
55-437 (Check) 23.5a 27.0b 29.0ab 620.6ab 3114.6a 19.7d 62.3ab 37.2ab 25.0cd
55-138 23.0ab 26.0bc 27.0ab 725.7ab 3066.3a 46.0abc 64.3ab 38.8ab 27.3bc
GC8-35 23.0ab 25.0c 25.5ab 681.3ab 3320.1a 59.7a 66.0a 49.6ab 28.7bc
55-437 (Check) 23.5b 26.5abc 30.0 584.6c 27375 58.8cd 68.4abc 56.7 28.7c
SR1-4 25.5b 27.0ab 31.0 533.9¢ 22182 75.6a 74.6a 60.3 36.0abc
Fleur 11 23.0bc 24.5d 25.5 1410.9a 2956.9 61.5¢d 66.1abc 50.3 43.8a

Means followed by the same letter are not significantly different (P < 0.05) according SNK test.
1st F, F50%, F715% = days after sowing (DAS) for the 1st flower appearance, 50%, and 75% of plants flowered, respectively.
Maturity, Shelling, SMK, and 100-k weight = percentages of maturity, of shelling, of sound mature kemels and 100-kernel weight, respectively.

Table INI. Agronomic traits of the six Spanish groundnut varieties measured under rainfed conditions during the 1995 trial (data come from three

varieties trial including other genotypes).

Variety IstF F50% F75% Pod Haulms Maturity Shelling SMK 100-k.w.
(DAS) (DAS) (DAS) (kgha™) (kg ha™) (%) (%) (%) ®
55-437 (Check) 21.7ab 24.0bc 25.3b 952.2a 4074.2a 50.4ab 69.1bc 49.7a 28.2d
55-114 21.7ab 23.3bcd 24.7b 984.0a 3407.5b 49.7ab 67.9bcd 44.4ab 37.4ab
GC8-35 21.0ab 23.3bcd 24.0b 888.5ab 3212.1b 68.2a 67.7bcd 43.9ab 33.7bc
55-437 (Check) 21.8a 24.4ab 25.5bc 748.4abc 2842.9ab 47.8b 68.5bcd 395 27.1c
55-138 21.8a 24.1ab 24.8bc 981.0ab 3158.1ab 63.6ab 70.3bc 483 35.7b
GC8-35 20.7ab 23.6b 23.9cde 754.1abc 3466.7a 62.5ab 69.4bcd 47.2 34.0b
55-437 (Check) 22.5b 24.3d 25.3d 1054.1f 2939.3a 83.3a 73.1bc 61.2a 32.9¢
SR1-4 22.6b 26.0c 27.0b 1176.9cde 3182.5a 81.5a 77.4a 67.1a 41.3bc
Fleur 11 21.0c 23.0e 237e 1598.2a 3663.2a 68.6b 70.9d 52.9a 50.7a

Means followed by the same letter are not significantly different (P < 0.05) according SNK test.
1st F, F50%, F715% = days after sowing (DAS) for the 1st flower appearance, 50%, and 75% of plants flowered, respectively.
Maturity, Shelling, SMK, and 100-k.w. = percentages of maturity, of shelling, of sound mature kernels and 100-kernel weight, respectively.

Fleur 11 was ranked as being the most susceptible, with a
SSI value of 1.22, and the most tolerant, with a STI value of
0.79 (Tab. IV). The ranking of the varieties based on these two
indices were quite different and even completely opposed in the
case of Fleur 11. The SSI is the most currently used index by
authors and its calculation leads to the identification of stress-
tolerant varieties with low yield potential. On the other hand,
the STI allows the identification of varieties with high yield
potential and stress tolerance [8]. This was confirmed by the
regression curves of the values of these indices against yield
under both conditions, which show no significant fit between
yield and SSI under irrigated conditions (Figs. 3a and b).

Water treatments have no effect on the partitioning coeffi-
cient (p); therefore, all the varieties studied maintained parti-

tioning under drought conditions (Tab. IV). Considering that
under drought, p is a more reliable selection criterion for iden-
tifying genotypes tolerant to end-of-season drought than yield
[19], it could be concluded that the varieties tested generally
showed adaptation to drought. In addition, all the varieties
showed a more suitable p performance than the 90-d check
cultivar 55-437 (Tab. IV). From previous results obtained on
groundnut, it was suggested that early genotypes have an
advantage in p expression and the harvest index under end-of-
season stress, and that differences in p may well be genetic
rather than a response to drought [28]. Also, the fact that the p
of the 90-d varieties, Fleur 11 and SR1-4, were comparable
with the p of the 80-d cultivars confers upon them a particular
interest for breeding purposes.
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Table IV. Yield components, partitioning coefficient (p) and drought-response indices of the six Spanish groundnut varieties under well irrigated

(irrigated) and water stressed (stressed) conditions in the 1996 trial.

Variety Environment Pod yield (kg ha™!)  Haulms yield (kg ha™) p! SSI2 (rank) STI? (rank)
55-437 irrigated 1475 4019 a
55-437 stressed 791 3293 ab
55-437 mean 1133b 3656
0.56b 1.14 (5) 0.41 (6)
Fleur 11 irrigated 2116 4246 a
Fleur 11 stressed 1049 2426 cd
Fleur 11 mean 1582 a 3335
0.72a 1.22 (6) 0.79 (1)
GC8-35 irrigated 1657 3507 ab
GC8-35 stressed 1003 2002 d
GC8-35 mean 1330 ab 2755
0.81a 0.95 (4) 0.58 (4)
55-114 irrigated 1495 3364 ab
55-114 stressed 987 1971 d
55-114 mean 1241b 2667
0.81a 0.83 (2) 0.52 (5)
55-138 irrigated 1792 3795 ab
55-138 stressed 1076 2985 be
55-138 mean 1434 ab 3390
0.75a 0.94 (3) 0.67 (2)
SR1-4 irrigated 1666 3669 ab
SR1-4 stressed 1097 2555 cd
SRI1-4 mean 1331.1 ab 3112
0.71a 0.77 (1) 0.62 (3)
Mean irrigated 1683.2 a 3766.7 a 0.75
Mean stressed 1000.4 b 2538.6b 0.71
va_‘—iety (V) ok kK Aokk
Environment (E) » Lok n.s n.s ns
V x E interaction n.s * n.s

Means followed by the same letter are not significantly different (P < 0.05) according SNK test, n.s. is non significant and *, **, *** are significant

at the 0.05, 0.01, 0.001 probability levels, respectively.
! b =PGR/CGR [27].

Drought-response indices: SSI (stress susceptibility index [9]) and STI (stress tolerance index [8]), following by the ranking according to drought

tolerance between brackets.

3.3. Flowering pattern

In groundnut, the flowering pattern is the dominant attribute
that determines fruit number [6]. Consequently, early flower-
ing is an important phenological feature, because it contributes
to drought escape, which is an essential drought adaptation
mechanism of plants under terminal stress [16]. Only the first
initiated flowers will effectively result in pods that contribute
to yield when the rainy season s short [15]. Hence, traits regard-
ing the flowering pattern were considered from 20 to 30 DAS.

The measurements made during the flowering period (1stF,
F50% and F75%) in the rainfed variety trials conducted in 1994
and 1995 showed a significant difference between Fleur 11 and
SR1-4 (Tabs. II and III). The results of the 1996 trial generally
show a highly significant cultivar effect (P < 0.001) and no
environment effect (Tab. V). The measurements of 1st F, F50%
and F75% confirm previous results; that is, Fleur 11, despite
its 90-d cycle duration, flowers the earliest and SR1-4 the latest.
Similar results were obtained concerning the number of flowers
appearing daily (FL-dx). Since the flowering dates and rank of
varieties did not vary according to the year, the flowering pat-
tern seems to be basically controlled by the genotype. Data con-

cerning the rhythm of appearance of flowers (FL-dx) did not
provide any additional information on variety differences.
Selection for early flowering is therefore possible based on the
first three traits, 1st F, F50% and F75%. Though Fleur 11 and
SR1-4 showed different flowering durations, their p values are
similar. This corroborates the hypothesis that p is genetically
and specifically controlled [28] because it does not seem related
to the length of the reproductive phase.

3.4. Seed quality traits

The results of the rainfed trials conducted in 1994 and 1995
showed low values for seed quality traits compared with the
irrigated treatment of 1996. This was particularly pronounced
in 1994 when the water deficit was very marked at the end of .
the cycle (Tabs. II and III). The data of the 1996 trial showed
that all traits were strongly affected by water deficit stress
(Tab. VI). Significant variety effects were observed in the
1996 trial for maturity level, seed weight, shelling and SMK
% traits. Variety x environment interaction was significant
(P < 0.01) for all traits except SMK %, which, in effect, was
the most severely affected by water deficit stress (P < 0.01).
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Maturity level, shelling percentage and 100-kernel weight of
all the varieties, with the exception of SR1-4, were reduced
under water deficit stress. These three traits were, however,
significantly reduced only for Fleur 11. The opposite respon-
ses to water deficit of Fleur 11 and SR1-4 for these traits
explain that the interactions G x E were significant (P < 0.01).
The determination of the maturity percentage of pod set is
essential to evaluate drought escape mechanisms in groundnut
during late-season drought. Variety SR1-4 regularly showed
the best maturity % in the trials conducted in 1994 and 1995
(Tabs. II and III). In 1996, this variety showed the highest

06

Stress Tolerance index (ST1)

Figure 3. Relationships between yield under
stressed conditions (graphs a) and yield under
well-irrigated conditions (graphs b) and stress-
response indices (SSI and STI) in the 1996 trial.

09 12

maturity level in both environments, whereas it flowered later
than the others (see Sect. 2.3). Conversely, water deficit stress
caused the greatest decrease in Fleur 11 pod quality. This can
be attributed to its large pod size, which requires more water
for filling and ripening. Fleur 11 could therefore not be recom-
mended for the northern areas of the Groundnut Basin of Sen-
egal, which are characterised by very short rainy seasons [4].

Further information brought to light is that the measured
traits appear to be genetically variable and very susceptible
to drought. They should, therefore, be given particular

Table V. Flowering pattern of the six Spanish groundnut varieties at the beginning of the flowering period in the 1996 trial.

Variety IstF F50% F75% FL-d23 FL-d24 FL-d25 FL-d26

(DAS) (DAS) (DAS) (nb) (nb) (nb) (nb)
55-437 20.5a 2230 233b l4c 23b 42¢c 4.8 bc
Fleur 11 19.0b 212¢ 220¢c 43a 50a 6.0b 62a
GC8-35 19.7 ab 213 be 220c 45a 6.0a 8.0 ab 70a
55-114 19.7 ab 22.0bc 220c 28b 52a 65b 5.7 ab
55-138 19.7 ab 22.0bc 22.8bc 2.3bc 55a 88a 6.7a
SR1-4 204 a 233a 252a 1.1lc 19b 28¢c 38¢c
Mean irrigated 20.0 220 229 24 40 5.9 4.7
Mean stressed 19.7 22.1 229 2.6 42 6.0 6.4
Van'ety (v) *kk *kk *kk kK Kk kK k *kk
Environment (E) n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
V x E interaction n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. »

Means followed by the same letter are not significantly different (P < 0.05) according SNK test, n.s. is non significant and *, **, *** are significant at

the 0.05, 0.01, 0.001 probability levels, respectively.

1st F, F50%, F75% = days after sowing for the 1st flower appearance, 50%, and 75% of plants flowered, respectively.
FL-d23, FL-d24, FL-d25, FL-d26 = number of flowers appeared daily at 23, 24, 25, and 26 DAS, respectively.
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Table VI. Percentage maturity, shelling, SMK (sound mature kemel)
and 100-k.w. (kernel weight) of the six Spanish groundnut varieties
under well irrigated (irrigated) and water stressed (stressed) environ-
ments in the 1996 trial.

Variety Environment Maturity Shelling SMK 100-k w.
(%) (%) (%) ®

55-437 irrigated 70.1a 73.6abc 69.1 34.7d

55-437 stressed 519ab 70.6bcd 64.1 324d

55-437 mean 67.0 ab

Fleur 11 irrigated 776a 745ab 679 S4.1a

Fleur 11 stressed 419b 68.7d 57.1 455b

Fleur 11 mean - 62.5bc

GC8-35 irrigated 682a 69.6cd 620 36.1cd

GC8-35 stressed 641a 68.8d 565 34.4d

GC8-35 mean 592¢

55-114 irrigated 67.1a 70.6bcd 617 39.4 bed

55-114 stressed 61.5a 69.1d 612 37.1cd

55-114 mean 61.5bc

55-138 irrigated 73.7a 73.6abc 67.1 39.1 bed

55-138 stressed 69.7a 679d 565 33.2d

55-138 mean 61.8 bc

SR1-4 irrigated 73.5a 764a 722 42.8bc

SR14 stressed 81.0a 755a 714 425bc

SRI1-4 mean 71.8a

Mean irrigated 71.7 73.1a 66.7a 41.1

Mean stressed 617 70.1b 613b 375

Variety (V) * ok * ok

Environment (E) n.s. * o n.s.

V x E interaction ok Wk n.s. ek

Means followed by the same letter are not significantly different (P <
0.05) according to SNK test, n.s. is non significant and *, **, *** are
significant at the 0.05, 0.01, 0.001 probability levels, respectively.

consideration during the process of selection in order to select
cultivars with both high production and adequate seed quality
under water deficit.

3.5. Development and physiological components

Significant variety differences were observed for LAI from
the beginning of the measurements, at 36 DAS, 2 weeks before
the occurrence of water deficit estimated based on the FTSW
pattern, until 64 DAS (Tab. VII). The water treatment effect
was significant from 64 DAS and thereafter. Fleur 11 showed
the highest significant LAI of between 2.52 and 4.77 from
36 DAS to 58 DAS. At 58 DAS, corresponding to about 8 days
after the onset of water deficit, no significant effect on the LAI
was observed. A significant (P < 0.05) cultivar x environment
interaction was observed at 64 DAS. This corresponded to a
significant decrease in LAI under drought, revealed only for
Fleur 11 (Tab. VII). As water deficit stress increased towards
the end of the cycle, the LAI of Fleur 11 became comparable
with those of the other genotypes. This same phenomenon was

also observed for the FTSW (Fig. 2b). This suggests a proba-
ble link between leaf development of the genotypes and water
consumption kinetics expressed by FTSW. It can be deduced,
based on the early manifestation of cultivar differences, that
the phenotypic expression of LAl is linked to the genotype and
that the differential effect caused by water deficit stress on
genotypes (interaction) appears to be temporarily accentuated
after about 2 weeks of stress. This could probably be the best
period to carry out selection based on this trait.

Significant water treatment by variety interaction effects
(P < 0.05) were observed at 64 DAS for RWC measurements
(Tab. VIII). The first group of varieties, 55-437, SR1-4 and
GC8-35, showed weak changes of about 5% according to the
water regime conditions, whereas 55-114, 55-138 and Fleur 11
showed a greater decrease in RWC of about 12-15% under
drought. Measurements made before this date did not show
any differences between environments or genotypes. As in the
case of LAI measurements, the most interesting feature was
observed at 64 DAS, when the varieties seemed to be arranged
into groups. These observations, considered together with
yield-related measurements (yield under stress, p and STI),
show that a rapid decrease in RWC does not impart drought
susceptibility, particularly in the case of Fleur 11 and 55-138.

The water treatment effect was also observed at 64 DAS for
transpiration rates (E) as well as the closely related measure-
ment of stomatal conductance Gs (results not shown). How-
ever, contrary to the other traits, regardless of the measurement
date no variety effect was observed (Fig. 4). It could be con-
cluded that genetic variability is difficult to observe for these
transpiration-related traits, despite a strong water treatment
effect observed between 50 and 64 DAS (Fig. 4).

3.6. Relationship between yield and measured traits

For a trait to be considered as a selection criterion for plant
breeding, it must, above all, be variable, but also associated
with yield. It is therefore essential to determine whether or not
pod yield was correlated with a particular agronomic or phys-
iological component [3, 25]. However, because the relation-
ship of yield to physiological attributes is not clearly
understood [2, 12], an essential step would consist of search-
ing for simple correlations between variable traits and yield
under stress or drought-response indices. In the 1996 trial, the
traits that significantly correlated with pod yield or drought-
response indices are E and Gs at 64 DAS, RWC at 64 DAS,
maturity % and 100-kemel weight (Tab. IX). No significant
regression was observed between flowering traits and yield in
this study. This suggests that variety differences in flowering
are not associated with yield. This could be attributed to the
relative similarity in the phenology of the varieties. A signifi-
cant correlation (P < 0.05) between E and Gs at 64 DAS and
pod yield (Ys) was observed under the stressed environment.
No significant correlation was found between E at 64 DAS and
pod yield under irrigation (Yi). Though this trait showed sig-
nificant negative correlation with SSI (r =-0.592, P < 0.01),
no significant (r = 0.391) positive association with STI was
observed. This confirms that a high transpiration rate and sto-
matal conductance under water deficit stress are favourable
attributes for drought tolerance in groundnut, as already indi-
cated by other authors [10, 18].
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Table VII. Leaf area index (LAI) of the six Spanish groundnut varieties measured at 36, 44, 51, 64, 79 and 86 days after sowing (DAS) in the

1996 trial.

Variety LAI 36 LAI 44 LAIS51 LAI 58 LAI 64 LAI79 LAI 86
55-437 irrigated 3.59b 281a

55-437 stressed 2.84b 202a

55-437 mean 1.71b 2470 290b 446a 321b 241a 258a
Fleur 11 irrigated 4.60a 3.01a

Fleur 11 stressed 290b 206a

Fleur 11 mean 252a 3.10a 398a 477a 375a 253a 240a
GC8-35 irrigated 2.88b 262a

GC8-35 stressed 265b 163a

GC8-35 mean 1.71b 24601 2.64b 381b 276a 2.12a

55-114 irrigated 3.14b 263a -

55-114 stressed 2340 151a

55-114 mean 1.83b 257b 281b 402b 2740 207a

55-138 irrigated 361b 273a

55-138 stressed 270b 142a

55-138 mean 1.85b 2.80 ab 331b 450a 3.15b 207a

SR1-4 irrigated 292b 278 a

SR1-4 stressed 236b 162a

SR1-4 mean 17106 2430 267b 386b 2.64b 220a 247a
Mean irrigated 1.93 2.69 3.06 440 345a 276 a 293a
Mean stressed 1.85 2.59 3.04 4.07 2.63b 1.71b 204b
Variety (V) Kk * *k *okk Fodeok ns ns.
Environment (E) ns. n.s. ns. n.s. » * *

V x E interaction n.s. n.s. ns. n.s. » n.s. ns.

Means followed by the same letter are not significantly different (P < 0.05) according SNK test, n.s. is non significant and *, **, *** are significant at

the 0.05, 0.01, 0.001 probability levels, respectively.

Table VIII. Relative water content (RWC) at 64 days after sowing
(DAS) of the six Spanish groundnut varieties cultivated under well
irrigated and water stressed conditions in the 1996 trial.

Variety Well irrigated Water stressed
55-114 93.56a 79.93b
55-138 92.52a 81.00b
55-437 94.92a 90.89a
Fleur 11 93.18a 79.28b
GC8-35 94.08a 85.78ab
SR1-4 94.92a 90.14a
Mean 93.86a 84.50b
Variety effect (V) i
Environment effect (E) *ox

V x E interaction *

Means followed by the same letter are not significantly different (P <
0.05) according SNK test, n.s. is non significant and *, **, *** are
significant at the 0.05, 0.01, 0.001 probability levels, respectively.

RWC at 64 DAS showed a close negative correlation (r =
—-0.601, P < 0.001) with Yi. The negative association (r =
—0.446) with STI was significant at P <0.05, but no relationship
was found with SSI. These negative correlations confirm the
unfavourable effect of a high RWC on pod yield under both
environments as suggested above. This result could be
explained by the lack of osmotic regulation mechanism in
groundnut [1], which ensures a direct link between stomatal
aperture (high carbon assimilation) and decreasing RWC.

The high value of seed quality traits such as maturity % and
100-kernel weight appears to be closely associated with high
Yi (P < 0.001). However, no association was observed with
Ys. Correlations were indeed observed between maturity %
and SSI (r =-0.483, P <0.05) and between seed size and STI
(r = 0.557, P < 0.05) (Tab. IX). However, the weakness of
these associations and the lack of correlation with Ys does not
make these traits, when considered alone, relevant for an indi-
rect assessment of drought adaptation.

The relationship between the studied traits and yield differed
considerably under the two water treatments. This highlights
the need for selection to be carried out as early as possible under
both environments in order to select genotypes that perform
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Figure 4. Evolution of the transpiration rates (E) from 36 to 78 days
after sowing (DAS) on the most contrasting varieties, 55-437 and
Fleur 11, under well-irrigated (irr) and stressed (str) conditions in the
1996 trial.

well even under favourable conditions. In the case of all four
traits, when significant correlations were observed for SSI, they
were non-significant for STI and vice versa.

3.7. Conclusion: selection criteria for groundnut
drought adaptation

In this study, the relative similarity in the phenology of the
varieties did not impair the expression of significant differ-
ences for some traits relative to flowering, productivity and
physiological responses, during end-of-season water deficit
stress. As such, some guidelines to improving the selection of
groundnut cultivars could be given.

At the agronomic level, no direct link was found between
flowering and productivity. The p coefficient was the same for
Fleur 11 and SR1-4, the two varieties that showed the most
pronounced difference in flowering. This confirms that flow-
ering time and yield-related traits have to be selected inde-
pendently to improve drought adaptation in groundnut.

Seed quality traits were very sensitive to drought. Their
measurement has to be considered over and above yield by
breeders, because they are not associated with yield under
stress conditions, neither are they clearly related to drought-
response indices.

The results of this work show that the genotypes did not
respond in the same way to both of the stress-response indices
calculated on the basis of yield, under stress and non-stress
environments. This is particularly true for Fleur 11 and 55-
437, with nearly the same indices, which were high in the case
of SSI, and at both extremes in the case of STI. This confirms
that the two indices do not give equal assessment of varieties.

The timing for the application of stress in order to have
maximum genetic variability and/or interaction, was deter-
mined from soil moisture and physiological traits measured in
the 1996 trial. Observations made on LAI, RWC and E can be
summarised for practical use in a breeding programme. For
these three traits, the water treatment effect appeared at the
same date close to 64 DAS, corresponding to about two weeks
after the onset of the water deficit stress. Before this period, no
environment effect was observed for any of these traits. Since

Table IX. Correlation coefficients (r) between transpiration rate (E)
and relative water content (RWC) at 64 DAS, maturity % and 100-ker-
nel weight traits, and pod-yield under both conditions as well two
drought-response indices for the six Spanish varieties in the 1996
trial.

Attribute! Correlation coefficient
@
pod—yieldz drought-response index?
Yi Ys SSI STI
E 64 DAS 0.116 0.574* —0.592** 0.391
RWC 64 DAS —0.601*** -0.267 0.002 -0.446*
Maturity % 0.655%** 0.278 —0.483* -0.023
100-kernel 0.672%** 0412 -0.145 0.557*
weight

*, #* *x* indicate significance at 0.05, 0.01, 0.001 probability levels,
respectively.
'E64 DAS = transpiration rate at 64 days after sowing (DAS); RWC 64
DAS = relative water content at 64 DAS; Maturity % = percentage of
maturity at harvest; 100-kernel weight = weight of 100 SMK (sound
mature kernels). '
Yi = pod-yield under imrigated conditions; Ys = pod-yield under
stressed conditions. i
SSI = stress susceptibility index [9]; STI = stress tolerance index [8].

differences between varieties for these traits were not obvious
beyond 64 DAS, measurements around this date will probably
provide useful information for breeding early groundnut gen-
otypes under end-of-season water deficit conditions.
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3.2. Synthése des résultats

3.2.1. Rendements et traits reliés au rendement

L’expérimentation conduite en conditions d’alimentation hydriciue contrdlée a permis
d’observer que les prélevements hydriques au niveau du sol des six variétés on été
similaires en conditions de déficit hydrique. Toutes les variétés ont des coefficients de
partition des assimilats vers les gousses (p) supérieurs a celui du témoin 55-437 d’une et
d’autre part p n’a pas été affecté par le stress de fin cycle. Les indices de réponses au stress,
STI (Stress Tolerance Index, Fernandez, 1992) et SSI (Stress Susceptibility Index, Fisher et
Maurer, 1978) n’ont pas permis de discriminations statistiques entre les génotypes mais les
STI ont été correctement corrélés aux rendements en conditions de stress et en condition de

non stress alors que SSI n’a été corrélé au rendement qu’en conditions de stress.

3.2.2. Précocité

Les résultats ont montré que la précocité de floraison avait été correctement évaluée par le
nombre de jours séparant le semis de la premiére mise a fleur ou par une mise a fleur au
moins sur 50% des plantes. Les autres traits li€s a la floraison (rythme, intensité) n’ont pas
présenté d’intérét supplémentaire pour la différentiation variétale. Pour une durée de cycle
totale équivalente au témoin, une variabilité génétique a été mise en évidence pour la
précocité de floraison, la rapidité de la phase de remplissage de la gousse et la maturation
des gousses : par exemple, la variété Fleur 11 posséde une floraison trés précoce et une
phase de maturation longue alors que c’est I’inverse pour la variété SR1-4. Les sélections
destinées a accroitre la précocité de I’arachide doivent donc bien porter sur les deux

caractéres, floraison précoce et maturation des gousses rapides.

3.2.3. Variabilité des mesures physiologiques

L’indice foliaire (LAI) semble contrdlé par le génotype mais une interaction génotype x
environnement apparait aprés 14 jours de stress. Cette interaction significative est apparue
a la méme période sur les CRE cependant les deux mesures ne semblent pas liées entre-
elles (pas de corrélation). Les baisses rapides de CRE ont été constatées chez les génotypes

les plus performants sous les deux conditions. L’effet du traitement hydrique est également
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apparu apres 14 jours de stress sur la transpiration et la conductance stomatique mais ces

mesures n’ont permis aucune discrimination génotypique.

3.2.4. Corrélations entre les traits mesurés et les rendements

Les corrélations significatives entre les traits mesurés et les rendements ou les indices de
réponse au stress en termes de rendement ont été peu nombreuses. Elles ont concerné le
pourcentage de maturité des gousses, et la taille des graines et les CRE apres 14 jours de
stress, mesures qui ont montré des corrélations élevées voisines de 0,65 (P<0.001) avec les
rendements en conditions de bonne alimentation en eau. Les corrélations concernant les
CRE étaient toutes négatives, hautement significatives avec le rendement sous stress (r =
0,60, P< 0,001) et plus faibles avec (r = 0,45, P< 0,05) avec STI. Cette observation
confirme qu’une déshydratation rapide des tissus en début de stress est plutot liée a une

bonne production chez I’arachide en condition de déficit hydrique.

3.3. Conclusion

Les résultats sur les rendements et les caractéres liés au rendement comme le coefficient de
partition p, ont montré la bonne adaptation de I’ensemble du matériel testé et la supériorité
des nouvelles lignées par rapport au témoin, 55-437 sur p. Cependant le p faible de 55-437
est surtout dfi & une production de fanes peu affectée par le déficit hydrique qui est un
caractére favorable dans le cas d’une forte demande locale d’arachide a utilisation mixte,
gousses (vente et consommation) et pailles (alimentation animale).

Le SSI de Fisher et Maurer (1978) qui traduit une réduction relative de rendement
normalisé sur la population est 1’indice le plus couramment utilisé, mais il parait moins
pertinent car les variétés a hauts rendements potentiels ont été pénalisées. Cela n’a pas été
le cas quand le STI (Fernandez, 1992) a été utilisé. Cet indice intégre mieux la réduction de
rendement et le rendement potentiel en permettant de repérer les variétés présentant des
rendements plutdt élevés en I’absence de stress et relativement peu diminués en conditions
de stress.

Les conditions permettant de réaliser des distinctions variétales et de mettre en évidence
des interactions génotype x traitement pour LAI et CRE sont similaires, soit en milieu de la
période de stress, mais les deux caractéres ne sont pas corrélés. Les mesures de

conductance stomatique ne peuvent pas étre envisagées pour la sélection variétale car elles
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présentent de fluctuations micro environnementales trop importantes mais 1’effet du
traitement a été trés sensible aprés 14 jours de stress, comme dans le cas des CRE. Il
semble donc que cette période de mesure soit la plus favorable a I’expression des
différences variétales pour les caractéres physiologiques considérés. Les corrélations
négatives du CRE avec le rendement ont montré qu’une baisse rapide de turgescence
foliaire, probablement provoquée par une faible résistance stomatique, était favorable a

I’adaptation a la sécheresse chez les génotypes précoces testés.
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CHAPITRE 4

VARIABILITE GENETIQUE DES CARACTERES
D’ADAPTATION CHEZ DES LIGNEES APPARENTEES

Chapitre 4. Variabilité génétique des caractéres d’adaptation chez des lignées apparentées
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4.1. Introduction

La premiére des conditions a remplir dans un programme de sélection pour 1’adaptation a
la sécheresse est d’utiliser ou de créer du matériel végétal dont la longueur de cycle est
adapté a la longueur de la saison de culture (Wright et Nageswara Rao 1995 ; Richard,
1996 ; Fukai et al., 1999, Turner et al., 2001) qui correspond, en Afrique, a la saison des
pluies. Les sécheresses intervenues dans les années soixante-dix et quatre-vingt dans le
Sahel ont entrainé au Sénégal un glissement des isthétes vers le sud (Figure 4, chapitre 1).
Le cycle de culture a donc été réduit et de ce fait I’arachide est généralement cultivée, en
conditions de déficit hydrique de fin de cycle dans ces régions (Annerose, 1988; Ndunguru
et al., 1995). Or, sur cette espéce, la réduction de rendement la plus importante a lieu
lorsque la sécheresse intervient pendant cette phase qui correspond au remplissage des
gousses (Nageswara Rao et al., 1985). Par conséquent dans le nouveau contexte climatique
des régions sahéliennes, le raccourcissement des cycles des cultivars est une nécessité
(Annerose, 1991 ; Khalfaoui, 1991a). Les longueurs de cycle théoriques pour la zone visée,
entre les isohyetes 300 et 500 mm, ont été calculées (Figure 5, chapitre 1) a partir d’une
méthode basée sur la simulation des bilans hydriques (Khalfaoui, 1991b).

Un certain nombre de traits physiologiques sont considérés comme des critéres de sélection
potentiels sur 1’arachide (Nautiyal et al., 1995; Wright et al., 1991; Nageswara Rao et al.,
1988). Cependant ces caractéres n’ont pas été pleinement utilisés par les sélectionneurs car
les études physiologiques ont souvent lieu sur du matériel génétique trés contrasté et les
liaisons de ces caractéres avec le rendement ne sont pas connues (Richard, 1996). Des
lignées ont été obtenues par rétrocroisement (ou back cross, BC) successifs sur des variétés
parentales récurrentes, 55-437 (lignées BCS5) et 73-30 (lignées BC73), variétés
commerciales de 90 jours dont les cycles de culture étaient devenus trop longs. La
précocité a été transférée grace a 1’utilisation d’un géniteur de précocité, Chico, variété peu
productive d’une longueur de cycle de 75 jours dans programme de rétro-croisement. Les
lignées obtenues apres 4 a 5 cycles de rétro-croisement sont qualifiées d’isogéniques et
possedent plusieurs intéréts. Le premier est de permettre d’«isoler» donc d’évaluer I’effet
du caractere «précocité» intégré dans un fond génétique commun, celui du parent récurrent.
Un autre est de réduire la plasticité naturelle des plantes, trés forte sur I’arachide du fait

d’une floraison indéterminée, ce permet de déterminer plus finement les différences de
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Planche IV. Lignées isogéniques : 1) Vue d’ensemble des essais en 2002, 2) Irrigation
d’appoint avec des rampes basculantes, 3) Mesure de la fluorescence chlorophyllienne, 4)
Bottes des variétés Chico (parent male) et 55-437 (parent femelle) et du nouveau cultivar
GC8-35, en cours de séchage au champ (Photos Clavel)

1) 2)




réponse au stress (Lazar ef al., 1995). Ce matériel végétal a fait l’objét de I’étude au champ
réalisée 2 Bambey en 2001 et 2002, en conditions d’hivernage avec irrigation partiellement
contr6lées pour obtenir un déficit hydrique de fin de cycle (planche IV).

L’objectif de cette étude était de fournir des critéres physiologiques de sélection utilisables
sur I’arachide en conditions de déficit hydrique de fin de cycle. La validation des mesures
agronomiques et physiologiques en tant que critéres de sélection était fondée sur deux
facteurs. Le premier a reposé sur 1’évaluation de leur variabilité génétique, c'est-a-dire leur
pouvoir de discrimination génotypique a l’intérieur des deux groupes de lignées
génétiquement proches. Le deuxiéme facteur de validation des critéres était constitué par
I’établissement de corrélations entre ces caractéres, mesurés a différents stades, et les
rendements finaux en conditions hydriques favorables ou non. La particularité de travail
par rapport a une étude strictement physiologique €tait que la recherche de critéres de
sélection a été réalisée sur du matériel végétal a variabilité génétique réduite et donc
représentatif de celui qui est habituellement disponible a la fin d’un programme de
sélection sur plante autogame.

Cette étude a fait I’objet d’un article « Genotypic variation in drought adaptation among
closely related groundnut lines and potential traits for breeding » par Danié¢le Clavel, Omar
Diouf, et Serge Braconnier acceptée sous réserve de modification par la revue Field Crops

Research.
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Genotypic variation in drought adaptation among closely related groundnut lines and
potential traits for breeding

D. Clavel, O. Diouf, S. Braconnier

Abstract

Groundnut is the most important oilseed and cash crop in the Sub-Sahel regions. It is
mainly cultivated under late-season drought that occurs during the pod-filling phase and regularly
' ;:auses great reduction in pod yield. Two sets of extra-early closely related groundnut lines (80
days) were developed in Senegal through back-cross between two productive 90 days cultivars, 55-
437 and 73-30, and a precocity donor of 75 days, Chico. However reduced genotypic variability of
breeding lines is one of the major drawbacks encountered by breeders when improving materials
for physiological traits. The objective was to improve selection criteria by establishing relevance
of breeding traits based on the extent of their genotypic variation (ability to discriminate among
genotypes) and their relationship with yield under both well-watered and late-season drought
stress. Yield, harvest index (HI), drought response indices (SSI and STI), and physiological traits —
relative water content (RWC), leaf area index (LAI) and parameters of in vivo chlorophyll
fluorescence (SFI, “Structure-Function-Index” and Fv/Fm) — were measured on the two sets of
lines during two crop seasons (2001 and 2002). Results showed that Hls of lines were higher and
more stable across watering condition that those of the parental lines confirming their high
adaptive capacity for reallocation of assimilates to the grains. The SSI (Stress Susceptibility Index)
correlated positively with yield under well-watered and negatively with yield under stress whereas
STI (Stress Tolerance Index) correlated positively with yield under both treatments showing that
STI is morle efficient to characterise end-of-season drought resistance. Yields obtained in 2001
correlated with yields of 2002 but yields under well-watered were not correlated with yields under
drought showing the robustness of varietal yielding across years but not across treatments in
groundnut. Few measurements of RWC and LAI discriminated genotypes and the genotypic

differentiation was more marked on the 73-30 derived lines which also showed morphologic
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dissimilarities. Fluorescence parameters gave greater discrimination among lines. Correlations
between these physiological traits and yields or drought response indices were highly variable
according to lines, treatments and years. However significant correlations were repeatedly
established between SFI and pod yields across conditions indicating that the photochemical
response is probably constitutive (independent of stress). This complexity make difficult to
establish simple and generally valid physiological selection criteria. Nevertheless the approach
developed in this study could provide relevant selection criteria useful of developing high yielding

cultivar adapted to drought.

Keywords: Groundnut (Arachis hypogaea); Genetic variability; Closely related lines; Yield
correlations; Breeding; Drought adaptation; Physiological traits; Earliness; Late-season water

deficit;
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Genotypic variation in drought adaptation among closely related early groundnut lines and
potential traits for breeding

D. Clavel, O. Diouf, S. Braconnier

1. Introduction

Groundnut (4rachis hypogaea L.) is the most important oilseed and cash crop in the Sub-
Sahel regions (Ntare, 2001). It is cultivated during the rainy season, characterized by low rainfall
ranging between 300 and 600 mm, and short growing season, starting in July and ending in
October (Sikavumar, 1988). In this environment, groundnut commonly experiences late-season
water deficit (Sikavumar, 1991; Ndunguru et al.,, 1995) causing reduction in pod-yield when
occurring during the pod-filling phase (Nageswara Rao et al., 1985; Wright et al., 1991). Stress
occurring at this phase is found to be detrimental to several physiological processes as
photosynthesis and stomatal conductance decreases (Nautiyal et al., 1995). Therefore,
development of early maturing groundnut cultivars that escape water deficit during pod-formation
and pod-filling stages is a main breeding objective for this region (Annerose, 1991; Khalfaoui,
1991). Breeding programmes based on selection for earliness and grain yield have proven their
efficacy in different drought-prone areas (Fukai et al., 1999; Reddy et al., 2003; Rosales-Serna et
al., 2004) an specially on groundnut growing in Sub-Sahel zone where coarse textured soil are
prevalent (Subbarao et al., 1995). But in order to improve the genetic progress for yield stability
under field conditions it is critical that main physiological mechanisms of drought resistance are
also included as selection criteria.

A certain number of physiological traits that contribute to drought resistance in groundnut
have been identified (Nautiyal et al., 1995; Wright et al., 1991; Nageswara Rao et al., 1988) and
recently reviewed (Turner et al., 2001; Reddy et al., 2003). However these traits have not fully
exploited by breeders because physiological studies focused only on few contrasting genotypes

while the extent of useful genetic variability remains unknown (Richard, 1996). In addition, the
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multi-faceted feature of adaptation to drought is further complicated by the phenological plasticity
of the response of the crop to stress thus making screening difficult and sometimes ineffective
(Lazar et al., 1995) because it reduces the negative impact of the stress (Rosales-Sema et al.,
2004). For theses reasons, this study proposes an approach combining production with
physiological characters on back-crossed sister lines having weak phenological and phenotypic
variability. The breeding program on which this study is based produces extra-early lines maturing
in less than 90 days (Khalfaoui, 1991; Clavel and Annerose, 1997) destined for areas where rainy
seasons were drastically shortened since about twenty years (Annerose and Diagne, 1990). This
genetic material constituted by two series of near-isogenic lines possessing comparable genetic
background and reduced variability. Since appropriate phenology and high yield under well-
watered conditions are important characters for cultivars adapted to rainfed lowland conditions
(Chapman et al., 1993; Fukai et al., 1999; Clavel et al., 2004), these lines were evaluated under
both well-watered and end-of cycle drought conditions.

The objective of this study was to improve selection strategy by proposing physiological
characters contributing to drought resistance in the field for using in addition to direct selection for
yield. The extent of the variation of the physiological traits among genotypes and their relationship
to grain yield will be analysed in order to identify relevant selection criteria in breeding cultivars
with enhanced yield under drought. The particularity of this study is to compare genetically close
lines thus reducing genotype by environment interaction. As proposed elsewhere for rice (Lazar et
al., 1995; Jackson et al., 1996; Fukai et al., 1999), genetic and developmental similarities of lines
will be used to determine specific physiological distinctions accounting for variation in

susceptibility to drought.
2. Materials and methods
2. 1. Genetic material

Two series of experimental lines were created using back-crosses (BC) schemes from two

initial crosses involving two 90-d varieties used as female recurrent parent. These lines were
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crossed with the 75-d line, Chico, as male parent and precocity donor. The 90-d parental lines were
the Spanish non dormant Sub-Sahelian drought-adapted cultivar, 55-437, and the Spanish dormant
Sub-Sahelian drought-adapted cultivar, 73-30 (Khalfaoui, 1990a). Four successive BC were
realised on 55-437 and five on 73-30, leading about 200 lines per BC with a theoretical isogeny of
97% and 98.5%. The lines were then selected on the basis on precocity and yield traits and
stabilised by selfing in F4. Twelve F4 lines from 55-437 and eight from 73-30 were evaluated and
selected under field conditions during the rainy seasons 1999 and 2000, accounting for a total
amount of 505.9 mm and 613 mm of rainfall, respectively. All experiments were conducted at the
experimental station of Bambey (14.42°N and 16.28°W), located in the semi-arid zone of the
‘Groundnut Basin’ in Senegal. Soils of this station are sandy (91-94%) and ferruginous with low
clay content (3-6%), typical of the Sub-sahelian region. Lines were compared with three control
lines, both parents and the commercial line, GC8-35 (Clavel and Annerose, 1997), which also has
55-435 and Chico as parents. The check lines were regularly inserted in the field between series of
four successive experimental lines with two replicates. Lines that were superior or equivalent to
the recurrent parent or commercial line on precocity and yield were chosen for further evaluations.
This procedure resulted in seven F6 lines from 55-437, named BCS55, and four F7 lines from 73-
30, named BC73, that constituted the plant material used in the present study. Three lines (two
from 55-437 and one from 73-30) evaluated from 1999 to 2001 were not re-evaluated in 2002

because of poor yields and/or high phenotypical with an other line.

2. 2. Experimental conditions

The study was comprised by four experiments conducted during the rainy seasons 2001
and 2002 at the experimental station of Bambey. Two seeds pre-treated with Granox (Captafol
10%-Benomyl 10%-Carbofuran 20 %) per hole were hand-sown. Inter-and intra-row spacing was
50 cm and 15 cm, respectively. The seedlings were thinned to one per hole one week after sowing
resulting in a density of 133,300 plants ha. In order not to deviate from the farmers’ usual cultural
practices for groundnut in the Sahel, no fertilizer was applied. The crop was protected against

pests and maintained weed-free throughout the study.
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2. 3. Rainfall pattern and watering regime

Sowing was in early September at a period where the soil was water saturated. This
sowing date was 5-6 weeks later than optimal practices in order to submit the plants to terminal
stress in the stressed treatment. In this geographic area, this delay has little effect on temperature
and photoperiod experienced by the plants (Ndunguru et al., 1995). Mean temperatures were
comprised between 28+1.5° (night) and 36+1.5° (day), which are of the same order in rainy season
with no significant variation from one year to the other. In addition, groundnut is weakly sensitive
to photoperiod, which is not considered as an environmental impact factor for a breeding program
with limited geographical mandate (Williams and Boote, 1995)

Total amount of rainfall plus irrigation accounting for the experiments were 456.8 in 2001
and 543.4 mm in 2002 under watered conditions and 356.8 mm in 2001 and 368.4 mm in 2002,
under stressed conditions (Table 1). Differential irrigation was applied 50 days after sowing (DAS)
after 340.6 mm in 2001 and 308.4 mm in 2002 (Table 1). This water shortage period was chosen
because previous experiments on comparable genetic material conducted in the same site showed
that a water cumul of about 320 mm at SODAS conducted to an FTSW (fraction of transpirable soil
water) that decreased progressively below 0.6 after this date on early groundnut (Clavel et al.,
2004). This FTSW value represents a threshold below which plant generally begin experience
water deficit (Sadras and Milroy, 1996).

In control plant, irrigation was added during the whole cycle according to the rainfall
pattern in order to provide optimal water supply which is below field capacity for groundnut in
particular at the beginning of cycle. As rainfall distribution resulted in a large quantity of water
during the first growing month in 2001 (228.4 mm in September) while much less rain fell at the
same period in 2002 (115.4 mm in September). The complementary irrigation and total water
supply was higher in 2002 than in 2001 under well-watered and under stressed conditions but
relative water shortages for stressed plants were -28% in 2001 and -47% in 2002 (Table 1). All
plots were harvested 80 DAS which is the date of optimum maturity previously established on

these lines under comparable water regimes.
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2. 4. Measurements

Pod and haulm yields were determined as the dry weights of pods and haulms after air-
drying to constant weight done from the whore area of each given plots. The harvest indices (HI)
were calculated as the ratio of the dry weights of pods and pod + haulms. For assessment of
agronomic drought resistance two yield based drought responses indices were established from
pod-yield individual measurements. The stress susceptibility index (SSI) measure the relative yield
reduction, normalised for the population and stress tolerance index (STI) integrates both stress
induced yield reduction and yield potential of a genotype relative to the population yield potential,

as following:
SSI=1-Ys/Yi/1-Ys/ Yi (Fisher and Maurer, 1978)

STI=(Yix Ys)/ (Y i)? (Fernandez, 1992)

where, Yi is the pod yield of well-watered (irrigated) plots, Ys, the pod-yield of stressed plots

and Ysand Y i, the same parameters averaged for the population.

Groundnut having indeterminate flowering, earliness is classically measured by the date of
starting flowering and the percentage of mature pods at harvest. Flowering time was assessed as
the date (in days after sowing) of appearance of at least one flower on at least 50% plants of each
plot (F 50%). The maturity percentage of pods at harvest (Mat %) was determined on a 200 g
sample of dried pods randomly taken from each plot and then hand-shelled. It was estimated based
on visual classification of colour of the internal pericarp of the hull from opened pods (Williams
and Drexler, 1981).

Relative water content (RWC) and leaf area index (LAI) were recorded around midday,
weekly from the beginning of stress application until two to three days before harvest.
Measurements were made during the last five weeks of growth. RWC was determined by
gravimetric method using ten 0.5 cm-diameter leaf disk samples sampled from the third leaf,
counting from the top of the main shoot, of three randomly selected plants in each given plot. The

fresh weight of the disks was obtained by weighing immediately after they were punched out with
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a 0.1 mg precision balance. They were then rehydrated for 4 h in distilled water the dark at room
temperature, 28 = 1.5°C, and then reweighed to obtain the turgid weigﬁt. The dry weight was
determined after oven drying for 24 h at 85°C. RWC values were calculated using the following
- formula:
RWC = (fresh weight — dry weight) / (turgid weight — dry weight)

LAI was éomputed as the ratio of leaf area to ground area using a leaf area meter (LAI-2000, LI-
COR Inc., Lincoln, Nebraska, USA). Above and below canopy measurements were made on nine
plants in each given plot sampled three times.

Chlorophyll fluorescence was quantified using a portable Plant Efficiency Analyser type
MK2 (PEA, Hansatech Instruments Ltd, UK). The measurements were realised at 56, 63 and 70
DAS on BC73 lines in 2001. In 2002, fluorescence was quantified weekly on both series of lines
from 5 days after the application of the stress. Leaves were adapted to darkness for 30-45 minutes
by attaching light exclusion clips to the surface on three topmost full-blown leaves in situ taken on
plants randomly chosen in each plot. The fluorescence responses were induced by exposure to
saturated white light with a photon flux density of about 10 000 Omol m™? s™. Two chlorophyll
fluorescence parameters were determined: the ratio of variable to maximal fluorescence in dark-
adapted state (Fv/Fm) traducing the maximal photochemical yield of photosystem II (PSII) and a
derived index from the minimal fluorescence (Fo), the Structure Function Index (SFI, Strasser and
Strasser, 1995).
2. 5. Experimental design and statistical analyses

The experimental designs of four experiments were in split-plot with three replications in
2001 and four in 2002. Watering treatment at two levels, well-watered and end-of-cycle water
deficit constituted the main plots (secondary factor for analysis of variance) and the lines
constituted the sub-plots (main factor for analysis of variance). Each plot consisted in 5 lines of
6.15 m long of which the three central lines were used as given plot for yield and flowering

observations (9.2 m?).
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The extent of the genotypic variation for each measured trait was evaluated by its ability to
statistically discriminate among closely related genotypes under varying watering conditions. Data
for each trait were processed for analysis of variance (ANOVA), means comparisons and
regression analysis using the SAS/STAT software (version 6.22). Genotypic means were compared
using Student-Newman-Keuls (SNK) test for single effects or Duncan’s multiple range tests in the
case of significant interaction genotype x treatment, at the 0.05 probability level. The relationships
between measured traits and pod yields and between drought response indices and pod yields were

determined using simple linear regression analysis at the P<0.05.
3. Results
3. 1. Yield components and stress response indices

Both series of lines yielded more in 2002 than in 2001 under both conditions. Higher
yields in 2002 were principally due to the larger amount of irrigation and also by better
distribution of rain in 2002 compared to 2001 (Table 1). Differences between treatments were
more accentuated in 2002 than in 2001 but amount of rainfall was higher and its distribution was
better in 2002 than in 2001 (Table 1). Weak water deficit occurs at the beginning of cycle in 2002
but limited water supply before flowering is considered as favourable to pod and haulms
production on groundnut (Nageswara Rao, 1985, 1988). The end-of-cycle water deficit
significantly decreased pod yields in 2001 and in 2002 on both series of lines but had no effect on
HIs (Table 2). Concerning individual lines performances, increased pod-yield and HI under stress
were observed for all selected BC55 lines compared to their parental line, 55-437 excluding 55-
314 (for pod yield and HI) and 55-15a (for pod yield), which were eliminated in 2002 (Table 2,
above). All BC73 lines performed better than the recurrent parent on the average of yield and/or

HI results except 73-43 (Table 2, below).

Drought stress-responses indices, SSI and STI, did not rank the lines in the same order
(Table 3). Values given by both indices were negatively correlated between them, with r values of

-0.36 (P<0.05) and -0.47 (P<0.05) in 2001 for BC55 and BC73 lines respectively, and of -0.12 (not
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significant) and -0.77 (P<0.001) in 2002 for BC55 and BC73 lines, respectively. The comparison
of STI means allowed a statistical differentiation for both seasons and series of lines whereas SSI
did not. Statistical differences on STI appeared more clearly in 2002 when the water regimes was
highly differentiated especially for Chico, male parent and precocity donor, which shows poor
drought adaptation despite its precocity. The parental recurrent line 55-437 was classified as or
among the more susceptible lines, significantly on STI in 2002 along with 55-15a and 55-314
(Table 3, above). The drought susceptibility of the recurrent parent 73-30 comparing to its

progenies was even more obvious (Table 3, below).
3. 2. Earliness

Except for the line 55-26, times to start flowering (F 50%) were generally significantly
shortened for other breeding lines compared to the recurrent female parent 55-437 (Table 4).
Flowering earliness transfer was not so successful for the BC73 lines, which were, in the main,
similar to 73-30 on this trait except for 73-43 and 73-44. This was observed both years (Table 4).
Similar differences between genotypes were observed for maturity percentages. Well-watered
conditions generally significantly increased the level of maturity of genotypes but variations
between years, water regimes and genotypes were high on this trait (Table .4). Under well-watered
conditions, the maturity percentages obtained in 2002 were inferior to those in 2001 on both series
of lines; it therefore seems that ample water resources at end-of-cycle (case of 2002) did not favour

high maturity percentages.
3. 3. Water status and light interception

For BC55 lines, RWC was reduced by the water deficit from 70 DAS in 2001 (Fig. 1A),
and seven days sooner (63 DAS) in 2002 (Fig. 1B). Considering that the rainfall distribution
favoured superior soil water storage before the stress application in 2001 (Table 1), we can
conclude that this parameter seems very sensitive to water availability. No genotypic effect,
however, was observed on BCS55 lines either in 2001 and 2002 (Fig. 1A and B). For BC73 lines,

highly significant genotypic effects were observed in 2001 on RWC responses (Fig. 1, C) and a
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genotype by treatment interaction at 55 DAS, largely due to 73-30, was significant in 2002 (Fig.
1D). The water treatment effect was not significant in 2001, maybe masked by high genotypic
effect considered as main factor in the split-plot design (results no shown). The genotypic effect
showed that RWC of 73-43 and 73-44 lines (Fig. 1C) and of 73-44 and Chico (Fig. 1D) decreased

more rapidly under water shortage than that of other lines.

Water treatment effect on LAI of BC55 lines occurred from 63 DAS in 2001, but there
were no genotypic differences (Fig. 2A). In 2002, the water treatment effect appeared from 70
DAS onwards, and thus some days after RWC was affected (Fig. 1B). Genotypic effect showed
decreased LAI for Chico, 55-36 and GC8-35 from 70DAS (Fig. 2B). On BC73 lines, there was no
significant treatment effect in 2001 and genotypic effect discriminated the same lines than for
RWC, 73-43 and 73-44 (Fig. 2C), at the same time (beginning of the stress period). In 2002, water
treatment and genotypic effects were significant very early, from 55 DAS. From this date, Chico
and 73-44 presented consistently the lowest LAI even under watered conditions (Fig. 2D) as for
their RWC. In conclusion, water treatment effects and genotypic responses on RWC and LAI were
often comparable but the genotypic discrimination using these traits was generally weak or absent.
So their value as selection criteria largely depends on the water regime and genetic background of

compared lines.

3. 4. Photosynthesis efficiency

Among the variables given by the Equipment used, Fv/Fm and SFI presented the highest
variation according to water treatment and lines. In 2001, the measurements were only made on the
BC73 lines. In 2001, the water treatment had no significant effect for this trait, as for all other
traits except pod yield. However, significantly higher SFI values were observed for the line 73-9-
11 than for other lines while the lowest values were observed for 73-43 and 73-44 lines throughout
the measurement period (result not shown). SFI, although repeatedly correlated with Fv/Fm (r
between 0.89 and 0.94), gave better genotypic discrimination than Fv/Fm. In 2002, on the contrary
to 2001, the water treatment effect occurred early, less than one week after stress application, for

both series of lines. A significant genotypic effect appeared at the end of stress period for both
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experiments (Fig. 3). On BCS55 lines, Fv/Fm and SFI values of the precocity donor, Chico, were
the weakest under both conditions at 77 DAS (Fig. 3A). On BC73 lines, no genotypic effect was
observed on Fv/Fm at any date but a significant water treatment and genotypic effects were
observed since 55 DAS for SFI. The significant interaction genotype x treatment (P<0.01)
observed at 69 DAS on SFI showed that this parameter was more stable for the line 73-9-11 than
for the other lines (Fig. 3B). These results were confirmed at the end of cycle where SFI value of
73-9-11 was significantly higher than those of 73-44 and Chico (Fig. 3C). In summary, data
obtained on these fluorescence parameters showed strong sensitivity to drought and good
genotypic discrimination particularly in the case of SFI. High photochemical efficiency was
showed on 73-9-11 compared to other BC73 lines whereas the BC55 lines seemed very similar on

this parameter.
3. 5. Yield or yield-related traits correlations

In 2001, Maturity showed positive significant correlation with yield in both experiments
(Table 5A). It was the only significant correlation established on BC55 lines (fluorescence
parameters were not measured). On BC73 lines, by contrast, two measurements dates of RWC, one
of LAI, and all fluorimetric measurements realised (¥v/Fm and SFI) were correlated to yield
(Table 5B). For RWC, LAI and fluorimetric measurements significant negative correlations with
yield under stress were found (Table 5B and C). Most of the negative correlations on RWC, Fv/Fm
and SFI established in 2001 on BC73 lines under drought (Table 5B) were also significant in 2002
but on BC55 lines (Table 5C) instead of BC73 lines where there were positive or not significant

(Table 5D).

Negatives correlations between traits measured under well-watered conditions and yields
under stress (Ys) were found for SFI 56DAS (P>0.01)and SFI 70DAS (P>0.05) in 2001 for BC73
lines (Table 6). These negative correlations were also observed for RWC (P<0.01) and SFI 70DAS
(P<0.001) in 2002 on BC55 lines. Stress response indices were correlated differentially according

to crop season and lines: for example if some traits were correlated with SSI for BC73 lines in
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2001, no trait was correlated with this index in 2002 for BC55 lines or when some traits were
correlated with STI in 2002 for BC55 lines, no correlation was found on BC73 lines the same year

(Table 6).

Yields observed under drought were not correlated with yields under well-watered
conditions but yields obtained in 2001 were correlated with yields of 2002 for both series of lines
(Table 7). On the other hand, yield reductions traduced by SSI were correlated positively with
yields under well-watered and negatively with yields under stress whereas STI, which integrates
yield reduction and yield potential, showed high correlations with yields under both treatments

(Table 7).
4. Discussion
4.1. Association of precocity traits and high yield

The earliness of flowering and high pod maturity at harvest are the primary attributes to
consider for improving groundnut under end-of-season water deficit because only the first flowers
emitted produced mature pods when the crop season is brief (Khalfaoui, 1990a; Wright and
Nageswara Rao, 1994). The BC55 breeding lines being superior to the female parent for both traits
in 2002, these traits appeared to be efficiently transferred. The precocity transfer was less efficient
for the BC73 breeding lines probably due to the genetic background of the female line because the
methodology of transfer by selection was the same. High susceptibility of maturity of pod at
harvest to end-of-cycle drought (Chapman et al., 1993; Khalfaoui, 1990b) was observed and this
trait was correlated with yield in 2001 before reducing the variability of lines by removing two of

them in 2002.

HIs of all lines were high and stable under drought conditions, particularly for the BC55
lines. This observation shows that these lines possess a good ability of reallocation of assimilates
to the seed under water-limited conditions (Turner et al., 2001). Yield and yield component
measurements confirmed that the reduction of cycle duration is not the only one factor that

explains yield performances under stress since the earliest line, Chico, showed, as the two 90-d
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cycle parents, among the poorest values for yield under stress and stress responses indices. These
results show that the selection initially practised for both precocity and high yield under water

stress, have been efficient for improving yield and precocity together.
4. 2. Responses on physiological parameters

RWC is considered as a more useful integrator of plant water balance than leaf water
potential (Sinclair and Ludlow, 1985; Wright and Nageswara Rao, 1994). Moreover our previous
results have shown that it was more stable and water sensitive than water potential on groundnut
(Clavel et al., in press). It was therefore chosen insteadr of leaf water potential. Significant
decreases on RWC seemed in close accordance with soil water availability which was related to
rain distribution before the application of water deficit. Moreover, an interaction genotype by
treatment was observed on the BC73 lines that showed that the parental line, 73-30, conserved
high RWC under stress longer than the other lines. Consequently RWC can be used to monitor

differential plant responses to water supply. LAI gave results similar to RWC in terms of the

timing of factors effects and variation between lines. The only difference observed was for the

BC5S5 lines in 2002 where three lines were discriminated by LAI and none by RWC. Genotypic
discrimination for RWC and LAI occurred rarely and it at different periods of the stress according
to experiments. However both variables were not substitutable because the only situation where
they were correlated between them was on BC73 lines in 2002, when genotypic differences were
significant on both parameters (Fig. 1D and 2D). Fluorescence parameters, Fv/Fm and SFI,
followed comparable patterns to RWC and LAI for treatment effect but, contrary to the preceding
traits, presented significant variability among lines. Chlorophyll fluorescence gives an indirect
measurement of the efficiency of photochemistry processes involved in photosynthesis. The
energy dissipated by fluorescence is inversely proportional to the conversion in chemical energy
for photosynthetic carbon assimilation (Maxwell and Johnson, 2000). The fluorescence emitted is
then closely related to the efficiency of photochemical apparatus, essentially the photosystem II
(PSII), that control the photosynthetic activity. Water deficit increases the sensitivity in the

photosynthetic apparatus indirectly through stomatal regulation and consecutive reduction of CO,
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uptake (Ludlow and Muchow, 1990), but also by direct damage of PSII (Glynn and Colin, 2002;

Colom and Vazzana, 2003).
4. 3. Associations of traits with yield

Giving the indeterminate flowering of groundnut it is not surprising that genotypes had
plasticity for many traits according to variation in water regime especially under field conditions.
An important difficulty for groundnut breeding is then to distinguish between developmental
plasticity, observed for example for earliness components, and adaptive responses as those
observed for RWC and LAI, which values were differentially correlated with yield. When
contrasted materials are compared the relationship high RWC = high yield is habitually observed
(Nautiyal et al;, 1995). The negative correlations between RWC and yield under stress established
for both series of lines (Table 5) could have been observed thanks to the genetically proximity of
compared lines. This observation supports the hypothesis that a strategy of drought avoidance by
early stomatal closure (favouring high water status and photosynthetic capacity) can be associated
with poor yield potential on groundnut (Gautreau, 1977; Annerose, 1988; Clavel et al., 2004;

Clavel et al., in press).

Traits that correlates with yield measured under stress and yield measured in the absence
of stress were assumed to be constitutive (independent of the effects of the stress) whereas traits
that correlate with yield only when measured under stress were assumed to be adaptive (reflecting
the responses of genotypes to stress) (Fussel,1991). Regarding data from table 5, the majority of
trait-responses studied in 2001 and 2002 would be adaptive except, maybe, the fluorimetric
parameters. Correlations between traits measured under well-watered conditions and yields under
stress can also be used to identify traits that confer constitutively drought tolerance (Dingkuhn,
personal communication). As correlations were found for BC73 in 2001 and for BC55 in 2002 on
SFI and RWC (Table 6), this confirmed that photochemical efficiency is probably constitutive.
Moreover, the SFI values showed great genetic variation (Fig. 3) and they were early and regularly

correlated with yield (Table 5) indicating that the integrity of PSII is likely a key character in the
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drought adaptation of groundnut. As PSII centre is situated on chloroplast cell membranes,
decreases in membranes tolerance and restricted CO, availability under drought stress could
possibly lead to increased susceptibility to photodamage (Colom and Vazzana, 2003).
Observations that drought tolerant plants at the cellular level are able to keep their stomata open
under severe water deficits (stomatal closure at low RWC) was documented in different studies on
diverse plant species (Costa Franga et al.,, 2000; Bajji et al., 2002; Dhanda and Sethi, 2002)
including groundnut (Clavel et al., in press). The measurement of chlorophyll fluorescence in situ
is then a useful tool to evaluate the tolerance of the photosynthetic apparatus to environmental
stresses (Rizza et al., 2001; Maxwell and Johnson, 2000). However, opposite yield correlations
with some RWC, LAI and fluorimetric measurements were observed: negative correlations in 2001
under stress for BC73 lines and in 2002 for BC55 but not significant or positive for other
situations (Table 5). A possible explanation of the negative correlations between physiological
measurements and yields under stress is that under particular conditions, plants with weak stomatal
conductance (thus with high RWC and weak CO, uptake) may have high photoinhibition but high
yield under stress. It is not clear therefore if the value for SFI must be high or low to favour high
yield under stress and what conditions allows expressing the largest genotypic variability and
highest correlation with yield. From this complex pattern of correlations it can be deduced that
constitutive and adaptive traits probably influence interactively the phenotypic responses making it
difficult to establish generally valid physiological selection criteria. The main reason for this is
that plants, and especially a drought adapted species as groundnut, possess several drought
adaptive strategies depending on their genetic background and environmental pressure.
Nevertheless, it is likely that cell-level tolerance mechanisms (Wright and Nageswara Rao, 1994;
Nautiyal et al., 1995; Clavel et al,, in press) and tolerance of photosynthetic apparatus are
important constitutive component of drought adaptation in groundnut and need to be taken into

account in variety selection.

5. Conclusion
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The study demonstrated that genetic variation and correlation of physiological traits with
genotypic performances in the field can be established among genotypes having high similarities.
In addition, the different agronomical significance of the two drought response indices used (SSI
and STI) showed that it is very critical for progress in classical breeding using physiological
criteria to interpret these indices suitably in order to characterise properly the variety drought

resistance in the field.

Genotypic statistical differences for RWC and LAI were rarely observed and could be
therefore difficult to use as selection criteria if the water control is not very precise and/or if
variety differences are weak. As opposite genotypic responses were obtained whatever lines and

treatment on some of the fluorescence parameters, in particular the Structure-Function Index

values that traduce the status of photochemical apparatus. The technique of chlorophyll

fluorescence, as it is rapid, sensitive and non-destructive, could therefore become a useful method
for determining variations in tolerance of the photosynthetic apparatus in breeding for resistance to
drought. Nevertheless, the role and value of the fluorimetric responses for maintaining yield under

drought needs to be clarify due to difference existing in groundnut drought adaptation strategies.

Improvement of drought adaptation in the cultivated groundnut species is therefore
possible by using some of the proposed criteria in association with yield-based studies in the field.
For a selection trait to be potentially relevant for breeding, the basic requirements would be (i) that
this trait was chosen on the basis of existing variability detected on appropriate genetic materials
(ii) that the performances of material in the field was suitably traduced in terms of drought
tolerance and drought susceptibility in the targeted area and (iii) that this trait was correlated with

yield performance in the field.
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Table 1. Rainfall (mm) and irrigation supply (mm) at Bambey (Senegal) in 2001 and 2002: sowing

dates were around 5 September, water deficit were applied from 50 days after sowing (DAS)

around 25 October and harvest was made at 80 DAS

2001 2002

Period Rainfall Irrigation Rainfall Irrigation
Watered Stressed Watered Stressed

September ! 228.4 15 115.4 45 45
October 37.4 60 60 38.0 110 110
Total at S0DAS 340.8 308.4
From 50DAS 11.0 105 20 235 60
Totals 276.8 180 80 1534 390 215
Total water supply 2 456.8 356.8 543.4 368.4

! From sowing date

? Including rainfall and irrigation: -28% and -47% were the differences in water supply between stressed and

watered treatments in 2001 and 2002, respectively.
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Table 2. Pod yields and harvest index (HI) on BCS5 lines (above) and on BC73 lines (below)

compared to parental lines according to water treatment in 2001 and 2002

2001 2002

Genotype Pod yield HI Pod yield HI

Watered Stressed Watered Stressed Watered Stressed Watered Stressed

55-128 1398a 1274ab  0.55ab 0.51ab 3249a 2712b 0.41ab 0.43a
55-15a 1244ab 1047b 0.54ab 0.52ab - - - -
55-26 1351ab 1090b 0.44b 0.45b 3485a 2819b 0.38b 0.40b
55-314 1276ab 856b 0.49b 0.42b - - - -
55-315 1368a 1082b 0.59a 0.46ab 3340a 2613b 0.42ab 0.42ab
55-319 1525a 1182b 0.61a 0.52ab 3392a 2520b 0.39bc 0.39bc
55-36 1437a 1380a 0.64a 0.53ab 3259a 2588b 0.43a 0.42a
GC8-35 1448a 1301a 0.61a 0.55ab 3201a 2908ab  0.40b 0.41ab
55-437 Q 1315ab 935b 0.52ab 0.40b 3200a 2624b 0.37b 0.39b
Chico & 1348ab 1062b 0.57ab 0.52ab 2564b 1956¢ 0.43a 0.42a
Genotype (G) * k% *kk *okk *xk
Treatment (T) ok n.s. x n.s.
GxT n.s. n.s. n.s. n.s.

2001 2002
Genotype Pod yield HI Pod yield HI

Watered Stressed Watered Stressed Watered  Stressed Watered Stressed

73-28-1 1269a 1105ab  0.43ab  0.46ab 3347a 2089bc  0.38ab  0.40ab
73-43 1164ab 1099ab  0.42ab  0.52ab - - - -
73-44 1305a 1057ab  0.59a 0.62a 3314a 1809¢ 0.44a 0.38b
73-9-11 1214a 1101ab  0.39b 0.35b 3348a 2242bc  0.38ab  0.36ab
73-30 @ 937b 693b 0.39b 0.34b 2958b 1927c 0.36b 0.33b
Chico & 1280ab 1069ab  0.55ab  0.60a 2852b 1282¢ 0.43a 0.45a
Genotype (G) *k ok *% K * oKk KKK
Treatment (T) * n.s. Hk n.s.

GxT n.s. * n.s. n.s.

Letters compare genotypes: means followed by the same letter are not significantly different P < 0.05)
according SNK test. Genotype, treatment and G x T effects are declared n.s. if non significant and *, **, ***

if significant at the 0.05, 0.01, 0.001 probability levels, respectively.
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Table 3. Yield-based drought responses indices, SSI and STI, on BC55 lines (above) and on BC73
lines (below) compared to parental lines in 2001 and 2002

2001 2002

Genotype Indices' SSI (rank) STI (rank) SSI (rank) STI (rank)
55-128 0.49 (2) 0.95ab (4) 0.64 (2) 0.86a (3)
55-15a 0.87 (4) 0.69c¢ (8) - -

55-26 1.06 (5) 0.785 6) 0.97 (4) 0.95a (1)
55-314 1.80 (10)  0.58c (10) - -
55-315 1.15 (6) 0.79b (5) 1.11 (6) 0.85a (4)
55-319 1.23 (8) 0.96ab (3) 1.32(7) 0.83a (5)
55-36 0.22 (1) 1.06a (1) 1.04 (5) 0.82a (6)
GC8-35 0.56 (3) 1.00ab (2) 0.47 (1) 0.91a (2)
55-437 9 1.58 (9) 0.65¢ (9) 0.89(3) 0.81a (7)
Chico & 1.16 (7) 0.76b (7) 1.53 (8) 0.55b (8)
Genotype (G) n.s. g n.s. ik

2001 2002

Genotype Indices!  SSI(rank) STI (rank) SSI (rank) STI (rank)
73-28-1 0.89 (3) 1.14a (1) 1.11(5) 0.62abc (3)
73-43 0.38 (1) 1.04a (5) - -
73-44 1.31(5) 1.12a (2) 0.91(3) 0.72ab (2)
73-9-11 0.63 (2) 1.09a (4) 0.80 (1) 0.77a (1)
73-30 @ 1.79 (6) 0.53b (6) 0.86 (2) 0.60abc (4)
Chico & 1.13 (4) 1.11a (3) 1.03 (4) 0.49¢ (5)
Genotype (G) n.s. ik n.s. i

! Drought-response indices: SSI (stress susceptibility index according to Fisher and Maurer, 1978) and STI
(stress tolerance index according to Fernandez, 1992).
Means followed by the same letter are not significantly different P < 0.05) according SNK test, n.s. is non

significant and *, **, *** are significant at the 0.05, 0.01, 0.001 probability levels, respectively
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Table 4. Flowering earliness (F 50%) in days after sowing and maturity percentage of pods at
harvest (Mat %) on BC5S5 lines and on BC73 lines (below) compared to parental lines according to

water treatment in 2001 and 2002

2001 2002
Genotype F 50% Mat % F 50% Mat %

Watered  Stressed Watered Stressed Watered  Stressed Watered Stressed
55-128 24.3b 24.3b 74.4a 69.0ab 23.3cd 23.0d 62.5ab 62.9ab
55-15a 24.3b 24.0b 70.7ab 61.6bcd - - - -
55-26 24.7ab 24.3b 62.8abc 60.2bcd 24.5ab 243ab  49.6bc 47.8bcd
55-314 24.0b 24.0b 64.1abc 48.9¢ - - - -
55-315 24.0b 24.0b 67.5abc 47.4e 23.3cd 23.8bcd  56.3abc 40.2de
55-319 24.0b 24.0b 70.7ab 60.0bcd 23.5¢cd 23.8bcd  42.2cde 40.9de
55-36 24.0b 24.0b 71.5ab 65.7abc 24.0bc 24.0bc  58.2abc 52.6abc
GC8-35 24.0b 24.0b 73.1ab 62.7abc 23.5cd 23.0cd  62.5ab 57.2abc
55-437 @ 24.7ab 26.0a 60.4abc 45.2e 25.0a 243ab  38.0e 36.9¢
Chico & 23.0c 23.0c 77.1a 72.5ab 22.8d 23.3cd  74.3a 62.0ab
Genotype (G) %k %k Xk %k %k X %* % % %k %k Xk
Treatment n.s. ki n.s. ¥
GxT n.s. n.s. n.s. n.s.

2001 2002
Genotype F 50% Mat % F 50% Mat %

Watered Stressed Watered _ Stressed Watered  Stressed ~Watered  Stressed
73-28-1 25.3a 25.0a 62.5b 59.6b 24.5ab 24.5ab  47.4bcd  38.1cde
73-43 24.3b 23.7bc  71.2a 69.5a - - - -
73-44 24.0b 23.0c 70.1a 70.3a 22.0c 22.3¢ 69.1a 52.3bc
73-9-11 25.3a 25.3a 60.5b 52.5bc 24 8ab 25.0a 41.9cde  29.3de
73-30 @ 26.0a 25.3a 48.3c 47.9¢c 25.3a 25.0a 26.9¢ 26.2¢
Chico & 24.7b 23.3b 72.5a 74.1a 23.0bc 24.5ab 75.4a 50.9bcd
Genotype (G) * kK kK *okk *kk
Treatment (T) n.s. n.s. n.s. i
GxT n.s. n.s. n.s. %

Letters compare genotypes: means followed by the same letter are not significantly different < 0.05)
according SNK test. Genotype, treatment and G x T effects are declared n.s. if non significant and *, **, ***

if significant at the 0.05, 0.01, 0.001 probability levels
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Table 5A and 5B. Correlations coefficient (r) for regressions between traits and pod yield on BC55

(A) and BC73 lines (B) under watered, stressed and across conditions (all plots) in 2001

A) BC55 lines

B) BC73lines

Traits! Correlation (1) Correlation ()
Watered | Stressed All plots Watered Stressed All plots

Maturity n.s. 0.64*** 0.53%* 0.54* 0.67%** 0.60**
Shelling n.s. n.s. n.s. n.s. 0.59** n.s.
RWC 48DAS n.s. n.s. n.s. ns. -0.54* -0.49*
RWC 76DAS n.s. n.s. n.s. n.s. -0.58%* n.s.
LAI 48DAS n.s. n.s. n.s. n.s. -0.62%* n.s.
Fv/Fm 56DAS - - - n.s. -0.59* n.s.
Fv/Fm 63DAS - - - 0.53* n.s. n.s.
Fv/Fm T0DAS - - - I.s. -0.45% n.s.
SFI 56DAS - - - n.s. -0.66** n.s.
SF1 63DAS - - - n.s. -0.46* n.s.
SFI1 70DAS - - - n.S. -0.51* n.s.

! times (in DAS) of measurements for RWC, LAI and fluorimetry.Fluorimetry was not realised on BC55

lines in 2001.

r values followed by *, **, *** indicate significance of regression at 0.05, 0.01, 0.001 probability levels,

respectively
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Table 5 C and 5SD. Correlations coefficient (r) for regressions between traits and pod yield on

BC55 (C) and BC73 lines (D) under watered, stressed and across conditions (all plots) in 2002

C) BC55 lines

D) BC73 lines

Traits ! Correlation (1) Correlation (r)

Watered Stressed All plots Watered Stressed All plots
Maturity -0.43%* n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Shelling 0.47** n.s. n.s. n.s. I.S. n.s.
RWC 48DAS n.s. -0.40* n.s. n.s. n.s. n.s.
RWC 55DAS n.s. -0.79%** n.s. n.s. 0.55%* 0.66***
RWC 69 DAS n.s. -0.52*+* -0.47** n.s. 0.65%** 0.80%***
RWC 76 DAS n.s. -0.40* n.s. n.s 0.70%*x 0.88***
LAI 55DAS n.s. n.s. n.s. n.s 0.61*** 0.45*
LAI 69DAS n.s. 0.37* 0.50** n.s 0.69*** 0.62**
LAI 76 DAS n.s. 0.30* 0.47** n.s n.s. 0.59**
Fv/Fm 69DAS 0.50** -0.55%** 0:37%* n.s n.s. n.s.
Fv/Fm 6DAS 0.54** n.s. 0.52%%* n.s. n.s. I.s.
SFI 55DAS 0.39% -0.59%** 0.41%** n.s. n.s. 0.44*
SFI 69DAS 0.60*** -0.66*** 0,35+ n.s. n.s. 0.50*
SFI 76DAS 0.58%*** -0.47* 0.63**x* n.s. n.s. 0.48*

! times (in DAS) of measurements for RWC, LAI and fluorimetry.

r values followed by *, ** *** indicate significance of regression at 0.05, 0.01, 0.001 probability levels,

respectively
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Table 6. Correlations coefficient (r) for regressions between traits under watered conditions and
yields under drought stress (Ys) and and between traits under stressed conditions and drought

response indices (SSI and STI) in 2001 and 2002 for both series of lines

Correlation (r) Correlation (r)

BC5S5 lines BC73 lines

Traits under watered and Ys

SFI 56DAS, r = -0.58**

2001 n.s. for any trait
_ SFI 70DAS, r =-0.47*

RWC 70 DAS, r = -0.49**
2002 LAI 62 DAS, r = 0.48*

SFI 70DAS, r = -0.75***

Traits under stress and

Drought-responses indices

2001
SSI n.s. for any trait LAI48DAS, r=0.60**
LAI 76DAS, r = 0.46*
STI Mat %, r = 0.60** LAI 48 DAS, r =-0.46*
2002
SSI n.s. for any trait n.s. for any trait
STI RWC 63DAS, r = 0.36* n.s. for any trait

RWC 70DAS, r = 0.39*

r values followed by *, ** *** indicate significance of regressionat 0.05, 0.01, 0.001 probability levels,

respectively. Fluorimetry was not realised on BCS55 lines in 2001.

Chapitre 4. Variabilité génétique des caracteres d’adaptation chez des lignées apparentées 106



Table 7. Correlations coefficient (r) for regressions between pod-yields (Yi for well-watered and
Ys for stressed conditions) across treatments and crop seasons and between pod-yields and drought

responses indices for both series of lines in 2001 and 2002

Correlation (r) Correlation (1)
BCS5S5 lines BC73 lines

Across treatments
Yiand Ys in 2001 n.s. n.s.
Yi and Ys in 2002 n.s. n.s.
Across crop seasons
All plots in 2001 and 2002 0.43%x* 0.50**
Drought-responses indices
Crop season 2001
SSI-Yi 0.38* 0.58**
SSI-Ys -0.78%** -0.87***
STI-Yi 0.86*** 0.45%
STI-Ys 0.72%*x* 0.85%**
Crop season 2002
SSI-Yi 0.52%* n.s.
SSI-Ys -0.58** -0.93***
STI-Yi 0.78*** 0.58**
STI-Ys 0.87%** 0.95%**

r values followed by *, **, *** indicate significance of regression at 0.05, 0.01, 0.001 probability levels,

respectively. Fluorimetry was not realised on BCS55 lines in 2001.
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Symbols represent treatment means across genotypes if there was no significant genotypic effect (A and B)
and bars represent genotypic means across treatments if there was genotypic effect in the ANOVA for the

considered periods (C and D). Genotypic or treatment means represented by the same letter are not

significantly different (P < 0.05) according to SNK test.

Fig.1. Relative water content (RWC) of BC55 lines (A and B) and BC73 lines (C and D) in 2001

(left) and 2002 (right)
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A) BCS5S5 lines, 2001 B) BC55 lines, 2002
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Symbols represent treatment means across genotypes if there was no significant genotypic effect (A) and bars
represent genotypic means if there was genotypic effect in the ANOVA for the considered periods (B, C and
D). Genotypic or treatment means represented by the same letter are not significantly different (P < 0.05)

according to SNK test.

Fig.2. LAI values of BC 55 lines (A and B) and BC73-30 lines (C and D) in 2001 (left) and 2002

(right)
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A) BC55 lines, 2002
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Genotypic means followed by the same letter are not significantly dif€rent (P < 0.05) according to SNK test

Fig. 3. Stucture Function Index (SFI) calculated from fluorimetry measurements on BC5S lines at

77 DAS (A) and on BC73 lines at 69 DAS (B) and 76 DAS (C) in 2002.
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4.2. Synthése des résultats

4.2.1. Amélioration des caractéres agronomiques

Les rendements obtenus en conditions de bonne alimentation hydrique n’ont pas été

corrélés avec ceux qui ont été réalisés en conditions de déficit hydrique. Pour certaines.

lignées, cependant, la sélection pratiquée a permis de maintenir ou d’améliorer le
rendement en conditions de stress et en conditions de bonne alimentation hydrique tout en
améliorant la qualité des gousses, notamment la maturité. Le taux de maturité a été le
parametre de qualité le plus sensible au déficit hydrique. Les rendements obtenus ont été
stables d’une année sur 1’autre avec un coefficient de corrélation voisin de 0,43 (P<0,01)
pour les lignées BC55 et de 0,50 (P< 0,01) pour les lignées BC73 bien que les conditions
d’application du stress hydrique de fin de cycle aient été sensiblement différentes en 2001
et en 2002. L’indice de récolte des lignées a été généralement élevé et stable confirmant
leur bonne capacité adaptative pour la réallocation des assimilats vers les grains sous

contrainte hydrique.

4.2.2. Indices de réponse au stress

Deux indices de réponse au stress basés sur le rendement en gousses ont été utilisés : STI
(Stress Tolerance Index, Fernandez, 1992) et SSI (Stress Susceptibility Index, Fisher et
Maurer, 1978). Les classements variétaux donnés par ces indices n’ont pas été les mémes
et STI a permis une discrimination statistique des lignées alors que les différences entre
SSI des lignées n’ont jamais été significatives. Par ailleurs les STI ont été positivement
corrélés avec les rendements en conditions de déficit et de non déficit alors que ces
corrélations ont été plus faibles ou non significatives pour les SSI. L’indice SSI qui traduit
une réduction relative de rendement confirme donc qu’il est moins pertinent et moins

- sélectif que STI, qui intégre la réduction de rendement et le rendement potentiel.
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4.2.3. Variabilité des caractéres physiologiques

Les discriminations entre variétés permises par les mesures du contenu relatif en eau (CRE)
et l’indice foliaire (LAI), n’ont été possibles que dans de rares cas notamment en
conditions de fort déficit ou lorsque la variabilité morphologique du matériel comparé était
relativement élevée (cas des lignées BC73 par rapport aux lignées BC55). Les corrélations
établies entre les différentes séries de mesures de ces parametres physiologiques (mesurés a
différents stades de déficit) et les rendement finaux sous les deux conditions (stress et non
stress) ont été soit non significatives soit non stables en fonction des années et de la série
de génotypes considérée. En revanche, les résultats obtenus sur les parameétres de
fluorescence traduisant 1’efficience de I’appareil photosynthétique en termes de
photochimie au niveau du photosysttme II (PSII), ont montré une capacité de
discrimination intergénotypique plus élevée. Des corrélations significatives ont été établies
entre les rendements et certaines mesures de fluorimétrie notamment, le ratio de la
fluorescence variable sur la fluorescence maximale (Fv/Fm) et I’indice de vitalité (SFI pour
Structure-Fonction Index) pour les deux séries de génotypes et pendant les deux années de
test. Ces résultats permettent de conclure que la tolérance du PSII a un rdle essentiel dans
I’adaptation a la sécheresse de 1’arachide et que ce trait est probablement de nature
constitutive. Cependant le sens de la plupart des liaisons établies a varié selon les années et
les lignées considérées ce qui rend difficile les explications fonctionnelles d’une portée

générale.

4.3. Conclusion

Ces résultats montrent que l’arachide posséde des capacités d’adaptation variées en
fonction de son fond génétique et de la pression du déficit subit. L’établissement d’une
relation répétable entre la variation des caractéres physiologiques et la variation du
rendement n’a pas été possible pour les CRE et les LAL En revanche, les nombreuses
corrélations significatives obtenues entre les mesures fluorimétriques et les rendements
pour les deux séries de matériels permettent d’envisager une utilisation effective de la
fluorimétrie en sélection d’autant plus efficace que la mesure n’est pas destructive et peut
étre réalisée assez rapidement sur de grands effectifs. Cependant la plupart des corrélations

établies, y compris celles qui concernent la fluorimétrie, ont changé de sens selon les
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années et les génotypes. Il semble, par conséquent, difficile d’obtenir des critéres
physiologiques de sélection généralement valides.

Les résultats ont montré que le transfert de précocité, notamment 1’amélioration des taux de
maturité par rapport a ceux des parents récurrents, avait €té trés efficace sur la série BC55
et un peu moins sur la série BC73. Par conséquent, ce programme a permis la diffusion
dans le circuit du développement agricole et de la production de semences de 6 nouveaux
cultivars trés précoces (80 jours) dont la production est supérieure ou équivalente a celles
des anciens cultivars 55-437 et 73-30 (variétés parentales de 90 jours). Cette sélection par
rétro croisement pour la réduction du cycle avec maintien voire 1’augmentation du
rendement a donc été efficace alors qu’aucun critére physiologique n’a été utilisé. Le
matériel végétal sélectionné a été néanmoins utile sur le plan méthodologique notamment
pour établir I’intérét des indices de réponse et de certaines mesures physiologiques pour la
sélection. Il pourra également s’avérer intéressant dans le cadre de la recherche de

marqueurs moléculaires.
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CHAPITRE 5

SELECTION PRECOCE EN CONDITIONS CONTROLEES
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Planche V. Mesure de la profondeur du systéme racinaire de 1’arachide en rhizotron
(photo Clavel).




5.1. Introduction

L’évaluation au champ de génotypes dont la longueur de cycle est adaptée a la zone ciblée
et dont le rendement et la qualité des gousses sont satisfaisants dans ces zones est une
nécessité incontournable pour la sélection variétale. Outre le fait que les sélections directes
pour le rendement manqueraient d’efficacité en conditions de sécheresse, objection fondée
sur le plan théorique, une autre contrainte est que les sélections au champ présentent des
cotts financiers et des risques élevés (accident de culture fréquents). Les principales
difficultés sont liées aux fluctuations environnementales impossibles a contrdler
simultanément comme [’homogénéité des sols, la température, la photopériode et
I’alimentation en eau. Cependant, il n’existe toujours pas, a ce jour, de systéme standardisé
pour mesurer la résistance a la sécheresse (Blum, 1999). En zone sahélienne, la mise au
point d’un dispositif normalisé en pots sous serre est accentuée par le fait que le schéma
pluviométrique le plus fréquent est le déficit hydrique de fin de cycle. Par conséquent la
logistique qui devrait étre mise en ceuvre pour mimer ce déficit, sera lourde et les risques
encourus par les plantes tout au long de leur cycle, supérieurs. Or, un test de criblage, pour
étre vraiment utile au sélectionneur, doit étre précoce. Ainsi, I’expérimentation que nous
avons réalisé a €té a été limitée dans le temps a 6 semaines : 2 semaines de croissance en
conditions hydriques non limitante et 4 semaines pendant lesquelles deux régimes
hydriques ont été appliqués. Elle a ¢€té réalisée en rhizotrons pour avoir accés aux
profondeurs d’enracinement. Les mesures conduites durant les quatre derniéres semaines.
Elles ont concerné les variations morphologiques (profondeurs racinaires, matiéres séches
racinaires et aériennes, surface foliaire et efficience de 1’utilisation de 1’eau), le statut
hydrique de la partie aérienne, sa rapidité de fermeture stomatique et la résistance des
membranes cellulaires a la dessiccation.

L’objectif était de caractériser des différences entre quatre génotypes de référence (55-437,
Fleur 11, 73-30 et 57-422) s’exprimant précocement afin de mettre au point des tests de
criblage précoces en rhizotrons (Planche V). On a cherché a relier les réponses
développementales et physiologiques entre elles et a les analyser en fonction des
performances des cultivars au champ. Le choix de ces quatre cultivars a tenu compte de
leurs comportements agronomiques différenciés des conditions d’alimentation hydrique

variées au champ. Un des génotypes, 57-422, présentait un cycle plus long que les 3 autres
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mais des études antérieures (Clavel et Annerose, 1997 ; Lauriano et al, 2000) avaient
montré que cette variété possédait caracteres physiologiques favorables a la résistance.

Cette étude a fait 1’objet d’un article intitulé “Analysis of early responses to drought
associated with field drought adaptation in four Sahelian groundnut (4rachis hypogaea L.)
cultivars” par Daniéle Clavel, Nani Khady Drame,- Harold Roy Macauley, Serge
Braconnier et Daniel Laffray, sous presse dans Environmental and Experimental

Botany.
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Abstract

Groundnut (4rachis hypogaea L.) is the most important oil and cash crop in the sub-Sahelian tropics. Plant adaptation to
drought, i.e. cultivars (cvs) that can maintain yield when water. is lirnited, is a complex phenomenon which is not yet fully
understood. This study aimed to identify traits expressed at the early stages of the cycle that could reveal cv differences in
drought adaptation in the field. The field productivity of four Sahehan groundnut cvs was assessed during three crop seasons in
Bambey (Senegal). The same cvs grown in rhizotrons were subjected to early drought stress and to a desiccation test to assess
cell membrane tolerance. Between-cv differences were.found with respect to pod yield, biomass production, water use efficiency
(WUE), stomatal regulation and cell membrane tolerance. Two strategies to cope with water deficit were identified. The first
behaviour was characterised by high rapid water loss‘“late stomatal closure and low cell membrane damage during drought.
These traits are all found in the semi-late Virginia cv 57-422 and, into a lesser extent, in the early Spanish cv Fleur 11. For both
cvs, biomass production was boosted under favoumble conditions in rhizotrons but the semi-late cv had poor pod yield under
end-of-season water deficit conditions. The secqnd strategy involved opposite characters, leading to the maintenance of a higher
water status, resulting in lower photosynthesis,g':h 1d;-This characterised the early Spanish cv 73-30, and also, to some extent,

Abbreviations: cv, cultivar; RLA, relative l¢af area (cm‘z) TDM, total dry mass (g); SLW, specific leaf weight (gcm~2); ADM, above
ground dry mass (g plant~!); RDM, root dry mass (gplant"), DAS, days after sowing
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the early Spanish cv 55-437. Earliness associated with high WUE, stomatal conductance and cell membrane tolerance, were the
main traits of Fleur 11, a cv derived from a Virginia x Spanish cross, which was able to maintain acceptable yield under varying
drought patterns in the field. These traits, as they were detectable at an early stage, could therefore be efficiently integrated in

groundnut breeding programmes for drought adaptation.
© 2004 Published by Elsevier B.V.

Keywords: Groundnut (Arachis hypogaea L.); Cultivars; Sub-Sahelian Africa; Responses to early drought; Stomatal regulation; Protoplasmic

tolerance; Breeding traits

1. Introduction

Groundnut, Arachis hypogaea L., is the most im-
portant oilseed and cash crop in the semi-arid tropics
(Ntare et al., 2001). Over the last 20 years, a serious
decline in rainfall levels has been observed in the Sahel
and sub-Sahelian regions. In Senegal, one of the most
drought prone areas is the groundnut growing area,
usually called the ‘groundnut basin’. The main focus
of the groundnut improvement programme carried out
in the central and northern regions of the Senegalese
‘groundnut basin’ was to create early groundnut vari-
eties that could withstand severe drought spells thanks
to their physiological adaptive capacities (Annerose,
1991; Khalfaoui, 1991).

Understanding the mechanisms of drought tolerance
in leguminous species naturally adapted to drought,
such as bean or groundnut, can help to improve their
agronomic performance (Subbarao etal., 1995; Cruzde

Carvalho et al., 1998; Costa Franga et al., 2000). Con-
siderable research has been undertaken on the physio-
logical and molecular mechanisms involved in drought
adaptation (Bohnert et al., 1995). However, there'is
still no comprehensive standard system for measuring .
drought resistance (Blum, 1999), especially because,
the physiological model approach is not always ad-
equate for selection because of negative correlations’

between physiological traits involved in drought adap-
tation (Turner et al., 2001). Breeding groundnut would
seem possible by using substitute measurements of wa-
ter use efficiency in the field (Wright et al., 2002) or
using a crop growth model (Subbarao e:tf al; 1995), but
these field studies are costly, time-consuming and af-
fected by environment variations. Data on early phys-
iological or growth changes obtained under controlled
conditions are more precise than field results, but a
simple and direct link between ‘a particular trait and
the maintenance of yield under.drought has never been

proven. Consequently, plant improvement programmes
have not been able to fully exploit existing physiologi-
cal data (Richards, 1996; Turner et al., 2001). Neverthe-
less, the use of early physiological variations between
genotypes couldbe of substantial help for plant breed-
ing provided that these changes also reveal behavioural
differences in'the field.

The aim of this study was to look for variety
differences-at-an early growth stage in groundnut,
which could reflect variations in yield performance
under drought in‘the field. This required the following
two steps: (i) to characterise early physiological differ-
ences among cvs; (ii) to check if these differences are
linked to‘field production under drought stress. This
study involved four Sahelian groundnut cultivars (cvs)
whose. growth parameters and physiological traits
were measured in rhizotrons under controlled watering

~~conditions, while yield components were determined
- under varying drought patterns during three crop
~“seasons.

e "2, Materials and methods

Two types of experiments were carried out on four
cvs: in the field and in rhizotrons.

2.1. Plant material

Four groundnut cultivars selected by the Institi-
tut Sénégalais de Recherches Agricoles (ISRA) and
the Centre de Cooperation International en Recherche
Agronomique pour le Développement (CIRAD), were
used in this study: two commonly cultivated Spanish
type drought-tolerant cvs, 55-437 and Fleur 11, with
a 90-day cycle (Clavel and N’Doye, 1997), and two
formerly released cvs, 57-422, a Virginia type with a
105-day cycle and 73-30, also a Spanish type with an
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90-day cycle (Lauriano et al., 1997; Lauriano et al.,
1997, 2000).

2.2. Field experiments

Comparative variety trials were conducted during
the 1999, 2000 and 2002 rainy seasons at the exper-
imental station of Bambey (14.42 N and 16.28 W),
located in the semi-arid zone of the ‘groundnut basin’
in Senegal. Two seeds pre-treated with Granox (10%
Captafol-10% Benomyl-20% Carbofuran) per hole
were hand-sown. The seedlings were thinned to one per
hole 1 week after sowing, resulting in a density of 133
300 plants/ha. No fertilizer was applied, in compliance
with farmers’ usual groundnut cropping practices in
the Sahel. The crop was treated with pesticides and the
field was maintained weed-free throughout the study.

2.3. Water supply and statistical design of the field
trials

The trials were sown in mid-July after the first sub-
stantial rainfall and conducted during the rainy season
without supplementary irrigation except in 2002 when
two water treatments were applied. The first treatment
was strictly rainfed, with 385 mm total rainfall, and
the second was supplemented by irrigation at the end
of cycle, for a total water input of 560 mm. Field tri-
als were generally arranged in a randomised complete
block design with four replicates, except in 2002 when

a split-plot design was used, with cvs as the main factor ‘

and water treatment as the secondary factor.

2.4. Productivity measurements in the field

The plot size for the productivity measurements was .
12.3 m?. The plants were harvested 90 or 105 days after :

sowing (DAS) depending on the earliness of the cvs.
The harvested plants were exposed to ambient temper-
atures of 30-35 °C so as to allow complete drying of
pods and haulms to less than 5% pod moisture. Pod
yield was determined as the dry mass of pods, and the
harvest index (HI) was calculated as the ratio ofthe dry
weight of pods and haulms.

2.5. Rhizotron experiment

The rhizotron experiment was: carried out for 6
weeks (42 days) and conducted at the end of the 1997

dry season at the experimental station of Bambey. The
rhizotrons were built with 100 cm high, 15 cm diameter
PVC tubes with a plexiglas window. They were filled
with sifted sandy soil, called ‘dior’, obtained from the
Bambey station, and then placed at an angle of 30°
on a metal chassis, so that the root system adhered
tightly to the window and was thus easily measurable.
A transparent tarpaulin shelter was installed to pro-
tect the experiment from rain. Minimum and maximum
recorded air temperatures were 28 and 44 °C, respec-
tively, with a mean temperature of 34 °C. Relative hu-
midity averaged 75%. Seeds were first powdered with
‘Granox’ and pre-germinated 24 h before sowing. Two
seeds per rhizotron were sown and the seedlings were
later thinned to one:per rhizotron. One litre of NPK
fertilizer (6-18-27); at a dose of 0.3 g1~!, was applied
for each rhizotron.

2.6. Water sipply.and statistical design of the
rhizotron trials

The initial water supply was calculated to simulate
a 25mm rainfall, which is the average level for the
first rain of the crop season in the Sahel (Annerose and
Diagne,1990). This limited quantity of initial water
supply allowed us to quickly induce a water deficit
while not completely waterlogging the soil column.
During the first 2 weeks of growth, the plants were
watered regularly (2.5 mm/day) so as to maintain op-
timum growth conditions. Half of the thizotrons was

- subjected to water deficit 14 DAS by withholding ir-
.rigation, while the other half was watered as before.

The rhizotrons were arranged in a two-factorial design,
replicated four times, with the cultivar (cv) and water
regime as the two studied factors. The experimental
unit consisted of four plants.

2.7. Growth measurements in rhizotrons

Rooting depths were measured at 14,24 and 35 DAS
directly on the transparent side of the rhizotron, and
noted as RD14, RD24 and RD35 cm, respectively. At
the end of the experiment at 42 DAS, plants were un-
potted, the roots washed and the root dry mass (RDM)
determined. Individual aboveground dry mass (ADM)
was measured after 48 h drying at 80 £ 1.5°C. The
total dry mass (TDM) was the sum of ADM and RDM.
Since between-genotype variations in stem biomass are
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generally limited (Turner et al., 2001), it was consid-
ered that the major genotypic differences in aerial parts
with respect to the water regimes was due to leaf num-
ber and size. The relative leaf area (RLA) was therefore
estimated by the following formula:

1
RLA = SIW ADM
where, SLW (g cm™2) is the specific leaf weight of the
third leaf of each plant, determined at 42 DAS, and
ADM, the aboveground dry mass (g plant™!).

Water use efficiency (WUE) was given in gmm™!
(El Hafid et al., 1978). It was determined by weighing
rhizotrons at the beginning and end of the experiment
and was calculated as the amount of TDM produced
per unit of water lost by evapotranspiration.

2.8. Water status measurements in rhizotrons

The second pair of leaflets of the third leaf from
the top of the main shoot was used to measure the leaf
water potential () and relative water content (RWC).
These measurements were obtained between 12 and
14h, and weekly from 14 DAS. y; was determined
with a Scholander pressure chamber (PWSC 3005, Soil
Moisture Equipment Corp., CA, USA) and RWC was
calculated from gravimetric measurements using the
following formula (Catsky, 1960):

fresh weight — dry weight

PV = Saimeiit — Ay weld

Samples of 10 leaf disks (0.5cm diameter) were
weighed immediately after they were punched out
(fresh weight), rehydrated overnight at 5 £+ 1.5°C
(turgid weight), and then oven dried for 24 h at-85 &+
1.5 °C (dry weight).

2.9. Stomatal regulation

Water loss from leaves when submitted to a dehy-
dration treatment was linked to stomatal regulation,
which may be variable according to cv§_. “The time de-
crease in RWC was monitored on excised leaves us-
ing the method of Hygen (1951), modified by Clavel
and Annerose (1995). Leaves came from well-watered
28-day old plants grown in rhizotrons. The third leaf
from the top of the main shoot was collected and im-
merged in distilled water for 4 hunder natural full light

atroom temperature so as to maintain the complete tur-
gor of cells and the stomatal aperture. The leaves were
then quickly wiped and weighed to obtain their turgid
weight. Eleven successive weighings of each leaf were
made under ambient conditions during a dehydration
period lasting 115min. The first eight weighings of
fresh leaves were carried out every 3 min, and the last
three were conducted every 20 min. Dry weight was
determined after oven-drying for 24 h at 85 °C. Each
timely RWC was calculated using the formula given in
the previous section. This procedure was repeated four
times for each cv.

2.10. Electrolyte ‘I:eak'age measurements

Electrolyte léakage from leaf tissues in response to
desiccation stress has been measured by different au-
thors as a means of assessing membrane stability (Blum
and Ebercon, 1981; Vasquez-Tello et al., 1990; Costa
Franga et al., 2000). Desiccation stress was simulated
using a polyethylene glycol (PEG) solution applied on
0.8 cm' diameter leaf discs punched out of fully ex-
panded leaves from 21 day-old well-watered plants.
The discs were rinsed twice in distilled water for 1 h
toremove solutes from damaged cells. A first set of 96
discs (24 per replicate and per cv.) were then incubated
in distilled water (control discs) and another set was
floated in PEG 4000 solution at 400 g/l concentration,

: - with an osmotic potential of —2MPa (treated discs).
_ After at least 4 h incubation, all discs were rinsed three

times in distilled water and floated overnight on dis-
tilled water in the dark at room temperature and a first
conductivity reading was made. Leaf tissues of con-
trol and treated samples were then killed by 1 h auto-
claving and a second conductivity reading was made
after equilibration at room temperature. The conduc-
tivities of discs floating in solution were determined
using a conductimeter (PROLABO, CD6-NG, Paris,
France). The injury index (%) was measured accord-
ing to Vasquez-Tello et al. (1990) using the following
formula:

Sy 1=i(l =T/T
O T

where T7 and 7> were the first and second conductiv-
ity readings for the PEG treatment and C; and C; the
first and second conductivity readings for the control
treatment.

x 100

EEB 1496 1-12

227
228
229
230
231
232
233
234
235
238
237
238

239

266

267
268

270



M1

272
273
274
275
276
277
278
279
280

281

282

283
284

285
286
287
288
289

290

D. Clavel et al. / Environmental and Experimental Botany xox (2004) xxx—xxx 5

2.11. Statistical analysis

Data were processed using the SAS/STAT soft-
ware package (Version 6.22) for variance analyses,
which were performed according to the statistical de-
sign used: randomised complete block or split-plot for
field studies, and two-factorial design for the rhizotron
experiment. Means were compared using the Student-
Norman and Keuls (SNK) test for single effects at the
0.05 probability level. The significance of correlations
between traits were determined using regression anal-
ysis at the P = 0.05 threshold.

3. Results

3.1. Field productivity according to the water
regime

Although the rainfalls of 1999, 2000 and 2002
(irrigated treatment) were comparable (total: 498-
566 mm), their distributions were different. In 1999,
there was a water deficit at the end of the cycle, with
only 60mm for the last month of cultivation com-
pared to 190 and 175 mm for the other two situations
(Table 1). In 2002 (rainfed treatment), the total rainfall

Table 1

recorded was the lowest, totalling 385 mm, including
only 55 mm for the last month of cultivation. Pod yield
and harvest index (HI) are shown according to rainfall
and watering conditions after day 60, corresponding
to the pod filling and maturation phase (Table 1). In
2002, when rainfall was supplemented with irrigation
(560 mm of rain, including 175 mm for the last month),
no significant difference was recorded between cvs. On
the contrary, when the water supply was very limited at
the end of the cycle (2002-rainfed and 1999), cvs Fleur
11 and 55-437 gave the best yields and HIs, while 57-
422 and 73-30 appeared to be the most sensitive to
drought. Under mild terminal water stress conditions
(2000), Fleur 11 shdwgd the highest yield but the 105-
day duration cv 57-422 yielded comparably. For the
late cv, however, the end-of-season water deficit had a
strong effect on pod yield, with HIs of 0.55 and 0.66
in 2000 and 2002-irrigated, respectively, compared to
0.14 and 0.24 in '1999 and 2002-rainfed, respectively.
On average, Fleur 11 gave the highest pod-yields and
HIs and 73-30.the poorest.

3.2. Leaf water status

Between 14-and 35 DAS, the three short cycle cvs
showed.a slow v decrease from —0.5 to —2 MPa

Pod yield (kg ha~!) and harvest index (HI) for the four groundnut cultlvars (cvs) obtained in field conditions at Bambey (Senegal) during three

crop seasons while varying the water supply

Year ; Mean
1999 (rainfed) 2000 (rainfed) ) 2002 (rainfed) Irrigated
Annual rainfall 498 566 385 385
After 60 DAS 60 190 45 175
Total (mm) 498 566 385 560 502 & 84
cvs
57-422 (105-day) ;
Pod 1362 ab 3080 ab 1510 ab 3897 a 2462 £ 66
HI 0.14b 0.55b 0.24c 0.66 ab 0.40 + 0.25
55-437 (90-day) R
Pod 1776 ab £72657b 2908 a 3201 ab 2635 £ 188
HI 022a 0.52b 040b 041b 039+ 0.12
73-30 (90-day) .,
Pod 1232 ab : 24180 1927 ab 2958 b 2133 + 58
HI 0.13b . 0.62b 0.33b 0.36b 0.36+0.20
Fleur 11 (90-day)
Pod 2624 a 3648 a 2899 a 3873 a 3261 £+ 93
HI 024a 0.79a 0.72a 075a 0.63 £ 0.26

For each parameter, means followed by the same letter are not significantly different according to SNK mean comparison test at P < 0.05. Mean

values across years are followed by a standard error value.
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(Fig. 1A). This behaviour corresponds to isohydric
species, characterized by early stomatal closure, which
prevents leaf dehydration. At the end of the experiment,
1 week later, Fleur 11 and 57-422 reached the same vy,
of about —4 MPa, which was significantly lower than
that of 55-437 and 73-30 (Fig. 1A). Conversely, the
regular ¥ decrease observed on cv 57-422 illustrates
the long opened stomata period typical of anisohydric
species. The relative water content (RWC) data showed
that the drought susceptible cv 73-30 always had higher
water contents than the other cvs, particularly until 35
days of applied water deficit (Fig. 1B). In summary,
the rapid and regular decrease in water status of 57-
422 contrasts with the relative stability of the leaf wa-
ter status of 73-30, at least until 35 days after stress
application.

3.3. Effect of drought on plant growth parameters

Under well-irrigated control conditions, in the rhi-
zotron experiment, cv 57-422 (105-day) and Fleur 11
(90-day) had the highest TDM. In contrast, the poorest
growth performances were recorded in cvs 55-437 and
73-30 (Table 2). The ADM and RLA were directly
linked since the specific leaf weights did not vary ac-
cording to varieties and watering conditions (Table 2b).
ADM and RDM and RLA were reduced in all cvs under
drought. Fleur 11 and 57-422 showed the highest WUE
under well-watered conditions and their WUEs did not
increase under drought conditions. However, the WUE
of Fleur 11 was the highest in all conditions (Table 2).
In contrast, the WUE for 55-437 and 73-30 was
low under well-watered conditions but significantly

42DAS

14DAS.  2IDAS  28DAS  35DAS:
-0.5. —0—55-437
~=0-=» 57-422
s —a—73-30
==<&--Fleur 1]
> 25
35
4.5
(A)
1.0
—0—355-437
0.9 <i:0--- 57-422
0.8 A —a—73-30
o ~<=&--- Fleur'11
= 0.7 v e
g .' a
6 ab = \
0. e o
©
0.5 . st
a
0.4 .
B) 14DAS 28DAS  35DAS  42DAS

21DAS

Fig. 1. Change in leaf water potential ¥ (A) and RWC (B) with the water stress progress expressed in days after sowing (DAS). Water stress was
applied by withholding irrigation at 14 DAS. For.each cultivar and each time, means followed by the same letter are not significantly different

according to SNK mean comparison test at P < 0.05.
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Table 2

Growth parameters of four groundnut cultivars grown in rhizotrons under well-irrigated (control) and water stress conditions (drought)

Cycle cv ADM (gplant™!) RDM (gplant~!) TDM (gplant~')
Control Drought Control Drought Control Drought
Aerial dry matter (ADM), root dry matter (RDM) and total dry matter (TDM)
105-day 57-422 1.662 a 0.591 cd 1.373 ab 0.654 ¢ 3.035a 1.097 d
90-day 55-437 0.754 ¢ 0.480d 0.681 c 0.603 ¢ 1435¢ 1.083d
90-day 73-30 1.119b 0.558 cd 1.014b 0.605 ¢ 2.133b 1.163d
90-day Fleur 11 1.357 ab 0.570 cd 1.627 a 0.664 ¢ . 2984a 1.234 cd
RLA (cm?) WUE (g mm™)
Control Drought Control Drought
Relative leaf area (RLA) and water use efficiency (WUE)
105-day 57-422 342331a 126.655 cd 0.0115 ab 0.0105 ab
90-day 55-437 164.029 ¢ 100.397d . 0.0054 cd 0.0103 ab
90-day 73-30 208.556 b 130.414 cd .. 4 0.0080c 0.0111 ab
90-day Fleur 11 305.906 a 124.660 cd ) #:0.0113 ab 0.0118a
RD14 (cm) RD24 (cm) RD35 (cm)
Control Control Drought Control .- Drought
Rooting depth under control conditions at 14 DAS (RD 14) and under both control and
water deficit conditions (drought) at 24 (RD 24) and 35 (RD 35) DAS 3
105-day 57-422 23.6b 4550 46.0b .57.0a 479b
90-day 55-437 195¢ 48.5 ab 455b 52.5ab 53.2ab
90-day 73-30 23.1b 48.5 ab 49.2 ab. 52.2ab 4550
90-day Fleur 11 283a 53.2a 470b . 563a 497b

For each parameter, means followed by the same letter are not significantly different according to SNK mean comparison test at P < 0.05

probability; drought was applied by water shortage 14 days after sowing.

higher under water deficit conditions, as generally
observed.

Rooting depth (RD) was measured every 10 days
in order to monitor progress of the root front accord-

ing to watering conditions. Fleur 11 showed the deep'v-f
est root system whilst 55-437 showed the most super-

ficial root system before water deficit application; as
shown by the RD14 results (Table 2). Significant geno-

typic differences in root length thus existed prior-to .- :

the application of water stress. Differences :between
cvs diminished with time under both control and wa-
ter deficit conditions. Between 24 and 35DAS, only
weak progression of root growth was observed and
root elongation was not boosted by drought, These
phenomena were attributable to the partial waterlog-
ging of the soil in the rhizotrons. Nevertheless, cv
Fleur 11 still had the deepest roots under control con-
ditions. It should also be noted that the rooting depth
of 73-30 was slightly increased under drought condi-
tions. However, since there was no difference as re-

‘ g_a.rdé RDM, this increase probably concerned only thin

roots.

.3.4. Relationships between water status

parameters

RWC and y;; were closely related, as expected: the
coefficient of correlation from the logarithmic type re-
gression curve (Fig. 2A) was 0.73 (P < 0.001). No di-
rect relationship was found between v and any of the
other growth parameters (not shown). On the contrary,
RWCs at 35 and 42 DAS were closely correlated (r =
0.64, P <0.001, and r=0.59, P < 0.001, respectively)
with TDM (Fig. 2B and C). It is, however, interesting to
note that this relationship became negative at 35 DAS (r
= —0.54, P <0.05, Fig. 2D) or disappeared afterwards
(results not shown) when only stressed plants were con-
sidered in the regression calculation. This means that
although high leaf water status levels allow the plant to
grow well, high water status under stressed conditions
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RWC (42 DAS)
0.4 0.6 0.8 10
0.0 ; .
r=0.726%**
-1.0 e
2.0 o x XX
s % x
3.0 4o XX
-4.0 x
-5.0
(A)
5.0
r=0.586 ***

©) RWC (42DAS)

5.0
r=0.637***

4.0 X
s 3.0
a
= 2.0

x X
1.0 X
0.0 r . \
0.4 0.6 0.8 1.0
RWC (35 DAS)

®B)

2.0

r=-0.542 *
15 3 4 X
- 5eX

2 10 % ;
=t x x

0.5

0.0 T T T T |

0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9

D) RWC under stress (35DAS)

Fig. 2. Relationship between RWC at 42 DAS and v (A), RWC at 35DAS and TDM (B), RWC at 42 DAS and TDM (C) under both conditions
and regression between RWC at 35 DAS and TDM (D) under water deficit conditions, for the four cultivars. (***) correlation is significant at

the P < 0.001 level; (*) correlation is significant at the P < 0.05 level.

is not necessarily advantageous for biomass produc-
tion, at least at the young stage.

3.5. Stomatal regulation

RWC was determined using young leaves excised
from well-hydrated plants, which were left to dry up
progressively under ambient conditions. The curves
shown in Fig. 3 were established by calculation of"
RWCs after determination of leaf weight losses dur-,
ing a drying period of 115min (11 weighings). The
standard curves obtained fitted power regression curves-
with a determination coefficient higher than 0.95. The
inflexion point indicates a rupture, corresponding to
the RWC (and time) at which stomatal: closure oc-
curred. After this point, only cuticular transpiration
was responsible for water loss. The time-of stom-
atal closure was very similar irrespective of the cv,
but there were differences between cvs for RWC at
stomatal closure. The group of 90-day cvs showed
early stomatal closure, which was obtained for RWC
ranging between 83 + 1 and 76 &+ 2% (Fig. 3A-C).
In this group, Fleur 11 closed its stomata the lat-

est (Fig. 3C). The second type of stomatal behaviour
was represented by the cv 57-422, which showed late
stomatal closure when leaf RWC reached 68 + 5%

(Fig.;3D).

" 3.6. Cell membrane tolerance

Ion leakage, as a measurement of protoplasmic tol-
erance, allows evaluation of the ability of cell mem-
branes to maintain their integrity at low water status
(Costa Franga et al., 2000; Bajji et al., 2002). The suit-
able osmotic potential of the PEG solution was first
established at —2 MPa to reveal maximum genotypic
differences. The injury index of 73-30 was significantly
(P < 0.05) higher than the indices obtained for Fleur
11 and 57-422, and that of 55-437 was intermediate
(Fig. 4). This data confirms previous results, showing
that 57-422 presented higher protoplasmic tolerance
than 55-437 and 73-30 (Lauriano et al., 2000; Khal-
faoui, Annerose, pers. comm.). Based on these results,
the four cultivars could be ranked as follows: Fleur 11
and 57-422 were the most tolerant, 55-437 in an inter-
mediate position and 73-30 was the most susceptible.
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Fig. 3. Standard power regression curves of leaf relative water content (RWC) decreases during 6900 s (115 min) air-drying of excised leaves
of the four well-hydrated groundnut cultivars (cvs). The inflexion point defined by.the curves indicates the RWC at stomatal closure (RWCsc,
indicated in bold in the figures) of each cv. Measurements were realised four times for each cv: means RWCsc were 0.68 % 0.05 for 57-422,
0.81 = 0.01 for 55-437, 0.83 £ 0.01 for 73-30 and 0.76 = 0.02 for Fleur 11.

Injury Index (%)

57-422 55-437 73-30

Fleur 11

Fig. 4. Mean injury index of four groundnut cultivars subjected to
PEG 4000 (osmotic potential: —2 MPa) Histograms represent means
of four replicates of 24 leaf discs per cv. For each. cultivar, means
followed by the same letter are not significantly different according
to SNK mean comparison test at P < 0.05 and bars represent the
standard deviation. ¢

4. Discussion

4.1. Physiological traits favourable to drought
resistance in groundnut

Numerous physiological traits have been shown to
potentially contribute to yield under stress, but the de-
velopment of an efficient breeding method for drought
resistance in groundnut is still a long-standing ob-
jective (Subbarao et al., 1995; Wright et al., 2002).
Among these traits, stomatal control of water loss has
been recognized as an early response for condition-
ing the leaf water status of plant in the field, but it
severely limits carbon uptake and biomass produc-
tion (Chaves, 1991; Chaves et al., 2002). Many ex-
periments have shown that stomata close in response
to hydraulic and chemical signals produced when soil
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moisture decreases (Davies and Zhang, 1991; Chaves
et al., 2002). No evidence of involvement of a chem-
ical signal has been demonstrated in groundnut, but
a direct link between water status and stomatal clo-
sure has been proposed (Bennett et al., 1984). The fact
that the cv with the lowest RWC at stomatal closure
(57-422) presented a continuous reduction in RWC as
the water stress increased whereas that with the high-
est RWC at stomatal closure (73-30) showed a more
constant RWC agrees with this hypothesis. RWC is
considered to be a more useful integrator of plant wa-
ter balance than the leaf water potential (Sinclair and
Ludlow, 1985; Wright and Nageswara Rao, 1994).
The positive relationship found between RWC and
TDM when all plants were considered demonstrated
that biomass production is associated to the water sta-
tus (Bennett et al., 1984; Sinclair and Ludlow, 1986;
Wright and Nageswara Rao, 1994). However, in a cer-
tain number of cases, comparable TDM were associ-
ated with RWC varying substantially, suggesting dif-
ferences in tolerance mechanisms according to cvs.
The observed negative relationship between biomass
production and RWC when only stressed plants were
considered for regression calculation shows the detri-
mental effect of early stomatal closure for producing
dry matter. This is probably due to the high degree of
co-regulation of stomatal conductance and photosyn-
thesis in groundnut (Farquhar, 2001). Since stomata
influence the influx of CO; into leaves, the reduction

in stomatal conductance to conserve water inevitably -

indicates a lower photosynthetic rate (Ludlow and

Muchow, 1990; Medrano et al., 2002). It is thus quite "

possible that RWCs were negatlvely correlated with
TDM in young groundnut plants subjected to drought.
The rooting depth measurements obtained:from

plants cultivated in rhizotrons did not reveal any sig- -

nificant differences between cvs during stress because’
of the contradictory requirements to obtain a rapid re-

sponse to stress and irrigate rhizotrons at field capac-

ity. These conditions did not allow us to obtain specific

information on genotypic differences concering root

length. For future studies on the root system.it will be

worth repeating this experiment with modified mois-

ture conditions in rhizotrons. '

The membrane injury index evaluated by elec-
trolyte leakage measurements could be related to sev-
eral physiological and biochemical parameters condi-
tioning plant responses under water stress (Blum, 1988;

Dhanda and Sethi, 2002; Bajji et al., 2002). In partic-
ular, photosystem II, the main reaction centre of the
photochemical efficiency of photosynthesis, which is
located on cell membranes, is very sensitive to water
stress (Glynn and Colin, 2002). Conversely, restricted
CO; availability under drought stress could lead to
increased susceptibility to photodamage (Baroli and
Melis, 1998; Colom and Vazzana, 2003). The hypoth-
esis that drought tolerant plants at the cellular level are
often able to keep their stomata open under severe wa-
ter deficits (low RWC at stomatal closure) was estab-
lished in a study involving four cvs of another legu-
minous plant, i.e. Phaseolus vulgaris (Costa Franca
et al., 2000). In durum wheat, this index is not only
correlated with the:growth of seedlings of various cul-
tivars but also with their field performances (Bajji et al.,
2002) and the same relationship was observed in wheat
(Dhanda and Sethi, 2002). In our study, the ranking ob-
tained for the membrane injury index classified 73-30
as the most susceptlble and Fleur 11 and 57-422 as the
most resistant. The ranking of the four cvs based on
their RWC at stomatal closure was the same as that of
membrane injury.

4.2. Groundnut drought adaptation strategies

The first strategy developed by groundnut to cope

# with drought stress is earliness, which is a key factor
4 under severe end-of-season water deficit conditions. In
‘addition, we observed that Fleur 11 was the high yield-

" ing cv and 73-30 the poor yielding one, even though
*.. the latter developed avoidance mechanisms. Therefore,
“groundnut is able to develop at least two strategies to

deal with water deficit. The first represented by the
105-day cv 57-422, is characterised by late stomatal
closure and regular RWC decrease during drought that
reflect a drought tolerant behaviour. This cv had also the
highest biomass in well-watered conditions. The sec-
ond feature is illustrated by 73-30 and 55-437 which
can be considered as nearly isohydric, maintaining high
RWC by early stomatal closure. These two opposite
behaviours can lead to quite similar yields under mild
drought, depending on the ability of the crop to store
dry matter, which can be mobilised under drought so
as to feed the pods. The cv Fleur 11 presents an in-
termediate behaviour with a high harvest index, water
use efficiency and yield, an intermediate stomatal clo-
sure and high protoplasmic tolerance. This combina-
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tion of traits probably characterizes a broad adaptation
under a range of water limited environments (Wright
et al., 1998). It can be thought that the cv optimises
its biomass production before pod growth, due to its
higher WUE, so as to mobilize stored assimilates when
the stomata are closed. These results agree with those
of Gautreau (1977), who concluded that among va-
rieties with appropriate cycle lengths a high relative
transpiration level, generally associated with a low wa-
ter potential, is often observed in the most productive
groundnut varieties under drought. Blum (1988) also
stated that if selection were possible using this trait for
stressed environments, plants with high transpiration
levels should be promoted. The suitability of stomatal
regulation as a comparison parameter for photosyn-
thetic capacity was recently demonstrated for C3 plants
(Medrano et al., 2002). Associating a high capacity
to keep stomata open during stress and cellular mem-
brane tolerance to dehydration thus seems relevant for
breeding for drought resistance in groundnut. This ob-
jective could be achieved by combining the dry matter
production efficiency from the Virginia types, such as
57-422, to the earliness and high WUE under drought
of the Spanish type. To corroborate this hypothesis, it
should be noted that cv Fleur 11 comes from a single
cross combining Virginia and Spanish groundnut types
(Mayeux, pers. commun.)

5. Conclusion

The results of this research highlighted the need for.

using different traits when evaluating drought adap'té,-‘.‘
tion of plants. In the case of the four cvs studied, the
high productivity of Fleur 11 in the field under.both

water stress and non-stress conditions was proBably

associated with its early and efficient biomass pro-:

duction, high WUE and protoplasmic tolerance.” All
of these attributes could be measured in pots under
controlled water supply conditions in a time-period
of less than 42 days. Cell membrane tolerance has
proven to be an important trait regardless of the type
of water stress (Vasquez-Tello et al., 1990; Bajji et al.,
2002), and could be associated with:other favourable
attributes for drought adaptation in groundnut. These
results were obtained within the framework of a breed-
ing programme geared mainly towards developing
groundnut genotypes with physiological attributes of

drought adaptation and they are now being used to this
end. However, as the common drought pattern in the
sub-Sahelian region is mainly an end-of-season water
deficit (Annerose, 1991; Ndunguru et al., 1995), and
since the maintenance of acceptable yield under wa-
ter deficit is the first requirement, the identification of
traits associated with yield variation in field conditions
remains essential (Clavel et al., 2004).
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5.2. Synthése des résultats

5.2.1. Productivité au champ

La production de gousses a été observée trois saisons de culture dont la dernicre, en 2002,
sous deux conditions d’alimentation hydrique. Les cultivars Fleur 11 et 55-437 ont
présenté les meilleurs résultats en termes de rendement en gousses et d’indice de récolte
lorsque le déficit hydrique de fin de cycle était trés prononcé alors que 73-30 et 57-422,
dont le cycle est trop long, sont apparus sensibles. En revanche en conditions favorables
Fleur 11 et 57-422 ont réalisé des performances €levées. En moyenne, Fleur 11 est apparue

la plus stable en rendement alors que la variété la moins productive a été 73-30.

5.2.2. Parameétres de croissance

La biomasse totale et les surfaces foliaires ont été réduites par la sécheresse. Les biomasses
totales, les surfaces foliaires et I’efficience de I’utilisation de I’eau (WUE, en termes de
biomasse produite par unité d’eau fournie) ont €té significativement plus élevées pour
Fleur 11 et 57-422 en conditions favorables que pour les deux autres cultivars. Les
différences intervariétales ont €té trés faibles en conditions de déficit hydrique. Cependant
les WUE de 55-437 et 73-30, ont été augmentées par le stress alors que les WUE de Fleur
11 et 57-422 sont restées stables. Les profondeurs d’enracinement n’ont pas été

différentiées par le dispositif mis en place.

5.2.3. Statut hydrigue et relations avec la production de biomasse

Le contenu relatif en eau (CRE) et le potentiel hydrique de 57-422 ont décru rapidement
avec la progression du déficit hydrique alors que celui de 73-30 est resté stable jusqu’a la
troisiéme semaine de suspension d’arrosage (35 jours apres semis). Les valeurs obtenues
sur ces paramétres par la variété Fleur 11 ont été proches de celles de 57-422.

Des corrélations positives significatives entre la biomasse totale et les CRE et ont été
observées a partir de la 3° semaine de stress alors que les corrélations entre la biomasse
totale et le potentiel hydrique n’étaient pas significatives. En revanche, lorsque le calcul de

la corrélation n’a concerné que les plantes stressées uniquement, ces derniéres n’ont pas été
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significatives a I’exception d’une seule observée aprés trois semaines de stress, mais celle-

ci était négative (r = -0,54, P<0,05).

5.2.4. Régulation stomatique et résistance protoplasmique

Une technique faisant appel au suivi de la perte de poids occasionné par la dessiccation de
feuilles détachées ayant €té porté a un point d’hydratation maximal, a permis de déterminer
le niveau de CRE de chaque cultivar au moment de la fermeture stomatique. La variété 57-
422 a montré une régulation stomatique plus faible que celles des autres variétés : la
fermeture des stomates de 57-422 est intervenu a un CRE de 68% alors que celle de 73-30,
la variété a forte régulation stomatique, est intervenu dés un CRE de 83%.

La méthode utilisant la mesure des efflux d’électrolytes aprés choc osmotique a permis de
différentier statistiquement les variétés en classant Fleur 11 et 57-422 & un niveau de
résistance protoplasmique plus élevé que celui de 73-30. La variété 55-437 a été

intermédiaire sur ce caractére.

5.3. Conclusion

A travers les réponses précoces en serre de ces quatre variétés de référence, il a été possible
d’observer des stratégies d’adaptation différentes. La premiére est caractérisée par des
pertes hydriques rapides sous stress du fait d’une fermeture stomatique tardive et une forte
tolérance membranaire. La variété de type Virginia (semi-précoce) 57-422 et, dans une
moindre mesure, la variété précoce Fleur 11, possédent ces caractéristiques. La deuxiéme
stratégie, représenté par le comportement de la variété Spanish 73-30, associe, au contraire,
des pertes hydriques lentes du fait d’une fermeture stomatique précoce et une production de
biomasse limitée. La relation négative entre la production de biomasse et le CRE observée
en rhizotrons en conditions de stress progressif confirme les corrélations mises en évidence
au champ (chapitre 3 et 4). La stratégie de 73-30, largement basée sur 1’évitement, ne
semble pas favoriser de meilleures performances au champ en conditions de stress et
limite le potentiel de production en conditions plus favorables. Il faudra donc rechercher un
profil physiologique correspondant aux variétés Virginia porté par un phénotype précoce de
type Spanish.

La technique des rhizotrons n’a pas permis de différencier les profondeurs d’enracinement

car la colonne de terre n’a pas été totalement humectée. Cependant la forte réserve en eau
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de ’importante quantité de terre des rhizotrons a permis une lente dessiccation de la plante
(sur 4 semaines) a partir de la suspension d’arrosage. Il n’est pas certain que les réponses
des plantes auraient été les mémes dans le cas de I’utilisation des pots de dimension plus

réduites.
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6.1. Introduction

En réponse aux contraintes environnementales, les plantes mettent en place trois grands
types de mécanismes : l'esquive (« drought-escape »), l'évitement (« avoidance» ou
« dehydration postponement ») et la tolérance (« dehydration-tolerance ») (Levitt, 1980 ;
Turner, 1991). Lorsque la contrainte se prolonge, les dispositifs périphériques de protection
des cellules ne sont plus efficaces et les mécanismes cellulaires impliqués dans la tolérance
sont induits, particuliérement chez les plantes résistantes. La mise en place des mécanismes
de tolérance implique des modifications physiologiques et biochimiques qui induisent des
modulations du catabolisme et de I’anabolisme via plusieurs cascades de signaux
cellulaires d’ou la production de nouvelles molécules qui modifient ou altérent le
fonctionnement des enzymes (Neill et Burnett, 1999 ; Jain et al., 2001 ;). Cependant les
bases moléculaires de la tolérance a la contrainte hydrique sont encore mal connues
(Ingram et Bartels, 1996). Les produits des genes activés par le stress interviennent non
seulement dans la tolérance au stress mais aussi dans la régulation de I’expression des
geénes (transcrits) et dans la transduction des signaux de la réponse (Yamaguchi-Shinozaki
et al., 2002). On considére aujourd’hui que les geénes induits par les principaux stress
abiotiques appartiennent a deux groupes principaux : ceux qui protégent contre la
déshydratation des cellules dont les plus étudiées sont les LEA (« Late Embryogenis-
Abundant ») et ceux qui interviennent dans la régulation de I’expression des genes
(transcrits) et de la transduction des signaux (Seki ef al., 2003). Dans le premier groupe de
geénes induits par le stress, on trouve les LEA qui appartiennent a la catégorie des
« déhydrines » appelées ainsi car elles sont directement activées par le déficit hydrique. Les
LEA sont synthétisées dans les graines en développement quand la disponibilité en eau
diminue notamment chez les plantes trés résistantes et les plantes de résurrection (Ingram
et Bartels, 1996).

Comme la majorité des contraintes abiotiques (a I’exception de la submersion) aboutissent
a stress osmotique, la membrane cellulaire, par sa fonction de barriére contre un grand
nombre de macro molécules et de molécules a faible poids moléculaire joue un role
essentiel dans la tolérance cellulaire (Holmberg et Biillow, 1998). Les légumineuses et

particuliérement 1’arachide présentent une variabilité génétique sur le caractére de la
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tolérance membranaire lorsqu’il est évaluée par la méthode des efflux d’électrolytes
(Lauriano et al., 2000 ; Cla{/el et al., 2004) ou par la fluorescence chlorophyllienne
(Srinivasan et al., 1996). Ce mécanisme est apparu trés efficace chez les légumineuses
puisqu’il a été mis en relation avec la performance au champ des génotypes dans
différentes études (Vasquez-Tello et al., 1990; Costa Franga et al., 2000; Bajji et al., 2002;
Dhanda et Sethi, 2002) et sur I’arachide (Clavel et al., sous presse). Les travaux réalisés en
collaboration avec le laboratoire ecophysiologie moléculaire (LEPM) de 1’Université de
Paris 12 ont pour but de caractériser les génes impliqués dans les processus de tolérance
des plantes aux contraintes environnementales par une approche de génomique
fonctionnelle. Les études sont menées au niveau physiologique, cellulaire et moléculaire en
comparant des plantes sensibles et résistantes dans un schéma expérimental mettant en
oeuvre un gradient de stress. Cette stratégie a permis de montrer que les membranes
cellulaires sont les cibles privilégiées de la contrainte hydrique (Vazquez-Tello et al.,
1990 ; Turner et al., 2001). Plusieurs enzymes participant au catabolisme cellulaire (Roy-
Macauley et al., 1992) ont été caractérisées. Les génes correspondants ont été clonés et leur
expression analysée. Ces geénes codent des acylhydrolases comme la phospholipase D (El
Maarouf et al., 1999) et des endoprotéases comme la protéinase & acide aspartique (Cruz de
Carvalho et al., 2001). Ces études ont conduit a la mise au point de nouveaux outils utiles
pour la sélection variétale (sondes d’ADN, anticorps, tests enzymatiques) permettant de
cibler des géniteurs tolérants au niveau cellulaire.

L’objectif du travail était de déterminer 1’expression des transcrits de trois geénes, sur
I’arachide sous ’action d’une contrainte hydrique croissante. Les profils d’expression des
génes codant pour une phospholipase D, une protéase et une LEA caractérisées sur trois
cultivars (cvs) d’arachide caractérisés au plan agronomique et physiologique et au niveau
de la tolérance membranaire ont été étudiés. La reverse-transcriptase Chain Reaction (RT-
PCR) semi-quantitative a été utilisée afin d’établir une quantification relative des taux de
transcrits correspondant a ces génes sur les trois cultivars d’arachide au cours de la phase
de déshydratation et apres la réhydratation. Ce travail a été réalisé en collaboration avec
Nani Khady Drame, chercheur en thése au LEPM de 1’Université Paris 12 et fait I’objet de

la préparation d’un article.

6.2. Matériel et méthode
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Des expériences d’amplification génique par RT-PCR ont été menées dans le but d’étudier
les modulations de 1’expression des deux nouveaux geénes et d’une déhydrine LEA en
réponse a la contrainte hydrique. Trois niveaux de contrainte hydrique ont été définis et
appliqués dans le cas des trois cvs du systtme expérimental. Les expériences visant a
établir les cinétiques ont été répétées trois fois a partir du méme prélévement foliaire

initial.

6.2.1. Systéme expérimental

Trois cultivars ont été comparés, Fleur 11, 73-30 et 57-422. Fleur 11 est une Spanish de 90
jours, productive en condition de stress hydrique et aussi en conditions favorables, 73-30
est une Spanish de 90 jours, moins productive que Fleur 11 quelles que soient
I’alimentation hydrique et 57-422 est une Virginia de 105 jours possédant certaines
caracteres physiologique favorables a la résistance & la sécheresse mais ayant un cycle trop
long pour une bonne adaptation agronomique.

Les graines désinfectées a I’hypochlorite 4 9% pendant 2 minutes et lavées trois fois a I’eau
distillée ont €té mises en pré-germination puis semées dans des pots de 2 litres dans un
phytotron. Les pots étaient remplis d’un mélange 1:1 de tourbe (TKS2® Instant, Forargard
France SARL) et vermiculite. Les plantes ont été bien alimentées en eau par arrosage 3 fois
par semaine avec de I’eau du robinet. Les conditions du phytotron ont été ajustées a 25°C
de température, 70% d’humidité relative et une photopériode de 12h:12h. La densité de
flux photonique était comprise entre 400 et 500 pmole m? s™'. La sécheresse a été induite
par suspension totale d’arrosage aprés 21 jours de croissance des plantes en conditions
d’irrigation optimales.

Les prélévements ont été réalisés sur des feuilles bien développées a différents stades
d’hydratation contr6lés par la mesure du potentiel hydrique foliaire (yfol). Les yfol ont été
mesurés a la presse 8 membrane (Marsh Instrument Compagny) : immédiatement aprés
section de la feuille, celle-ci a été placée entre deux papiers filtres et une pression manuelle
a été exercée jusqu’a apparition de la séve au niveau des pétioles, la pression
correspondante est lue au manometre et traduite MPa. Les niveaux de déficits hydrique
étudiés ont été les suivants : yfol = -0,25 £0,05 MPa (Témoin), yfol = -1,5 +0,05 MPa
(S1), yfol = -2,5 £0,05 MPa (S2), yfol = -3,5 £0,05 MPa (S3). Le niveau réhydraté (R) a

été réalisé avec des plantes S3 ré arrosées et récoltées quand le potentiel hydrique a atteint -
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0,25 +£0,05 MPa. Les échantillons foliaires ont été plongés dans 1’azote liquide et conservés

a —80°C jusqu’a utilisation.

6.2.2. Extraction et purification des ARN

250 mg de tissus foliaires frais ont été broyées au mortier dans de I’azote liquide et les
ARN totaux ont été extraits (Sambrook ef al., 1989) au moyen du kit “Rneasy Midi kit”
(Qiagen) en suivant les instructions du fabricant. La concentration en ARN des échantillons
€lués a €té déterminée au spectrophotomeétre a Ay6p nm.Une migration des ARN a voltage
constant de 100V sur gel d’agarose 4 1,5% contenant du bromure d’éthidium (0,66 pg ml™)
dans du tampon TAE 0,5x (Mupid, Cosmo Bio co., LTD) a été réalisée. Les ARN ont été

visualisés sous UV.

6.2.3. Amplification de I’ADN par RT-PCR (Reverse Transcriptase

Polymerase Chain Reaction)

Les réactions de RT-PCR ont été réalisées avec le kit “One-Step RT-PCR” (Qiagen) dans
un thermocycleur (mastercycler gradient, Eppendorf). Les différentes amorces exactes ont
été dessinées puis synthétisées par MWG-Biotech AG (Tableau 1). Chaque réaction de RT-
PCR a été réalisée avec 25 pl de mélange réactionnel contenant 100 ng d’ARN total, 200
pM de chaque nucléotide triphosphate (ANTP), 1 unit¢ de mélange enzymatique
(HotStarTaq™ DNA Polymerase, Omniscript™ and Sensiscript™ Reverse Transcriptases),
5 pl tampon 5x et 20 pM de chaque amorce. Le thermocycleur a été programmé pour une
transcription reverse (50°C, 30 min), une activation de la HotStarTaqg™ DNA polymerase
et une inactivation des reverse transcriptases (95°C, 15 min), une dénaturation (95°C, 45
sec) suivies par 25 cycles d’amplification consistant chacun en une dénaturation (94°C, 30
sec), une hybridation (Tm®°, 30 sec en fonction de la séquence de I’amorce) puis une
extension de I’ADN (72°C, X min selon la taille de I’amplicon) puis un cycle d’ extension

finale (72°C, 10 min).

6.2.4. Semi-quantification des fragments d’ ADN.

Apres la RT-PCR, les produits ont été séparés par €lectrophoreése sur gel d’agarose, colorés
au BET et visualisés sous UV. Les bandes amplifuées ont été par densitométrie a 1’aide du
logiciel « Gene Tools/Gene Snap » (Syngene) qui permet d’évaluer les intensités relatives

des bandes.
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6.2.5. Clonage des produits de PCR

Les fragments d’ADN amplifiés (amplicons) ont été clonés dans le plasmide « pGEM-T
Easy Vector» (A/T system, Promega) et utililisés pour la transformation de cellules
compétentes de Escherichia coli GT-869 par choc thermique a 37°C. 400 pl de milieu LB
(Sambok et al., 1989) ont été ajoutés aux cellules aprés le choc thermique et I’ensemble
incubé a 37°C sous agitation. Les cellules ont été étalées dur des boites de Petri contenant
du milieu LB-Agar 4 15 g I'', du substrat Xgal 4 40 pg ml-1, de I’ IPTG 0,2 mM et de la
carbenicilline 4 100 pg ml™. Les boites ont été mises & incuber a 37° C pendant une nuit
afin d’effectuer la sélection blanc/bleu. Les colonies blanches ont été resuspendues dans 2
ml de milieu LB + carbenicilline (100 pg ml'l) aprés 12 h de subculture a 37°C sous
agitation. L’extraction des plasmides a été réalis¢é a I’aide d’un “Wizard® Plus SV
minipreps DNA Purification System kit” (Promega). La libération de D’insert a été
effectuée par digestion de de 8 pl d> ADN, €lués par 12 unités d’enzyme de restriction
EcoR1 (Promega) dans 1 ml de tampon correspondant 10x (Promega). Les plasmides
recomubinants ont été séquencés par EGS-Cybergene (Paris, France) suivant la méthode
des didéoxynucléotides (Sanger ef al., 1997). Les séquences obtenues ont €té analysées in

silico (http://www. ncbi.nlm.nih.gov).

6.3. Résultats

6.3.1. Caractéristiques agronomiques et physiologiques des cultivars

Les tableaux 1a et 1b présentent un synthése des principales caractéristiques agronomiques
et physiologiques des trois cultivars comparés d’aprés Lauriano et al., (2000) et Clavel et
al., sous presse).

Tableau 1a. Caractéres agronomiques

Cycle (en jours, au 1 1 Rapport G/F *
Hom Sgnéga(l) : MSR MaA en l():gndition de sécheresse
Fleur 11 90 +++ ++ ++
73-30 90 ++ ++ +
57-422 105 +++ - ++

+++ = élevé ; ++ =moyen ; + = bas
! MSR (masse séche du systéme racinaire) ; MSA (masse séche de la partie aérienne), mesurées en serre,

apres 6 semaines de croissance dont 4 en suspension d’arrosage
% G/F, rapport gousses sur fanes 2 la récolte, mesuré au champ
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Tableau 1b. Caractéres physiologiques

Nom CRE-pfs ! E2 Pn? A Reswance
protoplasmique

Fleur 11 ++ -+ ++ 2 +++

73-30 ++ + ++ +

57-422 + ++ + +++ +H+

+++ = élevé ; ++ = moyen ; + = bas

! CRE au point de fermeture ses stomates (pfs), mesuré par pesées successives de feuilles détachées (méthode
de Huygens, 1951, modifiée)

2 E, et Pn : transpiration et photosynthése nette mesurées a I’analyseur de gaz LCA3, en serre, aprés 6
semaines de croissance dont 4 en suspension d’arrosage

R i capacité photosynthétique mesurée par électrode a oxygene sur disques foliaires soumis a une forte
irradiation

* résistance protoplasmique (% de dommages membranaires) évaluée par la méthode des efflux d’électrolytes
(Vasquez-Tello ez al., 1990)

Les cultivars Fleur 11 et 57-422 possédent des carctéres physiologiques favorables a la
résistance a la sécheresse chez 1’arachide. Leur potentialité de rendement est élevée du fait
d’une forte capacité d’assimilation du CO; en condition de stress (fermeture tardive des
stomates) et une résistance protoplasmique importante. Cependant le cycle de culture du
cultivar 57-422 est trop long pour lui permettre d’exprimer son potentiel de rendement
dans les conditions de déficit de fin cycle qui prévalent dans le Sahel. Le cultivar 73-30, au
contraire, ferme ses stomates rapidement mais son potentiel de production est plus faible

ainsi que sa tolérance membranaire (Clavel et al., sous presse).

6.3.2. Séquences partielles des génes étudiés

L’utilisation de la RT-PCR sur les différentes amorces justes étudiées a permis d’obtenir
les séquences partielles des génes codant pour la phospholipase D (PLD) et la cystéine
protéase a partir de I’ARN total du cultivar Fleur 11 au stade S2 (yfol = -2,5 +0,05 MPa,
Tableau 2). '

La longueur de la séquence partielle du géne de la PLD est de 557 pb et présente 94%
d’homologie avec celle de Vigna unguiculata (GenBank U92656), 91% d’homologie avec
le précursseur de la PLD1 de Oryza sativa (Genbank AB001920) et avec la PLD2 de
Craterostigma plantaginearum (GenBank AJ133000).

La longueur de la séquence partielle du géne de la cystéine protéase est de 232 pb. Sa
séquence présente 83,6% d’homologie avec celle de Vigna unguiculata (résultats non
publiés), 97% d’homologie avec celle de Vicia sativa (GenBank Z30338), 96%
d’homologie avec celle de Vigna mungo (GenBank AB38598) et de Phaseolus vulgaris.
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La longueur de la séquence partielle du géne de la LEA est de 261 pb. La séquence
présente 97% d’homologie avec celle du soja (GenBank AAB68027.1), 94% d’homologie
avec la LEA1 putative de I’arachide (GenBank AA033587.1) et 95% avec celle de Vigna

radiata.

6.3.3. Cinétiques des transcrits

Les quantités de transcrits pour les différents stades sont présentés en pourcentage par
rapport au niveau témoin. Les analyses en RT-PCR ont montré que le géne de la PLD était
stimulé par la sécheresse sur les trois cultivars (Figure 1a). Les cultivars les plus tolérants,
Fleur 11 et 57-422, ont présenté des amplifications maximales au stade S2 alors que le
cultivar le plus sensible, 73-30, a atteint le maximum plut t6t en S1. En S3, ’expression
des transcrits a €té tres différente selon les cvs : le niveau des transcrits a décru fortement
au stade S3 pour Fleur 11 et 73-30 alors qu’il a continué a augmenter légérement pour 57-
422. Lors de la réhydratation, les taux de transcrits a été accrus de pres de 20% pour les

trois cvs par rapport aux plantes témoins (Figure 1b).

Le profil d’expression de la cystéine protéase est qualitativement semblable pour les trois
cutivars (Figure 2). Les trois cinétiques obtenues forment une cloche plus ou moins aplatie
selon le cv. Le maximum a été atteint en S2 mais le pic d’expression en S2 reste limité
pour les cultivars résistants (Fleur 11 : + 52% et 57-422 : + 27%) alors que I’amplification
est doublée pour le cv sensible, 73-30. La réhydratation a induit un retour a ’expression

initiale des transcrits dans les conditions des plantes témoins dans le cas des trois cvs.

Aucun transcrit de LEA n’a été détecté sur les plantes témoins. L’expression de la LEA a
été induite par le déficit hydrique dés la S1 pour les trois cultivars, c’est pourquoi les
résultats sont donnés en unités arbitraires (U.A) et non en pourcentage des témoins comme
dans les cas précédents (Figure 3). L’accumulation des transcrits a eu lieu dés le premier
stade de sécheresse, en S1, et une forte stimulation est observée en S2 et S3 pour les cvs
résistants, Fleur 11 et 57-422. La stimulation des transcrits de LEA a été plus faible a tous
les stades chez le cv sensible sauf lors de la réhydratation ol un taux de transcrits trés élevé

a été observé pour 73-30.
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Tableau 1. Séquences des amorces de PLD et de cystéine protéase utilisées pour les

réactions RT-PCR

Geénes et accessions

Nom des amorces

Séquences des amorces

PLD PLD1 : forward 5’ CGT CCG CGA ACA CGA
Genbank U92656 nt 10329 ACACGY
PLD2 : reverse 5" AAG GGT GTG AGA GAG
nt 920 3 901 ATCCG3
Cystéine protéase Sojadel : forward 5 CIN CCN RAG RAT TTY
GATTGG ¥
Sojade 2 : reverse 5" CAT MAA HCC DCC HTY
ACA SCC3
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a) Fleur 11 57-422 73-30

T S1 82 83 R T S1 S22 S3 R T S1 S2 S3 R

b)

B Fleur 11
W 57-422
0 73-30

Pourcentage T

stades

Figure 1. a) Cinétique des transcrits du géne de PLD en fonction de la contrainte hydrique
(o1 = -0,25 £0,05 Mpa (Témoin), Qg = -1,5 £0,05 MPa (S1), @1 = -2,5 £0,05 MPa (S2),
¢fo1 = -3,5 £0,05 MPa (S3) et réhydraté (R) obtenus aprés réaction RT-PCR (8pl/25pl)

b) résultats en pourcentage de variation du transcritpar rapport au témoin (T)
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[: Fleur 11
on

.2 W 57-422
S 0 73-30

3

o

oo

stades

Figure 2. Cinétique des transcrits du géne de la cystéine protéase en fonction de la
contrainte hydrique (g = -0,25 + 0,05 MPa (Témoin), @g1=-1,5 = 0,05 MPa (S1), ¢ 1 = -
2,5 + 0,05 MPa (S2), @51 = -3,5 £ 0,05 MPa (S3) et réhydraté (R) obtenus aprés réaction

RT-PCR (8ul/25ul). Résultats donnés en pourcentage de variation par rapport au témoin
(M

2.‘ Fleur 11
% W 57-422
,_g. 0 73-30

S

Figure 4. Cinétique des transcrits du géne de LEA en fonction de la contrainte hydrique :
(@1 = -0,25 + 0,05 MPa (Témoin), ¢ = -1,5 * 0,05 MPa (S1), ¢ o = -2,5 + 0,05 MPa
(S82), 901 = -3,5 £ 0,05 MPa (S3) et réhydraté¢ (R) obtenus aprés réaction RT-PCR
(801/2501). Résultats donnés en volume de transcrits (U.A, Unités Arbitraires)
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6.4. Discussion

La stimulation des transcrits en réponse a la contrainte hydrique a déja été observée au dans
le cas d’autres fabacées en particulier sur le ni€bé et le haricot (Maarouf et al., 1999 ;Cruz
de Carvalho et al., 2001). Ce résultat confirme que le niébé pouirrait étre considéré comme
la légumineuse tropicale modele pour la biologie moléculaire & I’instar du riz pour les
céréales (Ortiz et al, 2002). Cette stimulation au niveau transcriptionnel traduit une
activation des ribonucléases en réponse au déficit hydrique aboutissant & un déficit en ARN
messagers. Ce déficit est généralement traduit par une diminution des génes transcrits en

conditions de fort déficit comme nous 1’avons observé.

La destruction des membranes cellulaires est reflétée en particulier dans leur composition
lipidique (Holmberg et Liidow, 1998). La contrainte hydrique induit une diminution de la
teneur en phospholipides et du degré d’insaturation des acides gras, ce qui provoque une
augmentation relative des acides gras saturés de type C16:0 et C18:0 et une «rigidification»
des membranes cellulaires qui deviennent fragiles. Certaines enzymes impliquées dans la
dégradation des phospholipides ont été identifiées. Ainsi les PLD représentent les
principales enzymes responsables de la dégradation des phospholipides membranaires
(Sahsah et al., 1998). Cette activation de la PLD est réalisée indépendamment de ’ABA
(Frank et al, 2000). Notre étude a montré que la contrainte hydrique induit la
surexpression d’un géne de PLD et que les génotypes les plus tolérants, notamment Fleur
11, possédaient la capacité de réprimer momentanément 1’activation du géne en conditions
de stress limité en S1. L’endurcissement de la plante suite & ’induction d’un cycle de
sécheresse suivi d’une réhydratation a été traduit au niveau moléculaire par une stimulation
des transcrits des génes a un niveau généralement supérieur a celui du témoin chez les trois
cultivars. De telles augmentations d’expression du geéne de la PLD avec le stress ont été
également montré sur une plante de résurrection, Craterostigma plantagineum (Frank et
al., 2001) et sur Arabidopsis thaliana (Sang et al., 2001). Sur le niébé, une expression
fortement stimulée de la PLD a été observée chez le cultivar le plus sensible alors que le
cultivar tolérant était plus stable (El Maarouf et al., 1999). Sur I’arachide, une étude
récente a montré que 1’expression du géne de la PLD était plus précoce chez le cﬁltivar
sensible que sur le tolérant lors de 1’induction du stress (Guo et al., 2003). Ces résultats

confirment que la PLD constitue non seulement un marqueur de réponse au stress mais
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aussi un outil moléculaire pour la détection de génotypes possédant une forte tolérance

membranaire.

Chez les plantes, les cystéines protéinases ont ét€ mises en évidence notamment dans des
suspensions de tabac (Tian et al, 2000) et d’orge (Khortout et al., 2000). Elles sont
reconnues comme des enzymes majeures du catabolisme de la majorité des protéines de
stockage des graines et rentrent en jeu pour la mobilisation des acides aminés durant la les
phases de germination et de sénescence (Viestra, 1993). Chez Arabidopsis thaliana, on a
observé une accumulation de transcrits de certaines cystéines protéinases en réponse a la
contrainte hydrique (Koizumi et al., 1993 ; Williams et al., 1994) et & ’ABA (Forsthoefel
et al., 1998). L’accroissement de 1’expression du géne a été également observée sur le
niébé (Diop et al., sous presse). Nos résultats montrent que le stress induit une faible
amplification de I’expression de la cystéine protéase chez les cultivars les plus tolérants. La
répression momentanée du géne de la PLD en S1, observée uniquement sur Fleur 11 et 57-
422, a également été notée pour la cystéine protéase mais pour les trois cvs. En revanche
les transcrits de cystéine protéase ont été fortement amplifiés en S2 chez le cv sensible, 73-
30. Il est par conséquent possible que les cvs les plus tolérants possédent la capacité de

différer ’activité des enzymes majeures du catabolisme.

En ce qui concerne le géne de déhydrine (LEA), I’expression du géne a €té induite par le
stress puisqu’elle n’était pas apparente les plantes témoins, ce qui est en accord avec les
résultats obtenus chez d’autres plantes en réponse a la sécheresse (Ingram et Bartels, 1996).
L’activation des LEA observée sur les trois cultivars, pourrait représenter les voies de
réparation des dommages (Xiong et Zhu, 2002). Fleur 11, le cultivar le plus tolérant en
termes de résistance protoplasmique et le mieux adapté a la sécheresse en termes de
longueur de cycle (Clavel et al., sous presse) a accumul€ les niveaux de transcrits de LEA
les plus élevés. Les deux cvs résistants ont paru en décalage d’expression sur la LEA :
I’expression plus forte de trancrits a eu lieu en S2 chez Fleur 11 et en S3 chez 57-422 peut
étre a cause du retard phénologique du cv 57-422 (qui est plus tardif) au moment de la
prise d’échantillons. La raison de la forte stimulation de la LEA chez le cv sensible en
conditions de réhydratation est inconnue : ce cv posséde peut €tre une forte capacité
d’endurcissement. Les réponses obtenues ont donc été plus rapides et intenses chez les cvs
tolérants qui semblent étre plus aptes a protéger leurs macromolécules via la synthése de

LEA. Mais ces hypothéses doivent étre confirmées par des expériences répétées.

132

Chapitre 6. Expression des génes (transcrits) en réponse a la contrainte hydrique



6.5. Conclusion

Les cinétiques de transcrits des génes des deux enzymes hydrolytiques testées ont été tres
clairement reliées au déficit hydrique subit par les plantes. Les résultats montrent que les
deux génes sont stimulés par la sécheresse en particulier chez le cultivar sensible, a faible
résistance protoplasmique. Lorsque la sécheresse devient plus intense, 1’expression des
génes est plus faible. L’ activité des transcrits de PLD semble bien négativement reliée a la
tolérance membranaire comme de précédents résultats 1’on souligné. La répression de
I’activité protéolytique de la cystéine protéase sous la contrainte pourrait permettre de
différer les mécanismes de sénescence des tissus. Les trois cultivars d’arachide qui
appartiennent a deux groupes botaniques différents, Spanish et Virginia, ont été capables
de synthétiser des protéines de type LEA en réponse au stress ce qui confirme la forte
capacité de tolérance de cette espéce. Le profil d’expression du géne de LEA différe
beaucoup en fonction des cultivars, il devrait donc étre possible d’utiliser ce géne comme

marqueur discriminant les variétés.

Ces résultats préliminaires, les premiers de type obtenus sur 1’arachide, ont permis une
mise en relation des traits relatifs a la tolérance membranaire des cultivars testés et des
cinétiques de transcrits sur les genes-cibles observés. Ils permettent donc d’envisager une
utilisation des geénes étudiés comme marqueurs moléculaires de la tolérance au déficit
hydrique sur I’arachide. La technique de RT-PCR semi-quantitative permet d’observer des
variations de volumes relatifs de transcrits en fonction des variétés et de la sévérité du
stress et pourrait devenir un outil moléculaire d’aide au criblage de géniteurs adaptés a la

sécheresse pour les programmes de sélection variétale.
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CHAPITRE 7

CONCLUSION ET PERSPECTIVES : VERS UNE
STRATEGIE INTEGREE DE SELECTION
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7.1. Bilan des résultats obtenus sur I’arachide

Le contexte de ce travail est une forte demande en cultivars d’arachide améliorés du fait du
ralentissement pluviométrique durable observé dans les zones de production au Sénégal. La
contrainte climatique étant trés forte et la demande sociale urgente, des programmes de
création variétale ont été mis en ceuvre prioritairement. Des programmes de recherche
pluridisciplinaires finalisés ont démarré sur I’arachide a I’Institut Sénégalais de Recherche
Agronomique (ISRA) dés le milieu des années quatre-vingt grace a I’appui financier de
I’Union Européenne et des partenaires scientifiques (CIRAD, Université de Paris 7/Paris
12). Ainsi, pour cette thése, nous avons bénéficié d’un environnement géographique et
scientifique trés stimulant.

Le principe consistant a sélectionner deés le début avec une forte pression de sélection sous
forte contrainte et a vérifier par la suite que les sélections réalisées ne pénalisent pas trop
les rendements en conditions de bonne alimentation hydrique, a été mis en oeuvre. Cette
stratégie a permis de participer au développement agricole en fournissant des cultivars plus
productifs que les anciens pour les régions ciblées.

Elargir les bases génétiques des matériels sélectionnés pour prendre en compte les
différentes stratégies d’adaptation de ’arachide est apparu également essentiel. Il serait
probablement fructueux de poursuivre les croisements entre des arachides de type Virginia
et de type Spanish pour rassembler les caracteres favorables a la croissance, la production
et la tolérance cellulaire souvent présents dans les Virginia (tardives) et ceux de
I’évitement généralement portés par des Spanish (précoce).

L’utilisation d’un matériel végétal approprié a permis de montrer qu’il était difficile
d’établir pour I’arachide, des critéres physiologiques de sélection capables d’améliorer le
rendement et valides quelque soit 1’origine génétique du matériel végétal. En revanche, ce
travail, notamment celui portant sur les lignées isogéniques, a montré qu’une sélection sur
les carctéres agronomiques uniquement pouvait étre efficace. Cette €tude a aussi permis de
montrer qu’un moyen indirect non destructif et rapide d’évaluer la tolérance au champ
pourrait étre la mesure de la fluorimétrie in situ, plus facile & mette en oeuvre que la
mesure des efflux d’électrolytes que 1’on ne peut utiliser qu’en milieu contrdlé.

Nos résultats montrent, qu’une floraison précoce, une conductance stomatique forte et la

tolérance des membranes cellulaires sont associées & une tolérance de 1’appareil
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photosynthétique et garantissent un bon rendement dans des conditions hydriques variées.
11 serait utile de confirmer sur 1’arachide si les caractéres de résistance protoplasmique ex
situ sont directement liés a la fluorescence chlorophyllienne mesurée in situ. Ce résultat
conférerait au caractére du maintien de ’intégrité membranaire, un statut de critére de
sélection majeur chez ’arachide. Il semble que, sur cette espéce peu étudiée sur le plan
moléculaire, 1’étude des réponses des transcrits des génes participant a la tolérance
cellulaire a la sécheresse a la dessiccation fournit des cinétiques iritei'prétables en fonction
de la résistance protoplasmique des cultivars.

A titre d’illustration, la variété Fleur 11, issue d’une population qui descend d’un
croisement Virginia x Spanish (inconnu), introduite de Chine et sélectionnée au Sénégal,
semble posséder la combinaison de caractéres favorables précédemment décrite. Cependant
le travail ne s’arréte pas la car, dans les conditions de fort risque de contamination en
aflatoxine que connaissent les pays soudano sahéliens, la sensibilité de ce cultivar a
I’aflatoxine, sans doute li€é & une maturation trop lente de ses gousses, pose un vrai

probléme de développement.

7.2. Modéle général : les principes d’une approche intégrée

Depuis Levitt (1980) en passant par Ludlow et Muchow (1990), puis Turner (1997) et
Blum (1999), jusqu’aux recherches trés récentes d’une plante modéle pour la biologie
moléculaire (Maggio et al., 2003), les chercheurs ne sont pas parvenus a mettre au point un
systéme standardisé pour sélectionner des variétés « résistantes » a la sécheresse. Dans ce
travail, nous avons donc tenté de mettre en pratique I’intégration pluridisciplinaire que
chacun s’accorde aujourd’hui & promouvoir pour améliorer les rendements des cultures en
conditions de sécheresse. La mise en ceuvre de tels programmes a été largement encouragée
par les auteurs les plus qualifiés dans ce domaine depuis environ 10 ans (Blum, 1994 ;
Passioura, 1996 ; Turner, 1997 ; Turner et al, 2001). L’abondance des conférences
scientifiques- internationales visant cet objectif (Interdrought, Montpellier 1995 ; JIRCAS
Symposium, Tsukuba, Japon, 2001; Journées scientofiques AUF, Marrakech, Maroc, 2002)
en témoignent. Des appels d’offre récents (CGIAR/Challenge Programme « Water and
Food » et « Generation », 2003, 2004, et d’autres initiatives en cours INCO-DEV-2005,
INTERDROUGHT, Rome, 2005) invitant a fédérer les efforts montrent que beaucoup reste

a faire pour accroitre ’efficacité des recherches.
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Le modele que nous proposons est fondé sur des expérimentations pluridisciplinaires inter
connectées. Le principe a la base de ce modeéle est !’interdépendance des choix
génotypiques et méthodologiques. En effet, si un processus biologique mis en évidence
doit nécessairement contribuer a la production finale, il serait vain de vouloir établir des
corrélations statistiques directes entre des grandeurs (de la molécule a la plante enti¢re) de
natures différentes (Passioura 1996 ; Blum, 1996). Le meilleur moyen d’établir cette
liaison méthodologique est de choisir les génotypes et des dispositifs expérimentaux, deés
I’origine, avec le souci de I’application pratique (Blum, 1996). En retour, la valeur
explicative d’un processus physiologique ou moléculaire dans 1’adaptation agronomique
sera supérieure si ce lien est établi. Rappelons que le développement rapide de cultivars
avec des longueurs de cycle adéquates et de bons rendements dans cet environnement a été
placé au centre des préoccupations scientifiques qui ont conduit a cette thése. Les
approfondissements méthodologiques ont été décalés dans le temps et trés ciblés sur des
objectifs de création variétale. Cette recherche sur les méthodes a été réalisée de fagon
concomitante et parfois a posteriori, avec la création d’un nouveau matériel végétal. Elle a
abouti au modele schématisé dans la figure 1 qui s’articule autour des principes décrits ci-

dessous.

7.2.1. Génotypes de référence

La caractérisation et le choix de génotypes de référence constituent, selon nous, une des
conditions initiales indispensables a la mise en ceuvre d’une stratégie de sélection basée sur
la pluridisciplinarité. Nous avons fait le postulat que le développement de méthodes et de
marqueurs pour l’aide a la sélection de génotypes physiologiquement adaptés serait
d’autant plus efficace que les matériels végétaux étudi€s seraient proches de la réalité de la
sélection sur le terrain et correctement caractérisés au plan agronomique. L’utilisation des
indices de réponse au stress en termes de rendement est un outil important pour caractériser
un génotype mais elle doit tenir compte de 1’objectif visé. L’indice de Fisher et Maurer
(1978) est largement le plus utilisé, mais, nous I’avons montré, son emploi favorisera une
réduction du rendement potentiel en conditions favorables. D’autres raisons liées a
I’avancée des connaissances justifient I’emploi de génotypes de référence. La premiére est
que les modeles combinant une simulation du développement et prenant en compte les
interactions génotype x milieu ne sont pas disponibles. Ces mode¢les, s’ils étaient mis en

ceuvre, devraient étre trés spécifiques. Spécifiques de la plante, pour I’arachide un modéle
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de simulation de la croissance devrait tenir compte de ses grandes adaptabilité et plasticité
phénotypiques, et spécifiques de la contrainte hydrique. Dans le cas trés particulier de la
contrainte hydrique, les interactions génotype x milieu sont a la fois a recherchéer sur le
plan micro environnemental (il faut qu’un caractére soit sensible a la sécheresse pour le
sélectionner) et a éviter lorsqu’on veut disposer de nouveaux cultivars a large adaptabilité.
Les génotypes de référence pourront pallier a 1’absence de ces modéles mais aussi
alimenter en données ces modeles dans le futur. La deuxi¢éme raison qui oblige a utiliser de
tels génotypes tient a la nature de la pluridisciplinarité. Elle peut étre résumée par la
nécessité d’accroitre les références communes afin d’augmenter le taux d’utilisation des
résultats acquis par les autres disciplines dans les programmes de sélection. Bient6t pour
I’arachide, a I’instar d’autres especes plus étudiées, il sera important d’augmenter ce taux

d’utilisation pour valoriser au mieux les biotechnologies.

7.2.2. Variabilité génétique et critéres de sélection

Une condition vitale pour la réussite d’un programme de sélection tient a 1’étude et a la
prise en compte de la variabilité génétique des caractéres d’adaptation. Pour les plantes
autogames dont, a ’instar de 1’arachide, la sélection n’a pas favorisé I’enrichissement
génétique, il est essentiel de construire un programme de sélection permettant de disposer
d’une réserve de génes, potentiellement sélectionnables. C’est ce qui a été fait au Sénégal
grice a l’obtention d’une population par sélection récurrente. De telles populations
pourront étre sélectionnées ou en enrichies. D’autres populations, comme les populations
de back-cross, sont plus immédiatement utilisables. Quoiqu’il en soit, au démarrage d’un
programme, un bilan précis du matériel génétique doit étre réalisé de maniére a fournir aux
autres disciplines (physiologie ou biologie moléculaire par exemple) le matériel végétal le
mieux a2 méme de montrer une variation permettant de comprendre les stratégies
d’adaptation mises en oeuvre par les végétaux.

La physiologie classique dispose, en effet, d’un grand nombre de caractéres « potentiels » a
proposer aux ameéliorateurs. Le choix de ces caractéres par les sélectionneurs résulte
souvent d’un compromis entre le nombre de génotypes a comparer et le temps que prend la
mesure : s’il y a beaucoup de génotypes les critéres de sélection ne pourront pas Etre
nombreux si les génotypes sont en faible nombre, on pourra augmenter la quantité de
critéeres. Ce compromis est nécessaire alors qu’aucun type de compromis n’est possible sur

la variabilité génétique, condition sine qua non de la réussite d’un programme de sélection.
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Il en est (ou en sera) de méme avec les caractéres moléculaires. Comme au début d’un
programme de sélection la variabilité est relativement large et les génotypes a comparer
trés nombreux, de grandes ﬁarcelles d’évaluation agronomique en champ dans un milieu
assez contraignant seront nécessaires. Du fait de contraintes en disponibilité en semences
en début de sélection, cette variabilité peut étre observée dans une condition unique
d’alimentation hydrique si celle-ci est représentative.

Des expérimentations au champ de ce type permettront de réduire le nombre de génotypes
et de choisir (ou de créer) des séries de référence. Il est trés probable que des critéres
physiologiques de sélection corrélés avec le rendement et généralement valides sur tout
type de matériel quelque soit son origine génétique, n’existent pas dans la majorité des
espéces comme nous 1’avons montré sur 1’arachide (voir chapitre 3). On ne pourra donc
prendre en compte un critére physiologique que si sa « valeur » en sélection a été vérifiée
auparavant dans des séries de référence réduites (lignées de méme précocité ou isogéniques
par exemple), représentatives du matériel a améliorer. Il faudra également déterminer la
période ou ces mesures sont les plus discriminantes a I’intérieur de la gamme de précocité

recherchée.

7.2.3. Liaisons entre caractéres physiologiques et rendement

La production au champ est généralement le critére majeur des sélectionneurs quelque soit
le type de contrainte. Pour étre utiles au sélectionneur, les marqueurs physiologiques ou
moléculaires de la résistance doivent étre reliés au rendement, c'est-a-dire a réponse des
génotypes en termes de production dans I’environnement ciblé. Le fait que les sélections
pour le seul rendement en conditions de déficit hydrique aient montré leurs limites a été
affirmé mainte fois, souvent pour des raisons théoriques, mais rarement démontré. En effet
on congoit bien que le rendement soit peu héritable et que certains caractéres constitutifs le
soient davantage. Cependant pour démontrer que les sélections directes pour le rendement
en conditions de sécheresse ont peu d’efficacité il faudrait pouvoir les comparer avec celles
qui ont été réalisées en utilisant d’autres critéres. Or des études comparant des génotypes
créés avec I’aide de mesures physiologiques et d’autres génotypes créés « classiquement »
ont rarement, a notre connaissance, €t¢ publiées. Il semble, au contraire, qu’en Australie,
sur arachide, ces deux types de génotypes réalisent des performances comparables
(Dowkiv, communication personnelle). Nos propres résultats ont montré que les sélections

directes pour le rendement, par exemple les lignées précoces isogéniques, étaient au

139

Chapitre 7. Conclusion et perspectives : vers une stratégie intégrée de sélection






contraire de bonne qualité et, par ailleurs, utiles pour comprendre les mécanismes de la
réponse d’une espece.

La réduction de la variance environnementale par des dispositifs appropriés est nécessaire
pour évaluer le rendement et ses composantes mais aussi les autres caractéres adaptatifs.
Les dispositifs au champ doivent, par ailleurs, permettre de réaliser des analyses
comparatives intégrant des conditions de déficit et de non déficit afin de préciser le choix
des caracteres a utiliser. Si des corrélations stables sont établies entre certains caractéres et
le rendement quel que soit le niveau de contrainte hydrique, il est probable que 1’on ait &
faire a des caractere constitutifs. Ces derniers sont trés utiles car ils sont plus facilement
détectables du fait de leur faible variation, au moins en valeur relative, en fonction de
I’environnement. Cependant il faudra définir si un caractére constitutif est toujours
favorable. L’arachide a fourni I’exemple de relations fortes mais de sens variables entre
rendement et parametres de fluorescence. Ces dispositifs en double condition
environnementale, plus exigeants en matériel végétal, seront mis en place aprés que la

variabilité des caracteres a été établie dans une condition unique de stress.

7.2.4. Dispositifs en milieu contrdlé

S’il est indispensable de collecter des données de champs (champs expérimentaux et
champ paysans), il est également essentiel de disposer de données acquises en conditions
d’alimentation en eau contrdlée au champ et en serre. Plus on se rapproche du milieu réel
de production plus le contr6le de I’environnement est difficile mais, si on s’en éloigne trop
les liaisons avec la production au champ deviennent hasardeuses. Or, nous avons vu que les
différences variétales existant au plan des caractéres physiologiques doivent étre reliées
aux rendements pour étre utilisables en sélection au champ. La mise au point des
dispositifs en milieu contr6lé en serre voire en phytotrons doit donc étre développée
parallélement aux tests du matériel génétique au champ. Ces dispositifs devront tenir
compte de la variabilité¢ génétique deés leur conception. Le choix du systéme expérimental
pourra étre basé sur la réponse de génotypes dont 1’origine génétique est différente mais le
niveau d’adaptation agronomique globalement comparable ou au moins objectivement
mesurable. Les conditions d’application de la contrainte hydrique conditionnent trés
souvent les réponses physiologiques. On devra donc les faire varier afin de définir des

criteres de sélection correspondant & des variations physiologiques robustes, c’est a dire
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Figure 1. Modéle intégré pour la sélection de variétés « résistantes » a la sécheresse




reproductibles et détectables a la fois en milieu controlé et au champ. Le systéme
expérimental capable de les mettre en évidence devra étre le plus simple possible afin de

pouvoir « cribler » un grand nombre de génotypes.

7.2.5. Marqueurs moléculaires

L’intégration des connaissances « du géne a la plante » présente des difficultés accrues par
I’hyperspécialisation et le fait que les analyses moléculaires sont en général réalisées ex
situ. L'identification de marqueurs biochimiques et moléculaires de la résistance a la
sécheresse devrait permettre de disposer de critéres utiles pour la sélection variétale via
I’identification de géniteurs potentiellement performants. Ceci est possible a condition de
disposer d’un critére de sélection physiologique incontestable permettant de cibler les
génes de réponse majeurs. Il est important que le systéme expérimental utilisé en
génomique fonctionnelle soit étroitement connecté aux études physiologiques et
agronomiques afin d’interpréter les réponses des genes transcrits et de valider ces geénes en
tant que marqueur de résistance ou de sensibilité. Cette recommandation semble évidente
mais sa mise en oeuvre pose de nombreux problémes de représentativité pour le transfert
des connaissances. Un travail a 1’échelle moléculaire nécessite des systémes expérimentaux
trés standardisés et répétables alors qu’une plante en champ dispose de toute une série de
conditions lui permettant d’exprimer phénotypiquement sa plasticité laquelle est un atout
pour I’adaptation a la sécheresse. Nous préconisons donc une approche progressive et
ciblée sur un caractere identifié comme important. Les changements moléculaires pourront
alors étre discutés sur la base d’un comportement de la plante en milieu contr6lé lequel est

lui-méme interprété en fonction de données de champs.

~ Pour conclure, le modéle proposé dans le cadre de ce travail (Figure 1) doit étre considéré
comme évolutif, & I’instar de toute proposition scientifique, mais aussi par définition. Dans
le domaine de la sécheresse, seule une approche de ce type est capable s’enrichir de
résultats expérimentaux tirés de disciplines connexes. Notre expérience a montré, en effet,
que dans le champ d’étude de I’adaptation a la sécheresse, la nature du végétal (ses génes),
son histoire (cycles de sécheresse et de réhydratation) et son environnement agronomique
conditionnent son phénotype. On doit par conséquent, interpréter les réponses du matériel
végétal au champ en serre ou sur le plan moléculaire en tentant de prendre en compte

I’effet de ces trois facteurs.
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Résumé

La sécheresse est une contrainte multiforme s’exprimant a différents niveaux d’organisation du végétal. Ce
travail vise une intégration des connaissances réalisée sur la base d’expérimentations conduites au Sénégal
dans le cadre d’un programme de sélection pour I’augmentation du rendement de I’arachide en zone séche.
Le premier chapitre analyse un plan de croisement en demi-dialléle réalisé sur une population en cours
d’amélioration par sélection récurrente sur la base de caractéres d’adaptation a la sécheresse. Un calcul
d’index de sélection, réalisé au moyen du logiciel de génétique quantitative DIOGENE, a permis d’estimer
les espérances de gains génétiques relatives aux cinq principaux caractéres agronomiques en fonction de la
pression de sélection. Dans le deuxiéme chapitre, la variabilité de caractéres phénologiques, agronomiques et -
physiologiques, a été¢ étudiée sur une gamme réduite de cinq nouvelles variétés précoces. La période de
mesure la plus favorable a la détection des différences variétales a été précisée pour ces caractéres. Les
indices de réponse au déficit hydrique en termes de rendement et les coefficients de partitions de matiére
séche des nouvelles variétés ont été supérieurs a ceux du témoin. Le troisiéme chapitre approfondit cette
étude de variabilité en la ciblant sur du nouveau matériel génétique a variabilité génétique étroite constitué
par deux séries de lignées quasi-isogéniques. L’étude a montré qu’une variabilité génétique s’exprimait sur
certains caractéres malgré le fort niveau d’apparentement de ces lignées. Certaines corrélations statistiques
entre caractéres physiologiques, notamment les paramétres de la fluorescence chlorophyllienne, et
rendements en gousses ont été significatives mais non stables en fonction des années et du traitement
hydrique. Ces résultats indiquent que les stratégies d’adaptation de I’arachide au champ sont différentes
selon I’intensité du déficit hydrique et 1’origine génétique des lignées. Une étude physiologique réalisée sur
quatre cultivars (cv) en conditions de déficit hydrique précoce en serre a mis en évidence les stratégies
d’adaptation observées au champ. La premiére stratégie fait appel a une fermeture tardive des stomates
accompagnée d’une résistance protoplasmique forte et la deuxiéme permet le maintien d’un statut hydrique
élevé durant le stress. Cette derniere stratégie parait moins efficace que la premiére en terme de productivité
au champ chez I’arachide. Ce travail a été poursuivi a 1’échelle moléculaire sur les mémes cvs. Les
cinétiques de I’expression des genes (transcrits), obtenus par RT-PCR en conditions de déficit hydrique
croissant, ont montré que la sécheresse induit une stimulation d’une phospholipase D et d’une cystéine
protéase chez le cv le plus sensible alors que le géne de LEA est plus stimulé chez le résistant. Ces
expérimentations interconnectées conduites aux différentes échelles d’organisation de la plante ont permis de
proposer un modele méthodologique général et de créer des cvs améliorés répondant a la demande sociale.

Mots clefs : arachide, adaptation a la sécheresse, sélection, intégration des connaissances
Abstract

Drought is a multiform constraint which is expressed at different plant organisation levels. The present
project was aimed at integrating knowledge generated by experiments carried out in Senegal within the
framework of a breeding programme geared towards improving groundnut yield under drought conditions.
The first chapter analyses a half-diallel cross performed on an original population under recurrent selection
for drought adaptation. The selection indices, calculated using the DIOGENE software, were used to
estimate genetic gains relative to the main agronomic characters according to selection pressure. In the
second chapter, the genetic variability of phenological, agronomic and physiological characters was studied
on five new early varieties. The measurement periods during which varietal differences are best detected
were established for these characters. The yield-based drought response indices and the dry matter partioning
coefficients were higher for the new varieties compared to the check. The third chapter covers this variability
analysis in greater depth by focusing on new genetic material consisting in two series of quasi-isogenic lines.
Genetic variability was revealed in these lines as well as correlations between yield and physiological
parameters, i.e. mainly fluorescence parameters, despite the closeness between lines. However, these
correlations were not stable across lines and environments, showing that groundnut has different drought
adaptation strategies. The fourth study was conducted with four varieties to physiologically analyse drought
adaptation strategies observed in the field. The first strategy was characterised by late stomatal closure and
high protoplasmic tolerance during drought, the second maintained a water status but seemed less efficient
than the first with respect to groundnut field productivity under all conditions. This work was pursued with
the same cultivars at the molecular level. The gene transcript kinetics under drought, obtained using RT-
PCR, showed that Phospolipase D and Cysteine protease gene expressions were stimulated by stress in the
most susceptible cultivars, whereas their was higher LEA gene expression in the resistant one. These
interconnected experiments conducted at different plant organisation levels led to the development of a
general methodological model and of new improved genotypes to meet the social demand.

Keywords: groundnut, drought adaptation, breeding, integration of knowledge
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