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Résumé

Le contenu en protéines contribue de maniére directe a la compréhension du monde
végétal, il est désormais un caractére clé¢ aussi bien a I’¢tude de la biodiversité qu’en
recherche fondamentale, tout en conditionnant un certain nombre de caracteres écologiques de
la plante elle-méme. Notre étude a pour objectif la mise en évidence d’une éventuelle
variabilité génétique des fractions des albumines et globulines, ainsi des deux systémes
enzymatiques EST et GOT, par la technique d’¢lectrophorése sur gel de polyacrylamide, en
rapportant sur une seule espéce du genre Medicago représentées par 29 accessions, et
collectées dans différents sites éco geographiques, couvrant une large gamme des étages

bioclimatiques dans le nord Algérien.

La variabilité des protéines et des enzymes a été analysées en se basant sur la matrice de
présence et d’absence des bandes. Leur fréquence a été calculée pour toutes les accessions.
Pour chaque marqueur analysé, les distances de Jaccard ont été calculées et des
dendrogrammes ont été construit selon la méthode agrégative UPGMA. Des matrices de

distances génétiques entre les 29 accessions ont été élaborées également.

Globalement, les accessions étudiées ont généré 63 bandes de protéines et enzymes 24
bandes pour les albumines, 27 bandes pour les globulines, et 12 pour le GOT et EST dont le
nombre et les fréquences sont variables d’une accession a 1’autre. Parmi celles-ci, plusieurs
bandes ont été partagées par deux ou trois accessions, il y a quelques bandes spécifiques a
certaines accessions. Le polymorphisme a été souligné par la classification hiérarchique des
accessions. La corrélation avec les origines géographiques des accessions a été faible. Une
forte corrélation entre le polymorphisme généré par les deux fractions protéiques (albumines
et globulines) a été observée, avec une corrélation moindre avec le polymorphisme

enzymatique.

Les résultats obtenus permettent de conclure qu’il existe un polymorphisme protéique et
enzymatique entre les différentes accessions étudiées qui se traduit par le nombre des bandes

répertoriées et leur variabilité.

Mots clés : Albumines, Algérie, EST, Globulines, GOT, M. truncatula, polymorphisme,
SDS-PAGE.



Abstract

The protein content contributes directly to the understanding of the plant world, it is now a
key character both in the study of biodiversity in basic research, while conditioning a number
of ecological characters of the plant itself. even. Our study aims to demonstrate a possible
genetic variability of the albumin and globulin fractions, as well as the two EST and GOT
enzymatic systems, by the technique of polyacrylamide gel electrophoresis, reporting on a
single species of the genus Medicago represented by 29 accessions, and collected in different
eco-geographical sites, covering a wide range of bioclimatic floors in northern Algeria.

The variability of proteins and enzymes was analyzed based on the presence and absence
matrix of the bands. Their frequency was calculated for all accessions. For each marker
analyzed, Jaccard distances were calculated and dendrograms were constructed using the
UPGMA aggregative method. Genetic distance matrices between the 29 accessions were also

developed.

Overall, the accessions studied generated 63 protein bands and 24 band enzymes for
albumins, 27 bands for globulins, and 12 for GOT and EST whose number and frequencies
are variable from one accession to another. Of these, several bands have been shared by two
or three accessions, there are some bands specific to certain accessions. Polymorphism has
been underlined by the hierarchical classification of accessions. The correlation with the
geographical origins of accessions has been weak. A strong correlation between the
polymorphism generated by the two protein fractions (albumin and globulin) was observed,

with a lesser correlation with enzymatic polymorphism.

The results obtained allow us to conclude that there is a protein and enzymatic
polymorphism between the different accessions studied, which results in the number of bands

recorded and their variability.

Key words: Albumin, Algeria, EST, Globulins, GOT, M. truncatula, polymorphism, SDS-
PAGE .
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Introduction

L’Algérie est réputée pour sa richesse en ressources phytogénétiques grace a sa
situation géographique et a sa diversité pédoclimatique, La préservation de ces
ressources phytogénétiques a été une préoccupation majeure pour les fourrages
sauvages et les légumineuses pastorales, car ils ont été soumis a une grave érosion
génetique. Les especes de Medicago et surtout les especes annuelles peuvent étre
utilisees pour valoriser et améliorer ces ressources, parce qu’ils constituent un

patrimoine phylogénétique extrémement diversifié.

Le probléme persistant est que la plupart des Iégumineuses sont difficiles a étudier
parce qu'elles ont un grand génome (Barker et al, 1990. Handberg et Stougaard, 1992).
A cet effet, M. truncatula a été choisi comme une espéce modeéle pour des légumineuses
pour atteindre 1’objectif d’avoir un systeme génétique simple, et tout ¢a grace a ses
plusieurs avantages et intéréts qui font une plante incomparable : c’est une plante
annuelle originaire du pourtour méditerranéen, résistante au froid et a la sécheresse,
autonome en azote et surtout tres riche en protéine (lesins et lesins, 1979). Elle offre de
nombreux atouts aux niveaux de la biologie, de la génétique et des différents outils
génomiques (Huguet et Prosperi, 1996. Young et al, 2005). De plus, M. truncatula
présente une grande synténie avec beaucoup de légumineuses cultivées (Zhu et al,
2005), permettant ainsi le transfert des acquis sur cette plante modele vers ces
légumineuses. Ces avantages sont mis a profit pour des études de génomique
fonctionnelle et structurale en vue de I’identification des génes agronomiques
intéressants, ainsi que 1’étude des interactions légumineuses-agents pathogenes et
symbiotes (Cook, 1999. Cook et al, 2000). Cette plante a des propriétés

pharmaceutiques également, grace a sa résistance a certaines maladies (Dixon, 1999).

La description de la diversité génétique a différents niveaux hiérarchiques
d’organisations peut grandement bénéficier a la biologie des populations et a la biologie
de I’évolution. Cette discipline contribue a un concept intégré de la conservation de la
biodiversité. Ainsi, I’information génétique est devenue un outil important pour I’étude
de la variabilité génétique, et aussi pour la biologie de la conservation, au méme titre

que les considerations écologiques, éthiques et économiques.

L’amélioration des plantes est basée sur 1’utilisation de la variabilité génétique
naturelle et sur des méthodes d’exploitation rapides et fiables de cette diversité dans les

programmes de sélection (Eagles et al, 2001. Dekkers et Hospital, 2002). Les
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marqueurs enzymatiques et protéiques directement issus du polymorphisme, sont
utilisés fréquemment pour I’analyse des ressources génétiques et dans les programmes

d’améliorations des plantes.

L’objectif de cette étude est d’évaluer la diversité génétique de différents écotypes
de I’espece M. truncatula, qui sont prélevés dans différentes régions éco-geographiques
dans le nord Algérien, par des marqueurs protéiques (albumines et globulines) et
enzymatiques (estérases et glutamate oxaloacétate transaminase), on se basant sur la

technique d’électrophorése sur gel de polyacrylamide (PAGE).
Le manuscrit se décline en trois chapitres :

Le premier chapitre est une revue bibliographique qui comprend une présentation
géneérale des légumineuses, du genre Medicago L. et plus particuliérement 1’espéce
modele M. truncatula. Ainsi qu’un apergu sur la diversité génétique, et les marqueurs
enzymatiques et protéiques.

Le deuxiéme chapitre décrit le matériel biologique et I’ensemble des méthodes utilisées
dans notre étude.

Les étapes suivies dans 1’exploitation des résultats ainsi que leur discussion sont
présentées dans un troisieme chapitre. Une conclusion générale et des perspectives sont

enfin données.



REVUE
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Premiere partie : Revue bibliographique

1. Généralités sur les légumineuses

Les légumineuses (Fabaceae) constituent une famille trés diversifiée et importante
d’angiosperme, avec plus de 650 genres et 18 000 espéces sont la troisieme plus grande
famille de plantes supérieures et la deuxiéme plus importante pour les paturages d’intérét
agricole, apres les Poacees (graminées) qui incluent la canne a sucre et les céréales tel le mais,

le riz, le blé, 'orge, I’avoine, le seigle et le millet (Young et al,. 2003).

Cette famille est répartie en 3 sous familles: Mimosoideae, Caesalpinioideae et
Papilionoideae (Figure 1) (Doyle et Luckow,. 2003). La sous famille des Papilionoideae
regroupe les especes cultivées les plus importantes économiquement (Sprent,. 1995): le soja
(Glycine max, 2n = 4x = 40), le haricot (Phaseolus vulgaris, 2n = 2x = 22), le pois (Pisum
sativum, 2n = 2x = 14), la luzerne (Medicago sativa, 2n = 4x = 32), I’arachide (Arachis
hypogaea, 2n = 4x = 40), le pois chiche (Cicer arietinum, 2n = 2x = 16), et la feve (Vicia
faba, 2n = 2x = 16). Ces légumineuses cultivées forment deux groupes appelés Galegoides et
Phaseoloides (Figure 2), a I’exception de I’arachide qui appartient au groupe des

Aeschynomeneae (Broughton et al,. 2003).

Une caractéristique connue des légumineuses est leur capacité a developper des nodules
racinaires et a fixer l'azote en symbiose avec les bactéries rhizobiennes, une telle
caractéristique rend ces plantes adaptées a la recolonisation de sols perturbés, déficients en
azote, donnant un matériel végetal riche en protéines (Cornara et al,. 2015). Les legumineuses
forment également une symbiose bénéfique avec les champignons du sol, qui colonisent les
cellules des racines et transférent les nutriments du sol tels que le phosphore vers la plante,
Comme pour toutes les plantes, la croissance et la productivité des légumineuses sont réduites
par les contraintes environnementales telles que les agents pathogenes et Les parasites, la

sécheresse et la salinité (He et al,. 2009).

Les graines de légumineuses sont plus riches en protéines et moins riches en glucides que
celles de céréales (Tableau 1), on distingue les especes a graines riches en protéines et en
huile, sans amidon, classées comme oléagineux (soja, arachide) et les especes a graines riches
en protéines, classées comme protéagineux (pois, féverole) ou légumes secs (haricot, lentille,
pois chiche) (Lazrek - Ben Friha,. 2008). Les graines de légumineuses sont des aliments de
base dans de nombreuses régions du monde et constituent une source importante de protéines,

de lipides, de glucides et de minéraux. Tandis que, les Iégumineuses fourragéres telles que la
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luzerne et le tréfle constituent une source importante de nutrition pour les bétails (He et al.,.
2009).

Tableau 1. Composition des réserves de quelques graines d’espéces cultivées d’aprés (Lazrek

- Ben Friha,. 2008).

Composition moyenne en %
Céréales Protéines Huiles Carbohydrates (amidon)
Orge 12 3 76
Mais 10 5 80
Avoine 13 8 66
Seigle 12 2 76
Blé 12 2 75
Légumineuses
Haricot 23 1 56
Petit pois 25 6 52
Arachide 31 48 12
Soja 37 17 26

2. Présentation du genre Medicago L.
Selon Fournier (1961), le terme "Medicago” vient du mot latin "Medica™ ou "herbes de

médic”, il a été modifié par la suite et devient : Medicago.

2.1. Taxonomie et génétique

Le genre Medicago appartient a la tribu Trifolieae (famille des Fabaceae), sous- famille
des papilionoideae, Il est proche des genres Melilotus et Trigonella (Lesins et Lesins,. 1979).
Plus de 60 espéces différentes, notamment des annuelles et des vivaces, des diploides, Des
tétraploides et des hexaploides, avec des nombres chromosomiques de base den=7 etn=28
(Quiros,. 1983). Presentant 55 especes : 34 herbacées annuelles et herbacées 21 pérennes
(Lesins et Lesins,. 1979). Ce genre comprend la principale culture fourragere largement
cultivée et les espéces de mauvaises herbes M. sativa L. (luzerne) et 1’espéce modeéle de

Iégumineuses M. truncatula Gaertn (Sadeghian et Hesamzadeh Hejazi,. 2014).

Trois niveaux de ploidies se trouvent dans Medicago : Des diploides, des tétraploides et
des hexaploides. La plupart des diploides sont du type 2n = 16, avec un nombre
chromosomique de base de x = 8, quatre especes de diploides ont 2n = 14 chromosomes et

une a des membres avec 2n = 16 et 2n = 14 chromosomes (Lesins et Lesins,. 1979). Les
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pérennes tétraploides (2n = 4x = 32) et hexaploides (2n= 6x = 48) (Lesins,. 1970). Les
espéces annuelles sont strictement autogames par contre les espéces pérennes sont allogames
(Quiros,. 1983).

2.2. Aire de répartition du genre Medicago

Il est admis a la suite de Vavilov que le centre d'origine du genre Medicago est le
Croissant fertile (Prosperi et al,. 1993). La plupart des espéces de Medicago sont originaires
du bassin méditerranéen et aussi de I’ouest de 1’Asie (Lesins et Lesins,. 1979). Au XIXe
siecle, ils envahissent d'autres parties du monde, notamment les continents américain et
australien et surtout dans les régions qui ont un climat ressemblant au bassin méditerranéen,
en faveur de plusieurs vagues de colonisation (Delalande et al,. 2007) (indiquées par les

fleches sur la figure 3).

Les luzernes s'accommodent des sécheresses periodiques, elles sont adaptées a tous les
types de sols qui ne sont pas trop humides (Lapeyronie,. 1982) (figure 3, 4). Les especes
annuelles du genre Medicago L. se retrouvent dans tous les étages bioclimatiques de 1°humide
au saharien, les uns a large spectre de répartition, les autres a répartition spatiale délimitée
(Chebouti et al,. 2001). M. truncatula et M. polymorpha, présentes dans tous les étages
bioclimatiques, sont considérées comme des formes ubiquistes, un ensemble d’espéces formé
par M. ciliaris, M. intertexta, M. orbicularis et M. murex, s’étend de 1’étage humide au semi-

aride. Tandis que M. laciniata et M. minima sont présentes du semi-aride au saharien.

Les Medicago pérennes se rencontrent essentiellement sur les rives nord de la
Méditerranée et s’étendent jusqu’en Asie centrale, quelques formes spontanées sont localisées
sur les hauts plateaux des chaines de I’Atlas Nord-Africain. Dans le complexe d’espéces
pérennes, I’inter-fertilité est entretenue naturellement entre les différentes formes spontanées
qui le composent, ainsi le maintien de types différents (populations naturelles ayant des

caractéres singuliers) est d0 essentiellement a I’isolement géographique (Medoukali,. 2016).

Les Medicago arbustives sont représentées, depuis peu, par trois espéces pérennes
ligneuses récemment décrites Medicago arborea (2n = 4x = 32) présente en Méditerranée
orientale, la seule espece ligneuse cultivée, Medicago citrina (2n = 6x = 48) localisée dans le
bassin occidental de la Méditerranée, Medicago strasseri, endémique de Creéte, est une forme
insulaire (Bakhti,. 2011).
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2.3. Espéces spontanées du genre Medicago rencontrées en Algérie

Le genre Medicago est représenté par de nombreuses espéces spontanées dont les plus
importantes sont :
Tableau 2. Espéces annuelles et pérennes du genre Medicago rencontrées en Algérie (Hireche,.
2006).

Especes Caractéristique et aire de répartition en Algérie

M. sativa plante vivace rencontré un peu partout.

M. falcate plante vivace trés résistante au froid.

M. lupilina dite lupiline ou minette : plante annuelle ou bisannuelle.

M. scundiflora plante annuelle ou bisannuelle.

M. marina plante vivace, elle pousse sur les sables maritimes.

M. scutellata dite luzerne a écusson : plante annuelle, se rencontre sur les sols
argileux du Tell.

M. orbicularis plante annuelle du paturage de Tell.

M. echuris Plante annuelle, elle est assez commune dans les paturages de
Telle (constantinois).

M. ciliaris rencontré surtout dans les paturage et prairies du Tell a sol semi
salin.

M. truncatula plante annuelle tres commune dans le Tell.

M. littoralis plante annuelle, elle est abonde sur les dunes et les littoral et de
I’intérieur. Elles constituent des paturages de bonne qualité

M. murex plante annuelle commune dans tout le territoire algérien.

M. minima plante annuelle, est souvent rencontré sur les sols pauvres.

M. Arabica plante annuelle.

M. lanciniata plante annuelle.

M. hispida plante annuelle.

3. Présentation de I’espéce d’étude M. truncatula
La luzerne tronquée (Medicago truncatula Gaertn = M. Tribuloides Dsr) est une espéce

végeétale herbacée des régions méditerranéennes (Adel Amar,. 2016).

3.1. Description botanique

C’est une plante annuelle herbacée, ramifiée au port souvent rampant de 15 a 80 cm de
long. Elle porte des feuilles trifoliolées. Ses petites fleurs jaunes de 5 a 8 mm donnent apres
autofécondation des gousses cylindriques tres dures, en forme de vrilles renfermant 4 a 6

graines (figure 5). Les spires jointives de la gousse portent des épines recourbées
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perpendiculaires au plan des spires. Les graines de cette plante ont une durée de vie
importante supérieure & 40 ans, et une dormance qui peut étre levée facilement (Lesins et
Lesins,. 1979).

Medicago truncatula est une espece diploide (2n=16) et autogame. Son génome est de
petite taille il est estimées a 500-550 (Mpb) c.a.d. 3 a 4 fois supérieur a celui d’arabidopsi
thaliana, équivalent a celle de riz et est environ dix fois inférieur a celui de pois (Denarie et
Gamas,. 2001. young et al,. 2003) puisque elle présente un fort degré de synthéses avec
d’autre légumineuses (Choi et al,. 2004. Kalo et al,. 2000. Yan et al,. 2003. Cannon et al,.
2003). M. truncatula a un cycle de vie court qui varie de 2 a 3 mois (Lesins et Lesins,. 1979)
(figure 6).

3.2. Position systématique
Regne : plantae

Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Fabales

Famille : Fabaceae
Sous-famille : papilionoideae
Tribu : Trifolieae

Genre: Medicago

Espéce: Medicago truncatula

3.3. Air de repartition

Cette espece est localisée principalement dans les régions chaudes et de basse altitude
méditerranéennes, elle est considérée comme une espece assez sensible au froid et aux
parasites foliaires. Elle est considérée comme une plante modéle (a un moindre degré que M.

sativa) essentiellement lors des études sur la symbiose plante-rhizobium (Prosperi,. 1995).

3.4. M. truncatula Plante modele

La découverte de I'existence d'une forte similitude dans I'organisation des génomes
(conservation synténique) chez des plantes appartenant a une méme famille botanique,
suggere qu'a l'avenir les progres réalisés dans I'étude du génome d'une espece devraient

pouvoir étre utiles pour d'autres espéces proches (Gale et Devos,. 1998).
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Mais la distance phylogénétique existante entre familles botaniques rend indispensable
I'étude d'espéces modeles au sein de chaque famille botanique possédant des espéces
importantes pour l'agriculture. C'est le cas pour les céréales pour lesquelles le riz a été
choisi comme espéce modele (Shimamoto et Kyozuka,. 2002). De méme, 1’espéce
Arabidopsis thaliana a été choisie comme plante modele pour les cruciféres (Jackson et
al,. 2000).

La plupart des légumineuses sont difficiles a étudier parce gu'elles ont un grand
génome. Par contre les espéces M. truncatula et Lotus japonicus (Barker et al,. 1990.
Handberg et Stougaard,. 1992) ont un génome relativement petit (Udvardi,. 2002), et sont
devenues des plantes modéles populaires. Ces deux especes présentent des caractéristiques
génétiques similaires, mais développent des nodules de types différents (croissance
indéterminee/déterminée). M. truncatula, comme la plupart des légumineuses des régions
tempérées, forme des nodules indéterminés ce qui la différencie de L. japonicus qui présente a
I’inverse un type de nodule déterminé. Par ailleurs leurs partenaires symbiotiques sont
relativement éloignés du point de vue taxonomique puisqu’elles appartiennent a deux genres
différents. En effet, L. japonicus est nodulée par Mesorhizobium loti, alors que M. truncatula
est nodulée par Sinorhizobium meliloti dont le séquencage de son génome est terminé (Capela
et al,. 2001).

M. truncatula est une espéce autogame qui présente un génome diploide de taille
relativement réduite. Elle se distingue par un temps de génération de graine a graine court, ses
niveaux de transformation réalistes, ses excellentes populations mutantes et collections de
divers écotypes (Barker et al,. 1990. Cook,. 1999), permettant et facilitant les analyses
génétiques et moléculaires (Denarie et Gamas,. 2001). Elle est transformé par Agrobacterium
tumefaciens et régénérée via embryogenése somatique (Thomas et al,. 1992. chabaud et al,.
1996). M. truncatula est également hote d’un grand nombre d’agents pathogénes
(champignons, oomycetes, bactérie et virus) qui attaquent les Iégumineuses cultives (Tivoli et
al,. 2006. Rose,. 2008). Toutes ces caractéristiques ont contribué a choisir M. truncatula

comme légumineuse modele (Cook,. 1999).

3.5. Intérét Biologique
M. truncatula est une espéce prolifique puisque chaque plante produit 500 a 1000

graines. Elle peut étre également multipliée aisément par bouturage. Cette espéce possede
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un habitat variable. Elle prédomine au niveau des stations séches, des sols lourds,
marneux ou argileux. Comme toutes les légumineuses sa principale caractéristique

biologique est la fixation symbiotique de I'azote atmosphérique (lesins et lesins,. 1979).

Récemment, I’intérét fut focalisé sur M. truncatula comme systéme pour examiner la
grande richesse de production de métabolites secondaires par les Iégumineuses (Gepts et al,.
2005) et la résistance aux maladies (Frugoli et Harris,. 2001). Cette plante est aussi largement
étudiée pour analyser le déterminisme des symbioses endo-mycorhiziennes lui permettant de

prélever le phosphore du sol (Journet et al,. 2001).

3.6. Intérét Agronomique

Notre espéce d’étude possede un intérét agronomique majeur pour la production
fourragere en zone seéche et pour la suppression ou la diminution de 1’épandage d’engrais
azotés. Son intérét est étroitement lié a sa capacité a se ressemer naturellement d'une
année a une autre. Cette propriété peut aboutir a une installation pérenne adaptée aux
aléas climatiques des zones méditerranéennes diminuant ainsi le phénoméne d’érosion
des sols. Par ailleurs, de nombreuses espéces et sous-especes de Medicago présentent
aussi des caracteres d'intérét agronomique, qu'il serait souhaitable d'introduire dans la
luzerne cultivée, tels que la tolérance au paturage (capacité d’enracinement et de

repousse), la résistance a la sécheresse, a la salinité et aux maladies (Prosperi et al,. 1993).

3.7. Intérét génétique

M. truncatula forme de petites graines permettant leur culture dans des tubes a essais.
Le partenaire bactérien de cette plante modéle est le plus étudié parmi les bactéries
rhizobiales et le séquencage du génome de la souche de référence de S. meliloti 1021 a
été achevé (Capela et al, 2001). Elle est facilement transformée par Agrobacterium
rhizogenes et A. tumefascience (Boisson et al,. 2001).

M. truncatula a permis d’identifier un grand nombre de geénes reliés a la symbiose
dont certains ont déja été isolés, séquences et leur expression étudiée (Gamas et al,. 1996.
Ane et al,. 2002. Amor et al,. 2003. Lévy et al,.2004).

4. Diversité génétique
Il existe un grand nombre de variante entre les individus au sein d'une méme espéce
(variabilité génétique). C’est cette diversité génétique (Ressources Génétiques) qui constitue

la matiére premiére du sélectionneur pour créer de nouvelles variétés. Ces ressources

9
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génétiques contiennent un patrimoine qu'il est nécessaire de préserver et de mieux connaitre

afin de mieux ’utiliser.

Diversité génétique c’est la différence ou la variation qui se trouve au niveau des génes,
c’est la variation de la quantité d’information génétique des individus. Elle est définie par le
niveau de similarit¢ ou de différence dans cette composition génétique et représente le
fondement de la biodiversité (Parizeau,. 1997).

La diversité biologique ou la biodiversité désigne la variété de forme de vie comprennent
des plantes, les animaux et les micro-organismes, les génes qu’ils contiennent et les
écosystemes qu’ils forment. Elle englobe a la fois la diversité a sein des espéces (diversité
intra-specifique) entre les espéces (niveau interspécifique) et entre les écosystemes (diversité

d’écosystéme) (Parizeau,. 1997).

4.1. Etude de la diversité génetique

L’estimation de la variabilité génétique est indispensable pour la gestion, la conservation
(in situ et ex situ) et I'utilisation efficace des ressources phylogénétiques (Djé et al,. 2000). La
diversité peut étre évaluée par I’utilisation des marqueurs morphologiques (a travers les

descripteurs) et génétiques (a travers des technigques biochimiques ou moléculaires).

4.2. Margueurs morphologiques et agronomiques

La diversité génétique est évaluer en mesurant la variation de traits phénotypiques (la
couleur et la forme de graine, la couleur de fleur, I’habitude de croissance, etc.) ou des traits
agronomiques quantitatifs (le rendement, la tolérance au stress, etc.).
Le nombre de marqueurs morphologiques est tres limite. 1ls sont généralement dominant
rendant possible la distinction entre individus homozygote et hétérozygote (Lefebvre et
Chevre,. 1995. Kumar,. 1999). Enfin les caractéres morphologiques monogéniques ne peuvent
étre utilisés comme marqueurs génétiques que si leur expression est reproductible sous

différents environnements (Staub et al,. 1996).

4.3. Marqueurs biochimiques

Il est important pour le sélectionneur de connaitre l'aspect purement génétique du
caractéere étudié, indépendamment de son expression. A cet effet, de nombreux marqueurs
biochimiques ou moléculaires ont été développés depuis une vingtaine d'années. Les

marqueurs biochimiques, généralement des isozymes ou des protéines de réserve, ont un

10
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pouvoir de discrimination plus élevé que les marqueurs morphologiques, traduisent
directement l'activité des genes, sont neutres et peuvent étre révélés dans plusieurs organes a
différents stades de développement. Ils sont mis en évidence par électrophorése, sur la base
des propriétés de migration des protéines, et révélés par une simple coloration pour les
protéines ou par une coloration histochimique spécifique pour les enzymes. Les protéines ont
l'avantage d'étre plus nombreuses que les marqueurs morphologiques, mais dépendent

également de l'organe considéré (Mebarek,. 2010).

Les isoenzymes présentent un polymorphisme basé sur les différentes formes d’une
enzyme. Genéralement codominant, ils sont les produits de différents alleles d’un ou de
plusieurs genes. les isoenzymes ont un faible niveau de polymorphisme et dépend souvent de

stade de développement physiologiques de la plante (Tanksley et Orton,. 1983).

4.4. Marqueurs moléculaires

Les marqueurs moléculaires correspondent a des difféerences nucléotidiques existant au
niveau de la molécule d’ADN (d’ou le terme moléculaire), des techniques de biologie
moléculaire permettent de révéler ce polymorphisme de séquences. Ces différences entre
alleles peuvent correspondre a des mutations ponctuelles (substitution, insertion, délétion),
des réarrangements chromosomiques, ou des mutations silencieuses (sans effet sur

I’expression du locus).

Les marqueurs moléculaires ont un développement stable, ils sont détectables dans tous
les tissus et a tous les stades de développement, ils ne sont pas influencés pas les conditions

environnementales (Santoni et al,. 2000).

Ces marqueurs moléculaires deviennent aujourd’hui un outil essentiel d’amélioration des
plantes et ouvrent de nouvelles perspectives pour le sélectionneur. Ils sont utilisés pour étudier
la variabilité et la diversité directement sur ’ADN plutoét que sur des caractéres qui sont
soumis a I’environnement. On étudie la diversité a sa base plutét que sur les produits de son

expression. lls sont donc moins subjectifs (Rieseberg et Ellstrand,. 1993).

11
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Caesabiniodeaed

Papiionoideae

Genus Representative
Cassia Senna
Acacia Gum arabic
Mimosoideae
Lupinus Lupins
Arachs Ground nut
o Phaseolus Common bean
r_(—E 2 Vigna Mungoean
l § Glycine Soybean
— Cajanus Pigecn pea
2 Melilotus Sweet clover
—{E?’ Wiolum  Clover
=  Medicago Barrel mecic
_E 8 Pisum Garden pea
é Vicia Broad bean
— S Sesbania Black locust
E 53 Lotus Lotus japonicus

Figure 1. Phylogénie de quelques Légumineuses (Udvardi et col, 2005).

Tribe

Lens
Vicca_Evicia
‘ Pizum

Genus

Trifolicae—

_[ Melilotus

Trfolmwm

Species
L. codivraris (lentily
F. faba (faba bean)
P sativeon ( garden pea)
M officinalfiv (sweet clover)
7. pratense {red clover)

IM sertiver (alfalfa)
Ad ertanrcaieela

Cool
secason legumes
(Galegoid)

Tropical
,, scason legumes
(Phaseoloid)

{icerea {Cicer O arietinuoer (chickpea)
Loteae Lotus L. faporicus J
Phaseolus P widgaris (common bean)
WVigna ¥. radiata {mung bean)
Phaseoleas Glyeine (7 max (sovbean)
Cajanus Ol cajan {plgoonpoa) y
Papilionoideae

Figure 2. Classification des légumineuses de la famille des Papilionoideae (Zhu et al, 2005).
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Nombre d'accessions par espéce

- =S M.Truncatula
M dere s M Mitiica
o \./’<‘, M littoralis
N 1

~_/‘_\/\/'L/_

Lt

Figure 4. Distribution géographique de quelques especes de genre Medicago
(Delalande et al, 2007).
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Figure 5. Un Rameau de Medicago truncatula; fleur, gousse, graines
(hippolyte, 1906 modifie).
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Figure 6. Cycle de vie de la plante model M. truncatula : A : stade plante, B : stade feuille,
C : stade fleur, D : stade gousse, E :stade graine (Bakhti, 2011).



MATERIEL ET
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Deuxieme partie : Matériel et Méthodes

Ce chapitre décrit le matériel biologique et ’ensemble des méthodes utilisées dans notre

étude.

1. Matériel Végétal

Notre étude vise a estimer le niveau de la diversité génétique existant au sein de 1’espéce
M. truncatula appartenant au genre Medicago L. Pour cela, nous avons analysé des graines
matures de 29 accessions de cette espece qui ont été collectées dans 29 sites éco-
géographiques différents dans le Nord Algérien (figure 7), durant la période de 15 Mai au 15
Juillet 2013 par Mme Medoukali L.
Cette collection couvre un large éventail des stades bioclimatiques allant de I’humide jusqu’a

I’aride et subissent des contraintes abiotiques diverses (Tableau 3).

Wnayﬁe Ban r /AR
){ ‘ ) ’, ) i

Figure 7. Localités géographiques des 29 accessions de ’espéce M. truncatula dans le nord

Algérien.
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Tableau 3. Origines géographiques des 29 accessions étudiées, avec les parametres éco-géographiques
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correspondants.

N° REGION PROVENANCE ALT LAT LON Pm Tm TM CLIMAT
Mtl Mila Oued Athmenia 757 36°16'17,87"N 6°16'36,31"E 568 2,5 31,3 HH
Mt2 Mila Bab Trouche 831 36°2131,41"N 6°192741"E 742 44 31,1 HH
Mt3 Constantine Beni Hemiden 429 36°31'04,89"N 6°33'52,68"E 704 3,2 314 SH
Mt4 Constantine Chettaba 850 36°18'08,13"N 6°27'50,96"E 558 3 322 SH
Mt5 Constantine Chaabet ersas 584 36°2020,08"N 6°3727,04"E 624 3,3 32 SH
Mt6 Oum Bouaghi - 883 35°5127,30"N 7°06'45,04"E 462 0,4 31,3 HH
Mt7 Oum Bouaghi Ouled Hemla 795 36°0428,53"N 6°29'06,92"E 454 1,9 31,7 HH
Mt8 Oum Bouaghi Ain Fakroun 1010 35°56'14,58"N 6°56'45,32"E 492 0.4 30,8 HH
Mt9 Tipaza - 196 36°35'53,73"N 2°3820,83"E 626 8,4 30,1 HH
Mt10 Bourdj bouarriridj - 907 36°04'00,12"N 4°41'18,44"E 368 1,6 334 SH
Mtll Bourdj bouarriridj mansoura 504 36°11'48,42"N 4°27'00,50"E 409 3,1 32,6 SH
Mt12 Bourdj bouarriridj air lac ain zada 2000 m 997 36°02'57,40"N 4°51229,75"E 495 0,2 31,1 SH
Mt13 Bourdj bouarriridj - 984 36°04'21,92"N 4°38'52,93"E 420 1,2 33,1 SH
Mt14 Bouira - 537 36°22'09,18"N 3°51'33,64"E 506 0,2 30,9 H
Mtl5 Bouira Akhdaria 144 36°34'38,26"N 3°33'16,25"E 711 5,9 319 H
Mtl6 Alger Mohamadia 3 36°44721,62"N 3°08'50,41"E 670 7,6 29,8 H
Mtl7 Alger Ben Aknoun 172 36°44'00,09"N 3°01'33,28"E 762 6,9 284 HH
Mtl18 Blida - 70 36°32'48,32"N 2°48723,772"E 791 7 30,9 HH
Mt19 Ain Defla 1 396 36°15'41,71"N 2°17'55,96"E 593 6 33,5 H
Mt20 Ain Defla 2 257 36°09'57,25"N 1°4325,04"E 593 6 335 H
Mt21 Chlef - 135 36°14'45,30"N 1°14'17,86"E 405 6,6 32,6 H
Mt22 Mascara - 281 35°30'09,15"N 0°05'30,19"0 368 7,5 29 SS
Mt23 Medea - 385 36°20'33,96"N 2°46'04,83"E 736 2,5 30,6 SH
Mt24 Tissemsilt - 575 36°00'36,95"N 2°09'11,39"E 609 1,1 30,1 SH
Mt25 Guelma - 798 36°22'08,93"N 7°13'59,93"E 564 1,9 32,1 H
Mt26 Sétif Eulma 1022 36°10'34,10"N 5°45'27,03"E 482 1 31,3 H
Mt27 Sétif centre-ville 1089 36°11'41,65"N 5°24'25,79"E 473 0,3 31,7 H
Mt28 Batna - 946 35°37'10,44"N 6°15'23,70"N 335 0,7 32,6 HH
Mt29 Oran - 87 35°37'40,78"N 0°36'01,72"0O 383 8,2 26,6 H

ALT : Altitude, LAT : Latitude, LON : Longitude, Pm : La pluviométrie moyenne ; Tm : La température
minimale du mois le plus froid ; TM : La température maximale, HH : Hyper-humide, H : Humide, SH :

Subhumide, SS : Semi sec.
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2. Méthodes d’étude

2.1. Analyse protéique
Les protéines sont extraites séquentiellement a partir des graines finement broyé a 1’aide
d’un mortier. La farine obtenue a été récupérée dans des tubes d’eppendorf (I’équivalent de 10

mg de farine par tube).

2.1.1 Extraction séquentielle des Albumines et des globulines
Le fractionnement d’Osborne assemble différentes méthodes d’extraction en un
fractionnement séquentiel (Osborne,. 1924). Cette procédure a constitué trés rapidement la

référence des méthodes d’extraction et de purification des protéines des plantes.

Nous avons pratiqué différents protocoles expérimentaux pour procéder a 1’extraction
des albumines et des globulines a partir de chaque échantillon. La mise au point du protocole
d’extraction a été réalisée selon la technique établie par Franco et al,. (1997) et modifiée au

niveau du laboratoire. Cette procédure est décomposée en plusieurs étapes décrites ci-dessous

a) Délipidation de la farine
10 mg de farine ont été mélangés avec environ 300 pl de n-hexane sous agitation
pendant 30 min a température ambiante, ce mélange est centrifugé, le n-hexane contenu dans

le surnageant a été évacué et décanté et le culot est séché.

b) Extraction des Albumines

Le résidu délipidé est mélangé avec 250 pl d’une solution d’eau distillée, pH 8,
contenant 10 mM CaCl2, 10 mM MgCl2 et 1| mM PMSF et agité pendant 30 min a 4°C avant
d’étre centrifugé a vitesse maximale pendant 20 min a 4°C. Cette extraction a été répétée deux
fois a partir du culot obtenu apreés centrifugation. Le surnageant contenant La fraction

albumines est récupéré.

¢) Extraction des globulines

Le résidu d’extraction des albumines a été mélangé avec 250 pl d’une solution 0.1 M
Tris-HCI, pHS, contenant 10 % (w/v) NaCl, 10 mM EDTA, 10 mM EGTA et 1| mM PMSF.
Le mélange a été agité 30 min a 4°C puis centrifugé a vitesse maximale pendant 20 min a

4°C. Le surnageant contenant La fraction globulines est récupéré.

2.1.2. Préparation des extraits pour I’électrophorese

Les fractions extraites ont été précipités en y ajoutant de I’acétone froide. Apres 1 heure
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de contacte a -20°C, les protéines précipitées ont été séparées du surnageant par centrifugation
a 10 000 rpm pendant 15 min puis portées a 37°C pendant 15 min. Les culots protéiques ont
été mis en suspension dans 100 ul de tampon de charge Tris-HCI pH 6.8 contenant 2% SDS,
40% glycérol, 0.02% bleu de bromophénol. Les échantillons ont été agités brievement avant
d’étre incubés a 65°C pendant 30 min pour permettre la complexion du SDS et soumis a une
électrophorese sur gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes (SDS-PAGE) a raison de

15 pl par puits.

2.2. Technique d’électrophorése
La technique d’¢lectrophorése utilisée est celle proposée par Laemmeli (1970) modifiée
par Singh et al,. (1991). La séparation se fait sur gel vertical en systéme discontinu, dans
des conditions dénaturantes (présence de I’agent anionique SDS) non réductrices (absence
d’agents réducteurs).
2.2.1. Principe
L’électrophorése est une technique connue depuis 1930, permettant la séparation des
constituants d’un mélange protéiques ou l’action d’un champ électrique. Elle utilise le
caractere amphotere des protéines du a la présence des radicales amines et carboxyliques dans
la molécule. A pH supérieur a leur pHi moyen (pH en général 8.2 a 8.6), les protéines sont
toutes chargées négativement et se comportent comme des anions par suite de 1’ionisation des
groupements carboxyliques des AA dicarboxyliques (glutamine et acide aspartique). Sous
I’action d’un champ électrique, elles vont migrer vers 1’anode (+). La mobilité des protéines
est en fonction de :
* La charge électrophorétique nette de protéines a un pH donné.
* La dimension et la forme des protéines.
* L’intensité du champ électrique (tension aux électrodes, conductibilité du support).
* Lataille des mailles du support solide.
» La force ionique du tampon.

* La température de 1’¢lectrolyte.

2.2.2 Préparation des gels

Les plaques de verre qui servent de moule pour la polymérisation des gels sont
nettoyées a 1’éthanol. Elles sont ensuite assemblées avec deux espaceurs d’une épaisseur de
1.5mm chacun. Le support d’¢lectrophorése est formé d’un gel de séparation (separating gel)

AT ' =12.58 % et C*=0.97 %, et d’un gel de concentration (staking gel) a T =2.88 % et C =

15
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1.42 %. Ces deux gels sont préparés a base d’acrylamide a 40% (p/v), de N, N’-méthyléne
bis- acrylamide a 2% (p/v) et de Tris—HCL 1M, tamponnés a pH 8.8 pour le gel de séparation,
et a pH 6.8 pour le gel de concentration. Ces deux gels sont polymérisés en présence du
TEMED et de I’APS.

Premiérement en prépare le gel d’électrophorése puis bien mélangé puis coulé entre deux
plaques en verre, en laissant un vide de 4 cm pour le stacking gel. Une fine couche du butanol
est ajoutée pour niveler le gel et pour le protéger de 1’air. La polymérisation s’effectue a une
température ambiante pendant environ 45 minutes. Ensuite, le gel de concentration est

préparé, bien mélangé puis coulé, et des peignes a 15 puits sont rapidement insérés.

Apres la polymérisation du stacking gel qui s’effectue en plus de 60 minutes, les peignes sont
enlevés en obtenant ainsi des puits servant pour les dépots des extrais protéiques, les puits

sont remplis avec du tampon avant le dépot des échantillons.

2.2.3. Tampon d’électrophoreése

Apres dépdt des échantillons, la cuve d’électrophorése est remplie avec un volume
suffisant de tampon de migration Tris 25 mM, pH 8.3, contenant 1.4 % (p/v) de glycine et
0.1% (p/v) de SDS.

2.2.4. Conditions de migration

La température de la cuve est maintenue aux environs de 4°C grice a un systéeme de
refroidissement qui lui est raccordé. Pour une cuve de deux gels de 180 x 160 x 1.5mm de
dimension chacun, la migration est menée a une intensité de courant de 80 m A avec une

tension maximale de 1200 V.

2.2.5. Fixation, coloration et décoloration

Apres la sortie du front de migration, le gel de concentration est éliminés, les gels sont
démoulés et mis dans des bacs contenant une solution composée d’un agent fixateur des
protéines, le TCA (acide trichloracétique) a 60 %, ainsi qu’un produit colorant, le bleu de
Coomassie R-250. Les bacs sont mis en agitation pendant 24 heures. Les gels sont ensuite

décolorés a 1’eau de robinet.
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2.3. Analyse enzymatique

Le totale de 29 accessions de M. truncatula ont été évaluées par deux systemes
enzymatiques : Estérases (EST, E.C. 3.1.1.-) et Glutamate Oxaloacétate Transaminase (GOT,
E.C. 2.6.1.1) (Weeden et Wendel,. 1990).

Les graines de chaque accession ont été mises a germer (protocole de germination
disponible en annexe 3, les enzymes ont été extraites a partir des feuilles de plantules agées de

15 jours en utilisant le processus de Bendiab et al,. (1993).

Une quantité de 0.25g de feuilles a été broyé au froid, avec 1 ml de tampon TAMET, pH
7, contenant : Tris 0.5M, 0.3M acide ascorbique, 2% Mercapto-éthanol, 0.01M EDTA Na2,
0.8% triton x100, 10% PVP. Puis centrifugé pendant 7 min a 9000 rpm. Le surnageant

représente la fraction contenant les enzymes.

La séparation des enzymes a été réalisée selon Singh et al,. (1991) par la méthode
d’électrophorése sur gel de polyacrylamide (PAGE). Des gels contenant 10% de
polyacrylamide ont été utilisés pour 1'analyse de I'EST, alors que le systeme GOT nécessitait
un gel de Polyacrylamide de 7%. L'analyse a été effectuée a 40 mA pendant 3 heures a 4 °C.
Les gels ont été colorés selon les méthodes données par Bendiab et al,. (1993) (voir

annexe 4).

2.4. Analyse des données

Les profils électrophorétiques sont comparés apres lecture de la mobilité des bandes
obtenues. Toutes les analyses reposent sur la matrice de présence (1) absence (0) des bandes.
Les différents échantillons étudiés sont comparés par pair et les distances génétiques ont été
calculées en utilisant I’indice de Jaccard. A partir des distances génétiques calculées, une
classification hiérarchique en UPGMA (unweighted pair group method arithmetic average) a

été élaborée moyennant le logiciel Xlstat 2014.
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Troisiéme partie : Résultats et discussion

Notre travail consiste a I’étude de la diversité génétique de 29 accessions de I’espece M.
truncatula par les marqueurs protéiques (globulines, alboumines) et enzymatiques (Estérases et
GOT). Pour cela nous avons utilisé la technique d’¢lectrophorése décrite Singh et al,. (1991),
en conditions non dénaturantes (PAGE) pour les enzymes et en conditions dénaturantes non
réductrices (SDS-PAGE) pour les protéines.

1. Analyse de la diversité génétique des accessions de M. truncatula

L’analyse des diagrammes ¢électrophorétiques met en évidence des différences entre les 29
accessions de M. truncatula. L’ensemble des mobilités relatives des bandes ont été exploité
pour I’établissement des matrices fondées sur un caractere qualitatif (présence (1) et absence
(0) de toutes les bandes examinées). Ces matrices représentent les configurations des albumines
et des globulines, des enzymes GOT et EST, et permettent de conserver une image réelle des
gels. Elles peuvent aussi servir comme base de données pour I’établissement d’un catalogue et

ont de ce fait une application directe dans 1’identification.

La variabilité des protéines a eté analysée en reportant sur la matrice de présence et absence
des bandes. Leurs frequences ont été calculées a travers toutes les accessions. Pour chaque
fraction protéique, les distances ont été calculées en se basant sur I’indice de Jaccard et un
dendrogramme a été construit selon la méthode agrégative UPGMA.. Des matrices de distances

génétiques entre les accessions ont été élaborees également.

2. Analyses de la diversité protéique
2.1. Fractionnement des Albumines et lecture des profils électrophorétiques
L’¢étude des profils électrophorétiques a permis de détecter des différences dans les
albumines entre les 29 accessions de M. truncatula. Les bandes sont trés bien séparées avec
une bonne résolution et elles révelent un polymorphisme entre les accessions. La figure 8
représente le profil obtenu quand la migration est arrétée au moment ou le front de bleu de

bromophénol atteint la limite du gel. Le diagramme divisé en trois zones A, B et C.

e Zone (A) : C’est la zone la plus lente puisqu’elle représente les bandes qui ont un poids
moléculaire supérieure ou égale a 100 kDa, les bandes dans cette zone sont bien séparées et ont

des intensités différentes.

e Zone (B) : c’est la zone intermédiaire ou la majeure partie des albumines sont localisées
avec grandes quantités, cette zone est caractérisée par une variabilité relative des profils tant

pour le nombre que pour I’intensité des électro morphes.
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e Zone (C) : c’est la zone rapide, elle est caractérisée par une considérable variabilité des

profils avec des poids moléculaires moins de 25KDa.
Ces 3 zones sont caractérisées par les gammes de mobilité suivantes :
53.7 mm < Zone A< 74.5 mm
74.5 mm < Zone B <111.9 mm
125 mm < Zone C < 168 mm

La lecture des diagrammes consiste a relever la mobilité (mm) de chacune des bandes présentes
en mesurant la distance parcourue par chaque bande dans le gel de séparation. La mobilité d une
bande est la distance entre le point d’application de I’échantillon et la position de la bande
correspondante dans le gel. A cet effet, nous avons utilisé une accession de référence qui a servi

de repére pour tenir compte des variations de mobilité observées entre les gels.
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Figure 8. Profils électrophorétiques des albumines obtenus par SDS/PAGE dans les

conditions dénaturantes nom réductrices chez 29 accessions de M. truncatula : a) de Mt1 a

Mt15, b) de Mt16 a Mt29, (T)= Témoin.
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2.1.1. Fréquences des albumines

Dans les diagrammes électrophorétiques des albumines, nous avons détecté 24 bandes
protéiques réparties dans tout le gel, et que nous avons numérotees de la bande la plus lente a
la bande la plus rapide, avec des mobilités allant de 5.54 a 15.07 cm. Les fréquences des bandes

détectées dans les 29 accessions de ’espece M. truncatula sont représentées dans le tableau 4.

La comparaison entre les accessions montre que les quatre bandes monomorphes (A5,
A9, A21, A24) sont présentes dans toutes les accessions avec des fréquences égales a 1, ce qui
implique leurs dominances. Neuf bandes (A7, A8, A13, Al4, A16, A17, Al18, A22 et A23) ont
été marquées avec des fréquences moins élevées, qui varient entre 0.62 et 0.97.

Des bandes (A2, A3, A10, All, A12, Al5, A20) avec des frequences moyennes qui varient
entre 0.34 et 0.55 ont été notées. La bande A4 de mobilités 6.54 cm a été presente dans cing
accessions de M. truncatula avec une fréquence de 0.17. Alors que, la plus faible fréquence
(0.07) a été enregistrée pour deux bandes (A6, A19) qui ont été partagée chacune par deux

accessions.
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Tableau 4. Matrice présence/absence, mobilités et fréquences des albumines des 29 accessions de M. truncatula.

fréque
nce

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 ~Somme

1

(cm)
55
5.9
6.3
6.5
74

8,2

Mobilitt MT MT MT MT MT MT MT MT MT MT MT MT MT MT MT MT MT MT MT MT MT MT MT MT MT MT MT MT MT

Bandes

0,55
0,45
0,34
0,17

16
13
10
5

29
3

18
28
29
14
11
10
21
26
10
27
28
27
2

14
29
18
24
29

Al

0

A2

A3

A4

1,00
0,10
0,62
0,97

A5

A6

8,4
8,7

A7

A8

1,00
0,48
0,38
0,34
0,72
0,90
0,34
0,93
0,97
0,93
0,07
0,48

A9

9,3
9,8
9,9

Al10
All
Al12
Al3
Al4
Al5
Al6
Al7
Al8
Al19
A20
A2l
A22
A23
A24

10
10
10
11
11
12

13
13
13
14
14
15

1,00
0,62
0,83

1,00
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2.1.2. Distances génétiques
Les distances génétiques entre les 29 accessions étudiées ont été calculées sur la base des
données des albumines et en utilisant I’indice de Jaccard. Les résultats sont représentés sous

forme d’une matrice dans le tableau (5).

Les valeurs ressortent que les distances génétiques se situent entre 0.05 et 0.62 avec une
valeur moyenne d= 0.32. Les valeurs faibles signifient que les diagrammes protéiques
apparaissent trés voisins et que les accessions sont génétiquement proches les unes des autres.
La valeur de distance la plus faible (d= 0.05) a été noté entre les accessions Mt24 et Mt23,
sachant que I’accession Mt24 a ét¢é collectée dans une région de Tissemsilt avec une altitude de
575, tandis que Mt23 a été collectée dans une région de Medea avec une altitude de 385 (voir
tableau 3). Suivie par la valeur d=0.06, qui a été observée entre quatre couples d’accessions,
parmi eux: Mt21/ Mtl7 qui ont été prélevées dans deux zones relativement proches
géographiquement (Chlef/ Alger) et écologiquement (Humide / Hyper-humide) avec des
valeurs de pluviométrie annuelle de 405 et 762, respectivement. Cependant, et malgre la
similarité (d= 0.06) entre ce couple d’accession, Mt29/ Mt28 représentent deux régions assez
distantes (Oran/ Batna), proches écologiquement (Humide / Hyper-humide), avec des sites de

collecte particularisée par différentes valeurs d’altitude (87/ 946).

Inversement, lorsque les valeurs des distances génétiques sont élevées, les accessions sont
génétiqguement éloignees. Tels que le couple Mt29/ Mt11 (Oran/ Bourdj bouarriridj ; mansoura)
qui a été caractérisé par la valeur la plus élevée de distance d= 0.62. Ces deux échantillons ont
été collectés dans deux sites assez eloignés avec une grande différence entre leurs valeurs

d’altitude (87 et 504, respectivement).

Une valeur moins élevée (d= 0.59) a été enregistrée entre les deux couple d’accessions
Mt25/ Mt3 (Guelma/ Constantine ; Beni Hemiden) et Mt20/ Mt3 (Ain Defla 2/ Constantine ;
Beni Hemiden), qui sont caractérisés par une différence au niveau des distances entre les sites
de collecte (une proche et ’autre éloignée), et au niveau de leurs altitudes et leur climat (voir
tableau 3).

Des distances intermédiaires ont été obtenue pour d’autres couples d’accessions qui
présentent des diagrammes plus ou moins proches, avec autant de ressemblances que de

dissemblances (moyenne= 0.32).
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Tableau 5. Distances genétiques obtenues entre les 29 accessions de M. truncatula en se basant sur les données des albumines.

MT1 MT2 MT3 MT4 MT5 MT6 MT7 MT8 MT9 MT10 MT11 MT12 MT13 MT14 MT15 MT16 MT17 MT18 MT19 MT20 MT21 MT22 MT23 MT24 MT25 MT26 MT27 MT28 MT29

mMT1 000 025 035 047 035 029 029 033 039 035 044 044 031 038 035 045 048 037 037 045 045 057 055 050 052 043 042 042 047

MT2 000 03 038 025 019 039 024 029 025 025 025 031 027 013 028 o040 028 037 037 037 042 040 035 037 043 033 042 047
MT3 000 056 053 047 047 042 047 044 053 053 050 047 044 045 055 045 045 059 052 057 048 050 059 050 050 050 047
MT4 000 027 031 041 053 041 047 038 027 021 029 027 039 042 047 039 039 039 044 042 045 047 045 044 035 041
MT5 000 019 039 042 019 03 03 013 020 o027 025 037 032 028 028 028 028 042 040 035 037 035 033 033 0,39
MT6 000 042 037 033 039 029 029 03 031 019 022 035 022 032 032 032 045 043 038 040 038 028 037 042
MT7 000 037 042 039 047 039 025 041 039 048 043 048 040 040 o048 052 050 045 048 038 045 037 042
MT8 000 028 024 024 042 039 035 033 035 045 035 043 035 043 040 038 033 035 033 040 040 045
MT9 000 019 029 019 025 041 029 040 043 040 032 040 040 045 043 038 040 038 045 037 042
MT10 000 025 035 031 038 025 045 048 037 037 045 045 050 048 043 045 043 042 042 047
MT11 000 03 o041 027 013 028 o048 037 052 045 045 050 048 043 045 050 042 057 | 062
MT12 000 020 o038 025 028 [ 032 037 028 028 028 033 [032 026 028 035 033 033 0,39
MT13 000 033 o031 042 037 042 024 033 033 047 045 040 042 1032 039 029 035
MT14 000 027 039 042 029 047 039 039 044 042 045 047 045 035 044 050
MT15 000 o028 o048 037 045 045 045 050 048 043 045 050 042 050 055
MT16 000 025 021 030 030 021 03 025 020 030 029 017 043 048
MT17 000 016 016 016 006 030 020 015 025 015 011 030 035
MT18 000 021 021 011 035 025 020 030 020 006 035 040
MT19 000 021 o011 03 025 020 030 011 017 017 022
MT20 000 011 017 016 011 011 011 017 017 022
MT21 000 026 016 0211 021 011 006 026 | 032
MT22 000 011 016 017 025 [ 032 022 028
MT23 000 005 016 015 021 021 026
MT24 0,00 011 010 016 025 0,30
MT25 0,00 020 026 026 | 032
MT26 0,00 016 0416 0,21
MT27 0,00 1032 0,37
MT28 0,00 | 0,06
MT29 0,00
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2.1.3. Classification hiérarchique
Un dendrogramme UPGMA baseé sur la matrice de dissimilarité de Jaccard des albumines
a été construit (figure 9). Cette classification hiérarchique a montré la présence de quatre

groupes majeurs au niveau d= 0.35.

Le premier groupe majeur forme un clade entre les deux accessions Mtl et Mt7 a une
valeur de distance d= 0.29. Ces accessions appartiennent a deux régions proches
géographiquement avec un climat hyper-humide ; Oued Athmenia /Mila et OuledHemla /Oum

Bouaghi, respectivement.

Le deuxieme groupe renferme 12 accessions au niveau de distance d= 0.33, Ces 12
accessions ont la particularité d’étre collectées dans les régions de I’Est du pays avec une
gamme des étages bioclimatiques relative (de ’hyper-humide jusqu’au subhumide), sauf Mt9
(Tipaza) et Mt 14 et 15 (Bouira) sont a I’origine du centre de 1’Algérie. Ce deuxieme groupe
est subdivise lui-méme en trois sous-groupes a des niveaux de distance proches, sans

correlation logique avec les origines géographiques des accessions.

L'accession Mt3 qui est collectée dans une région subhumide de Beni
Hamiden/Constantine, forme un groupe indépendant des autres avec le degré le plus élevé de

distance génétique (d= 0.48).

Le groupe quatre est constitué des accessions collectées dans régions allant du centre
jusqu’a I’Ouest du Nord Algérien appartenant a différents climats (varient du hyper-humide au
semi sec), a I’exception de Guelma (Mt25), Sétif (Mt26, Mt27) et Batna (Mt28) qui représente

le coté Est. Il est subdivisé lui-méme en plusieurs sous-groupes a la valeur de distance d= 0.28.

25



Troisiéme partie : Résultats et discussion

2 MT12 F—
MTS
MT13
MT4. I
MT10
MTS |—|7 —
T8
[ w7 |
1 MT1 !

0 0,1 02 03 04 0,5 0,6
Dissimilarité

Figure 9. Classification hiérarchique en UPGMA des 29 accessions de M. truncatula basée
sur le polymorphisme des albumines: 1) le premier groupe, 2) le deuxiéme groupe, 3) le
troisieme groupe, 4) le quatriéme groupe.

2.2. Fractionnement des Globulines et lecture des profils électrophorétiques
L’analyse intra-spécifique de 1’espece M. truncatula sur la base des globulines a permis de
générer des profils électrophorétiques clairs avec des bandes bien décelées (Figure 10). Le

diagramme se décompose en trois principales zones de mobilité décroissante 1, 2 et 3.

e Zone (1) : C’est la zone la plus lente, et qui représente des poids moléculaires supérieure
ou égale a 100 kDa. Cette zone est caractérisée par la présence d’un nombre moindre de bandes

des globulines qui sont moins visible.

* Zone (2) : les globulines sont localisées majoritairement dans cette zone de mobilité avec
une considérable variabilité qualitative et quantitative des profils et un poids moléculaire

s’étend approximativement de 25 a 100 KDa.

e Zone (3) : C'est la zone la plus rapide, se particularise par un nombre des bandes moins
intenses que les bandes de la deuxiéme zone. Ces bandes sont biens séparées dont leurs poids
moléculaires est moins de 25 KDa. Ces trois zones sont caractérisées par les gammes de
mobilité suivantes :

11.6 mm < Zone A <52.3 mm
55.2 mm < Zone B < 86.8 mm

90 mm < Zone C < 166.7 mm
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Figure 10. Profils électrophorétiques des globulines obtenus par SDS/PAGE dans les

conditions dénaturantes nom réductrices chez 29 accessions de M. truncatula : a) de Mtl a

Mt15, b) de Mt16 a Mt29, (T)= Témoin.
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2.2.1. Fréquences des globulines

Les diagrammes électrophorétiques des accessions analysées renferment 27 bandes
protéiques décelables qui se répartissent dans tout le gel avec des mobilités allant de 1.16 a
16.67 cm. Leurs fréquences sont représentées dans le tableau 6.

D’aprés le tableau 6, nous avons constaté une grande variabilité de fréquences des
globulines dans les accessions de M. truncatula. Parmi les 27 bandes détectées, seulement neuf
sont monomorphes (G1, G2, G12, G13, G17, G18, G22, G23 et G27) elles sont omniprésentes
dans toutes les accessions avec un taux maximum (1.00), ce qui implique leurs dominances.
Suivies par les bandes (G14, G16, G26 et G25) qui ont été marquées avec une valeur moins

élevées varient entre 0.82 et 0.96.

Des fréquences intermédiaires varie entre 0.51 et 0.72 ont été enregistrées (G6, G10, G11
et G19). Plusieurs bandes (G5, G9, G15, G20, G21 et G24) avec des fréquences faibles (de 0.06
a 0.27) ont eté également notées, parmi elles y a des bandes qui sont partagee par deux ou trois

accessions (tableau 6).

La fréquence la plus faible 0,03 a été observé pour les bandes (G3, G4 et G8), qui ont été
présentes dans une seule accession chacune, elles sont considérées donc spécifiques a leurs
accessions : la bande G3 particularise 1’accession Mt27 provenant de Sétif/ centre-ville, la
bande G4 a eté spécifique a I’accession Mt3 appartenant a la région de Constantine / Béni

Hemiden, et la bande G8 se trouve dans I’accession Mt4 provenant de Constantine/ Chettaba.
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Tableau 6. Matrice présence/absence, mobilités et fréquences des globulines des 29 accessions de M. truncatula.

Fréqu
ence

Mobilitt M M M M M M M M M Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Som

Ban
des

Gl

me

28 29

23 24 25 26 27

19 20 21 22

12 13 14 15 16 17 18

11

3 t4 t5 t6 t7 t8 t9 10

11 12

(cm)
1,16
1,71
2,6
3,08
4,61
4,79
523
5,52
7,26
7,44
7.8
8,13
8,42
8,68

29
29

G2

0,03
0,03
0,1

G3

1
3
15
8
1
2
21
15
29
29
24
6
28
29
29
15
2
3
29
29
2
24
27

G4

G5

0,51
0,27
0,03
0,06
0,72
0,51

G6

G7

G8

G9

G10
Gl1
G12
G13
Gl4
G15
G16
G17
G18
G19
G20
G21
G22
G23
G24
G25
G26
G27

0,82
0,2

0,96

9,22
9,47
9,73
10,52
10,89
11,18
11,78
13,86
14,08
14,76
16,43
16,67

0,51
0,06
0,1

0
0
0
1
1
0
0

0
0
0
1
1
0
1
1
1

0,06
0,82
0,93

29
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2.2.2. Distances génétiques

Les dissimilarités entre les 29 accessions de M. truncatula ont été calculées sur la base
des données des globulines en utilisant la distance de Jaccard comme coefficient (Tableau 7).
Les distances entre les différentes accessions ont été plus ou moins importantes vue les valeurs

enregistrées qui variaient entre 0.00 et 0.50 avec une moyenne de 0.23.

Une similarité totale des profils des globulines a été observée entre quatre paires
d’accessions : Mt24 (Tissemsilt) et Mt18 (Blida), Mt26 (Setif/Eulma) et Mt18 (Blida), Mt29
(Oran) et Mt20 (Ain Defla 2), Mt26 (Sétif) et Mt24 (Tissemsilt), présentant la valeur de distance
0.00. Elles ont été prélevées dans des zones relativement éloignée géographiquement (Blida/
Ain Defla /Tissemsilt / Sétif /Oran) et écologiquement (varient du hyper-humide au subhumide)
avec des valeurs d’altitude (70, 257, 575, 1022, 87), respectivement.

Les accessions les plus proches avec une distance moins élevée 0.06, ont été représentées
par 12 paires d’accessions (tableau 7). Ces accessions sont a I’origine du centre jusqu’a I’Ouest
du Nord Algérien, et qui sont caractérises par une différence au niveau des distances entre les
sites de collecte (unes proches et d’autres éloignées) représentant des parametres écologiques
et des valeurs d’altitude différentes. A l'exclusion de Sétif qui est a ’origine de I’Est et qui

représente un climat humide avec une altitude la plus haute (1022).

La distance génétique la plus élevee (0.50) a été obtenue pour les trois couples
d’accessions (Mt10/ Mt21), (Mt10/ Mt22), (Mt10/ Mt23), qui sont prélevées dans des sites
géographiguement plus au moins éloignés et représente des climats varie entre (subhumide
jusqu’a humide). Sachant que I’accession Mtl0 a ¢été collectée dans une région de
Bourdjbouarriridj avec une altitude 907 (voir Tableau 3), et les accessions (MT21, MT22,
MT23) sont collectées dans des régions de I’Ouest (Chlef, Mascara, Medea) avec des valeurs
d’altitude (135, 281, 38), respectivement.

Comme nous observons aussi des valeurs intermédiaires pour les autres accessions
(tableau 7).
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Tableau 7. Distances genétiques obtenues entre les 29 accessions de M. truncatula en se basant sur les données des Globulines.

ML M2 Mt3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 Mtl0 Mtll Mtl2 Mtl3 Mtl4 Mtl5 Mtl6 Mtl7 Mtl8 Mtl9 Mt20 Mi2l Mi22 Mt23 Mt24 Mi25 Mi26 Mt27 Mt28 Mt29
Mtl 000 023 017 028 028 0,18 016 013 017 037 016 026 018 0,17 018 0,18 026 022 0418 028 028 037 037 022 024 022 032 025 028
Mt2 000 028 029 029 007 03 013 018 029 02 0418 019 018 007 019 028 024 019 019 029 029 039 024 013 024 033 035 0,19
Mt3 000 032 032 022 029 028 030 040 020 030 0,22 021 032 032 038 035 022 032 032 04 048 035 028 035 043 036 032
Mt4 000 013 024 038 029 032 033 038 032 024 040 033 033 o040 037 033 033 042 042 042 037 029 037 037 045 033
Mt5 000 024 038 029 032 033 038 022 024 040 033 033 032 037 033 033 042 033 033 037 029 037 037 038 033
Mt6 000 o030 019 0412 033 021 0412 013 022 013 013 0,22 018 013 013 0,24 024 033 0418 007 018 028 030 0,13
Mt7 000 026 020 030 019 029 021 029 030 030 029 025 030 030 030 038 038 025 035 025 041 019 030
Mt8 000 018 029 0,26 028 019 018 007 019 028 024 029 029 039 039 039 024 025 024 033 035 029
Mt9 000 o040 o021 0411 0212 021 0212 012 0411 006 022 012 022 022 022 006 018 006 026 020 0,12
Mt10 000 045 040 033 040 033 042 048 045 042 042 050 050 050 045 039 045 037 045 042
Mt11 000 020 021 0411 021 021 020 0416 021 021 021 030 030 016 026 016 033 019 021
Mt12 000 012 030 022 022 011 017 022 0412 022 012 022 017 018 017 035 020 012
Mt13 000 032 024 024 022 018 024 013 024 024 033 0418 019 018 037 030 013
Mt14 000 012 022 030 026 022 032 032 040 040 026 028 026 035 029 032
Mt15 000 013 022 018 024 024 033 033 033 018 019 018 028 030 0,24
Mt16 0,00 o012 006 013 013 024 024 024 006 007 006 018 021 013
Mt17 0,00 006 022 012 022 012 012 006 018 006 026 011 0,12
Mt18 0,00 o018 0,06 018 0,18 0118 0,00 0,13 0,00 022 0,16 0,06
Mt19 0,00 013 013 024 033 018 0,07 018 028 021 0,13
Mt20 0,00 013 013 024 006 007 0,06 028 0,21 0,00
Mt21 0,00 024 024 018 019 018 037 021 013
Mt22 0,00 024 018 019 018 037 021 013
Mt23 0,00 018 029 018 028 021 0,24
Mt24 0,00 013 0,00 022 016 0,06
Mt25 0,00 013 024 026 0,07
Mt26 0,00 022 016 0,06
Mt27 0,00 033 0,28
Mt28 0,00 021
Mt29 0,00
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2.2.3. Classification hiérarchique
Les distances de Jaccard basées sur le polymorphisme des globulines nous ont aidés a
élaborer un dendrogramme en UPGMA (figure 9).

Le dendrogramme a défini six clusters majeurs a une distance d= 0.24. Le premier cluster
(d=0.21) regroupe cing accessions (Mt1, Mt3, Mt7, Mt11 et Mt14) appartenant a des régions
relativement éloignées de I’Est algérien (Mila, Constantine / Beni Hemiden, Oum Bouaghi,
Bourdj bouarriridj et Bouira, respectivement), avec des étages bioclimatiques varient de

I’hyper-humide au subhumide.

Le deuxieme groupe renferme 19 accessions au niveau de distance d= 0.22. Ces 19
accessions représentent tout le nord Algérien (de I’Est jusqu’a I’Ouest) avec une large gamme
des étages bioclimatiques qui varie de I’hyper-humide jusqu’au semi-sec (figure 9). Ce
deuxiéme groupe est subdivisé lui-méme en deux sous-groupes a des niveaux des distances

éloignées, sans corrélation logique avec les origines géographiques des accessions.

Le troisieme cluster forme un clade entre Mt3 et Mt4 a un degré de distance équivalent a
0.12. Ces deux plantes provenaient de la méme région (Constantine), mais des sites de
prélevement différents (Beni Hemiden et Chettaba, respectivement), représentés par le méme

climat (subhumide) mais une large différence d’altitude (429 et 850, respectivement).

Lequatriéme, le cinquiéme et le sixieme cluster comprennent chacun une seule accession :
Mt10 (Bourdj bouarriridj), Mt23 (Medea) et Mt27 (Sétif/centre-ville) & des degrés de distances
d=0.33, d= 0.25 et d=0.30, respectivement.
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Figure 11. Classification hiérarchique en UPGMA des 29 accessions de M. truncatula basee
sur le polymorphisme des globulines : 1) le premier groupe, 2) le deuxieme groupe, 3) le

troisieme groupe, 4) le quatrieme groupe, 5) le cinquiéme groupe, 6) le sixieme groupe.

3. Analyse enzymatique

C’est la technique de Bendiab et al, (1993) (Annexe 4) qui a été utilisée pour estimer la
diversité des systemes enzymatiques. Les figures (12 et 13) représentent les zymogrammes des
systémes enzymatiques EST et GOT pour les 29 accessions de ’espéce M. truncatula collectés

dans le Nord Algérien.

L’interprétation des isoenzymes a été faite suivant le caractére "présence-absence” et non par
une approche allélique. Les profils isoenzymatiques sont lus comme suit : chaque bande est
codée par un numéro en commencant par la bande la plus lente (notée 1). Cela implique le

regroupement des accessions suivant leurs mobilités électrophorétiques.

L’étude des profils enzymatiques des deux systémes enzymatiques a permis de dénombrer neuf
allozymes pour les estérases (figure 12), répartis en trois loci (Est1, Est2 et Est3) produisant 17
phénotypes différents (figure 14a). Tandis que, trois allozymes ont été observés pour la GOT,
localisés dans deux zones d’activité bien distinctes (Gotl et Got2) (figure 13) engendrant deux

phénotypes seulement (figure 14b).
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Figure 12. Zymogrammes du systéme enzymatique EST pour les 29 accessions de I’espéce
M. truncatula : a) de Mtl a Mt15, b) de Mt16 a Mt29, (T)= Témoin.
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Figure 13. Zymogramme de systeme enzymatique GOT pour 29 accessions de 1’espéce M.
truncatula : a) de Mtl a Mtl15, b) de Mt16 a Mt29, (T)= Témoin.
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Figure 14. Les phénotypes des deux systemes enzymatiques : a) pour I’Est, b) pour le GOT.

3.1. Fréquences alléliques des enzymes

Au total, nous avons compté 12 bandes alléliques avec des mobilités différentes pour les
deux systemes enzymatiques (EST et GOT) analysés, réparties a travers trois loci pour I’Est et
deux loci pour le Got. Nous avons enregistré donc, 2, 3 et 4 alléles pour Estl, Est2 et Est3,
respectivement ; et 2 et 1 allele pour Gotl et Got2, respectivement. Les fréquences des alleles

détectées dans les 29 accessions de 1’espece M. truncatula sont représentées dans le tableau 8.

Le Gotl, Got2 et Got3 étaient les plus fréquentes dans leurs zones de frequences 0.96 ; 0.03 ; 1
respectivement le Got3 est présent dans tous les accessions (monomorphes) par contre le Got2
est présent dans une seule accession qu’est Mt26 (Sétif) plus de Gotl présent dans tous les

accessions sauf Mt26.

Tous les autres phénotypes étaient spécifiques pour 1’Est4 et Est9 sont présent dans les 29
accessions avec une fréquence tres élevé égale a 1 qui montre que les deux isoenzymes sont
trés similaire dans tous les accessions, I’Estl, Est3, Est5 et Est7 étaient les plus fréquents a
0.60 ; 0.60 ; 0.96 ; 0.50 respectivement.

Le reste, les phénotypes Est2, Est6, Est8 étaient considérés comme rares ou spécifiques a une
accession avec des fréquences relativement basses. Est2 se trouve dans 4 accessions Mt1 (Mila),
Mt 9 (Tipaza), Mtl7(Alger) et Mt20 (Ain Defla) qui sont partagées dans des régions

géographiques éloignées.
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Tableau 8. Matrice présence/absence, mobilités et frequences des allozymes des 29 accessions de M. truncatula.

Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt

Loci Alleles 4° " 30 4y 5 5 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 Sommes  Fréquences
ET 1 1 1 0 O o 1 1 1 o0 1 ©0 1 0o o 1 0O 1 ©0 o0 1 0 1 1 1 1 0 o 1 16 06
Estl
E2 1 0 0O 0 O O 0O 0 1 ©OoO o0 O0O O o0 OO0 O0 1 O0 0 1 0 0 0 O 0 0 0 0 0 4 0.1
E3 0 o 0o 0o 1 O 1 0 O O 1 O Oo O o0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 16 06
Es¢2 E4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 29 1
55 1 1 1 1 1 1 1 1 1 o0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 28 0,96
E6 0 o 1 O O O O 0O O O 1 1 1 0 0 1 0O 0 0 0 0 O O O 0 0 0 0 0 5 02
EZ7 1 1 0 0O 1 O O 1 0 1 o0 ©0 ©o 1 1 o0 o0 1 1 0 0 0 1 1 0 0 1 1 1 14 05
Est3
EE 0 o 0o 1 o 1 1 0 1 O O0O O 1 0 0 O0 I 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 9 03
g 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 29 1
G2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 o 1 1 1 28 0,96
Gotl
Gz o0 0 0O O O O O O O O O 0O O O O O O O O O O O 0 O 0 1 0 0 O 1 0.03
Got2 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 29 1
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3.2. Distances génétiques

Le calcul des distances génétiques entre les accessions de M. truncatula sur la base des
deux systemes enzymatiques (EST et GOT), indique que les valeurs varient entre 0.00 et 0.70
avec une moyenne de 0.29 (Tableau 9).

La distance la plus élevé (0.70) a été obtenue seulement entre Mt26 et Mt10. Ces deux
échantillons ont été ramasses dans des sites proches geographiquement (Sétif/
Bourdjbouarriridj) et écologiquement (humide / semi humide) avec des valeurs d’altitude de
907 et 1022, respectivement. Suivie par d’autres valeurs légérement moins élevées et

intermédiaires.

La valeur la plus faible (DG= 0.00) est notée entre 17 paires d’accessions qui sont tres
proches généetiquement, ce qui implique une forte similarité. Dont certaines sont prélevées dans
des sites geographiquement proches, exemple : Mt8 (Oum Bouaghi / Ain Fakroun) et Mt2
(Mila), qui posséde le méme climat (hyper humide) avec des valeurs d’altitude de 1010 et 831,
respectivement. D’autres sont géographiquement éloignées comme Mt25 (Guelma) et Mt21
(Chlef). Ces deux accessions représentent des valeurs d’altitude différentes (798, 135), mais un

climat humide.
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Tableau 9. Distances genétiques basées sur la diversité enzymatique obtenues entre les 29 accessions de M. truncatula.

ML M2 Mt3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 Mtl0 Mtll Mtl2 Mtl3 Mtl4 Mtl5 Mtl6 Mtl7 Mtl8 Mtl9 Mt20 Mi2l Mi22 Mt23 Mt24 Mi25 Mi26 Mt27 Mt28 Mt29
Mtl 000 013 033 044 033 044 040 013 022 038 040 044 040 025 025 040 040 022 033 040 033 050 022 022 033 05 025 033 022
Mt2 000 025 038 025 038 033000 033 029 033 038 033 014 014 033 050 013 025 050 025 044 013 013 025 050 014 025 0,13
Mt3 000 038 044 038 033 025 033 050 013 014 013 038 038 013 050 033 044 050 025 044 033 033 025 050 038 044 0,33
Mt4 000 038} 000 025 038 025 043 044 029 025} 029 029 044 025 044 038 025 038 014 044 044 038 044, 029 038 044
Mt5 000 038 033 025 050} 029 033 038 050 014 0,14 033 033 0413 000 033 025 025 013 013 025 050 0,14} 000 0,13
Mt6 000 025 038 025 043 044 029 025 029 029 044 025 044 038 025 038 014 044 044 038 044 029 038 044
Mt7 000 033 022 05 022 044 022 044 044 022 022 022 033 022 013 013 022 022 013 022 044 033 0,22
Mt8 000 033} 029 033 038 033 014 014 033 050 013 025 050 025 044 013 013 025 050 014 025 013
Mt9 0,00 05 040 044 022 044 044 040 0,22 040 050 022 033 033 040 040 033 040 044 050 0,40
Mt10 000 05 043 05 017 017 05 056 038 029 056 050 050 038 038 050 0,70 017 029 0,38
Mt11 000 025 022 044 044 000 040 022 033 040 013 033 022 022 013 040 044 033 0,22
Mt12 000 025 029, 029 025 044 044 038 044 038 038 044 044 038 060 029 038 044
Mt13 000 044 044 022 040 040 050 040 033 033 040 040 033 040 044 050 0,40
Mt14 0,00 000 044 044 025 014 044 038 038 025 025 038 060 000 014 0,25
Mt15 0,00 044 044 025 014 044 038 038 025 025 038 060 000 014 025
Mt16 0,00 o040 022 033 040 013 033 022 022 013 040 044 033 022
Mt17 0,00 040 033} 000 033 013 040 040 033 040 044 033 040
Mt18 0,00 013 o040 013 033} 000 0,00 013 040 025 0,13 0,00
Mt19 000 033 025 025 013 013 0,25 050 0,14} 000 0,13
Mt20 0,00 033 013 040 040 033 040 044 033 040
Mt21 0,00 025 0413 013 0,00 033 038 025 0,13
Mt22 0,00 033 033 025 033 038 025 033
Mt23 0,00 000 013 040 025 0,13 0,00
Mt24 0,00 013 040 025 0,13} 0,00
Mt25 0,00 033 038 025 0,13
Mt26 0,00 060 050 0,440
Mt27 0,00 014 0,25
Mt28 0,00 0,13
Mt29 0,00
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3.3. Classification hiérarchique

Analyse de cluster basée sur les marqueurs d'isoenzymes, les similitudes entre les
accessions ont été évaluées par Coefficient de Jaccard et les valeurs de distance étaient
représentées dans un dendrogramme UPGMA (Figure 14). Selon la variabilité des isoenzymes,
les accessions de M. truncatula ont été classées en trois groupes a d=0.36.

Le premier groupe (d= 0.34) est le plus large et incarné par 21 accessions qui ont été
subdivisés en deux sous-groupes principales. le premier sous-groupe a une distance d=0.23 il
contient 14 accessions : Ces accessions sont a 1’origine du I’Est jusqu’a I’Ouest du Nord
Algérien, et qui sont caractérisés par une différence au niveau des distances entre les sites de
collecte (unes proches et d’autres éloignées) représentant des gammes bioclimatiques varie de
I’hyper-humide a subhumide et des valeurs d’altitude différentes. Le sous-groupe deux est
composé de sept accessions a une distance 0.26, ces echantillons provennaient de régions
différentes : Mt11 (Bourdj bouarriridj), Mt16 (Alger), Mt21 (Chlef), Mt13 (Bourdj bouarriridj),
Mt13(Bourdj bouarriridj), sont a l’origine du centre jusqu’a 1’Ouest a I’exception de

Mt3(Constantine) et Mt25 (Guelma) qui provennaient de I’Est.

Le deuxiéme groupe est composé de sept accessions au niveau de distance 0.25, qui ont été
divisé en deux sous-groupes : le premier contient Mt4 (Constantine/Chettaba) et Mt9 (Tipaza)
qui ont été prélevées de region éloignée avec une variation climatique (varie de hyperhumide a
subhumide). Mt6, Mt7, Mt17, Mt20 et Mt22 qui ont été préleveé dans des regions avec des

étages bioclimatique varie de semi-sec a hyperhumide.

Le troisieme groupe contient une seule accession MT26 (Sétif) a une distance de 0.37.
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Figure 15. Classification hiérarchique en UPGMA des 29 accessions de M. truncatula basée
sur le polymorphisme des enzymes (Got-Est): 1) le premier groupe, 2) le deuxiéme groupe, 3)

le troisiéme groupe.

4. Corrélation entre les marqueurs analysés

Des tests de Mantel (Test de corrélation) ont été réalisés dans I’objectif d’estimer le degré
d’association entre les distances génétiques dérivées par les marqueurs protéiques et
enzymatiques utilisés. La signification du degré de corrélation est estimée par la valeur p
calculée apres 1000 permutations aléatoires en utilisant le programme Xlstat. Nous avons réalisé
ce test entre les matrices de distances générées par les albumines et les globulines, la valeur de
p calculée (P < 0.0001) a été inférieur au niveau de signification seuil alpha = 0.05, on a retenu
I’hypothése qui affirme une forte corrélation entre ces deux fractions protéiques avec un
coefficient de corrélation r = 0.43, suggérant que ces deux fractions protéiques donnent des

estimations proches des relations génétiques entre les accessions étudiées.

Pareillement, des corrélations a moindre degré ont été obtenu par le méme test entre le
polymorphisme des albumines et des enzymes (r= 0.17, P < 0.0001) et le polymorphisme des
globulines et des enzymes (r= 0.19, P= 0.0003). Un test de corrélation a été réalisé également

entre les trois marqueurs étudiées (albumines, globulines et enzymes), Le coefficient normalisé
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de Mantel et la probabilité obtenue sont r = 0.13 et p = 0.0093, Ce dernier test a donc fondé sur

I’hypothése qui confirme la relation de ces trois polymorphismes chez M. truncatula.

5. Discussion

L'analyse comparative des profils de protéines de la graine a été un outil puissant
d'identification des espéces, de clarification des problemes taxonomiques et évolutifs et d'étude
de la diversité génétique (Ladizinsky et Hymowitz,. 1979). Plusieurs chercheurs ont examiné
I'utilité du profil de la protéine de graine a des fins taxonomiques et évolutives (Boulter et al,.
1966).

Osborne (1924) a été le premier a élaboré un systeme de classification des protéines végétales
qui a été largement adopté. Sur la base de leur potentiel de solubilité, il a reconnu quatre classes
principales parmi elles : les Globulines (peu solubles dans 1’eau, mais solubles dans les solutions
de sels neutres), qui constitue la partie majeure des protéines de stockage (Yemm,. 1958) ; et les
albumines (solubles dans l'eau et les solutions salines diluées) qui renferment la majorité des
enzymes (Boulter et al,. 1967). Cependant, il est bien connu gqu'une distinction nette entre ces
groupes de protéines n'est pas toujours possible, de nombreuses protéines presentant des
comportements de solubilité intermédiaires. A cet égard, des albumines de graines ont été
identifiées parmi plusieurs especes de plantes se comportant comme des globulines en ce qui

concerne la solubilité (Bollini et Chrispeels,. 1978; Youle et Huang,. 1978).

Dans le présent travail, nous avons utilisé une procédure efficace pour isoler des fractions
totales des albumines et des globulines (franco et al,. 1997). Plus tard, une technique d'analyse
d'électrophorése (SDS-PAGE) a été utilisée pour une détermination plus précise des diverses

fractions des protéines des semences.

Boulter, Thurman et Turner (1966) ont souligné les avantages de I’¢lectrophorese sur gel de
polyacrylamide pour la séparation de protéines végeétales. La méthode SDS-PAGE est une
technique adéquate pour différencier les variétés et est utilisé avec succeés dans 1’évaluation de

la diversité génétique (Amouri el al,. 2014)

Nos résultats, d’électrophorése des marqueurs protéiques (albumine et globuline) par SDS-
PAGE ont révéle trois zones de migration (A, B et C). Ces deux fractions protéiques ont montré
une hétérogénéité aux niveaux intraspécifique avec 24 et 27 bandes d’albumines et de
globulines, respectivement, qui sont séparées dans les trois zones avec une résolution nette.
L’intervalle de variation des fréquences de ces bandes (de 0 a 100 %) refléte une grande diversité

intraspécifique au sein ’espéce annuelle M. truncatula. Ce polymorphisme protéique peut étre
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expliqué par le fait que ces populations ne vivent pas dans le méme climat, et subissent donc des
conditions différentes. Ainsi que, la composition protéique peut étre sous la dépendance des
facteurs génétiques et agroclimatique (Mahnane,. 2009).

D’autres études ont montré que les profils des protéines chez les différents génotypes de M.
truncatula révélent des variations quantitatives et qualitatives (Ladizinsky et Hymowitz,. 1979),
et sont hautement stables et parfois spécifiques a l'espéce (Boulter et al,. 1967. Johnson et al,.
1965). Ces mémes auteurs (Ladizinsky et Hymowitz,. 1979) rapportent la présence d’une
variation dans le nombre, la position et I'intensité des bandes chez des accessions de M.

truncatula, suggérant que ces bandes sont sous controle d’un systéme de genes quantitatives.

En revanche, nous avons trouvé un certain degré de similitude entre quelques accessions de
I'espece M. truncatula. Des études antérieures au niveau intraspécifique ont également révelé
que, malgré des différences eécologiques et genotypes possedaient des profils de protéines tres
similaires (Le Signor et al,. 2005). Osborne (1924), a partir de ses études sur les propriétés des
protéines de graine, a conclu a la conclusion qu’« on ne trouve donc des protéines similaires que

dans des graines étroitement liées du point de vue botanigque».

A la lumiére des résultats obtenus, une classification hiérarchique a été élaboree, et les
distances genétiques entre les accessions étudiées ont été représentées. La structuration des
différentes accessions et la classification hiérarchique des groupes obtenus mettent en relief le
degré de similarité et de diversité entre les accessions étudiées. Les indices de similarité de
Jaccard allaient de 0.05 et 0.62 avec une moyenne de 0.32 pour la fraction albumine et entre
0.00 et 0.50 avec une moyenne de 0.23 pour les globulines. On note que les accessions
s’organisent en groupes et sous- groupes, nous avons défini quatre groupes majeurs pour les

albumines et six groupes majeurs pour les globulines.

Le regroupement des différentes accessions selon le polymorphisme des albumines a
engendré une corrélation relative avec leurs origines éco-geographigques. Nous avons détecte
une organisation des accessions originaire de I’Est algérien dans un groupe et celle du centre et
I’Ouest dans autre groupe. Contrairement, la subdivision basée sur les globulines n’a pas été

clairement corrélé aux origines éco-géographiques des accessions.

Le développement de techniques électrophorétiques a fourni une méthode plus directe pour
estimer la diversité génétique au sein et parmi les populations des plantes (Hamrick et al,. 1992).

Un grand nombre de variantes électrophorétiques des enzymes ont maintenant été découverts
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(Oliveira et al, 1997). Ces découvertes ont permis de savoir que des enzymes peuvent exister
dans le méme organisme sous plus d’une forme moléculaire. De telles formes moléculaires
multiples d'une enzyme dans un seul organisme ont été désignées isozymes. Les isoenzymes, ou
formes moléculaires multiples d'enzymes, sont des enzymes qui partagent un substrat commun

mais différent par leur mobilité électrophorétique (Markert et Moller,. 1959).

L’analyse des isoenzymes, est devenue particulierement importante en biologie systématique
et évolutive ainsi qu'en agronomie (Tanksley et Orton,. 1983). Les marqueurs biochimiques tels
que les isoenzymes ont été souvent utilisées pour caractériser la diversité génétique de plusieurs
plantes (Ayadi,. 2011). La variabilité génétique intra-population est facilement accessible par
les méthodes isoenzymatiques, ces analyses isoenzymatiques permettent 1’évaluation des

caracteres réputés neutres vis-a-vis de la sélection naturelle (Margalé et al,. 1994).

Nos résultats ont démontré une grande variabilité pour les estérases, qui ont révelé 9 bandes
réparties en 3 loci produisant 17 phénotypes. Une plus faible variabilité a caractérisé le glutamate
oxaloacétate transaminase avec 3 bandes localisées dans deux zones d’activité bien distinctes
engendrant 2 phénotypes seulement. Ce résultat concorde avec celui de Weeden et Wendel
(1990), qui ont trouvé dans leurs études que les estérases sont I’un des systémes enzymatiques

a fort polymorphisme chez les plantes.

La topologie du dendrogramme basé¢ sur I’indice de Jaccard généré a partir de la matrice de
données binaires des isoenzymes, a ressorti I'importance de la variation des isoenzymes entre
les accessions testées, avec des valeurs de Jaccard qui allait de 0.00 et 0.70 avec une moyenne
de 0.29. Le dendrogramme construit a confirmé le degré élevé de diversité entre les accessions
de M. truncatula et a montré que ces accessions peuvent étre classées en trois groupes distincts.
Cependant, ces accessions ne se sont pas regroupées sur la base de leurs emplacements éco-

géographiques. Haddioui et collaborateurs (2012), ont trouve le méme résultat dans leur étude.

Ce resultat est en accord avec les conclusions de nombreuses études de variation enzymatique
sur des populations de Medicago (Bullitta et al,. 1994. Chandra et al,. 2011. Cherifi,. 1996.
Haddioui et al,. 2012). Les études de Bonnin ont révélé une large diversité génétique au sein de
I'espéce autogame M. truncatula, entre les populations mais aussi a ’intérieur de certaines
populations (Bonnin et al,. 1996. Bonnin et al,. 2001). Cette grande diversité génétique entre les
populations pourrait s'expliquer par les niveaux élevés d'autogamie chez M. truncatula, Selon
Hamrick et Godt (1990). Les espéces a autogamie prédominante peuvent garder des niveaux de

polymorphisme a l'intérieur des populations (Cherifi,. 1996).
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Conclusion Générale et perspectives

Ce travail de recherche avait pour objectif, d’apprécier la diversité existant au sein de
I’espéce M. truncatula par des marqueurs protéiques et enzymatiques sur 29 échantillons

recueillis dans diverses conditions éco-géographiques dans le nord de I'Algérie.

Nous avons utilisé deux protocoles d’extraction, I’un sur des graines matures pour extraire les
protéines et l'autre sur des feuilles de plantules pour extraire les enzymes. Pour obtenir la
meilleure expression possible, on a appliqué une électrophoréese en conditions dénaturantes
(SDS-PAGE) pour séparer les protéines et une autre en conditions non dénaturantes (PAGE)

pour mettre en évidence les enzymes.

L’analyse électrophorétique des deux fractions protéiques (albumines et globulines) et des

deux systemes enzymatiques (EST et GOT), nous a permis de :

- Détecter les différences au niveau des profils protéiques et enzymatiques chez les différentes
accessions étudiées.

- Dénombrer 51 bandes a travers les deux fractions protéiques et 12 allozymes avec 19
phénotypes pour les deux systémes enzymatiques, avec des mobilités et des fréquences tres
variables.

- Répertorier des bandes protéiques rares et communes entre les différentes accessions

- Les profils de protéines de la graine analysés dans la présente étude ont montré un
polymorphisme entre la majorité des accessions.

- Détecter une grande variabilité génétique pour les estérases (17 phénotypes) en comparant
avec le systeme GOT qui a été considéré monomorphe avec deux phénotypes seulement.

- Analyser la diversité génétique au niveau intra-spécifique ce qui nous a aidé a estimer les
distances génétiques entre pools géniques en comparant leurs origines géographiques.

- Effectuer une caractérisation phylogénétique des différentes accessions étudiées par une
classification hiérarchique en UPGMA, ¢a nous a conduit a constater la présence d’une
corrélation entre le regroupement des accessions selon le polymorphisme des albumines, et les
facteurs climatiques et géographiques des régions d’origine de chaque accession. Cependant
une absence de cette corrélation avec les regroupements des autres marqueurs.

- Estimer les corrélations entre les polymorphismes générés par chaque marqueur analysé. Le
résultat du test a démontré une forte corrélation entre les deux fractions protéiques, cependant

une corrélation moins importante avec les marqueurs enzymatiques.

- Les résultats obtenus permettent de dégager les intéréts des marqueurs biochimiques a

1’échelle du phénotype.
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Le degré de polymorphisme observé peut étre lié a des facteurs génétiques ou bien a des facteurs
externes, cela peut expliquer les différences protéiques et enzymatiques qui existent au niveau

des populations qui appartiennent a la méme espece.

Enfin comme perspective, d'autres approches et d'autres méthodes seraient nécessaires et

complémentaires a cette étude :

- Mieux appreécier cette diversité et confirmer les résultats obtenus.

- L’utilisation d’autres marqueurs biochimiques et moléculaires devrait permettre de mieux
comprendre la structuration de la diversité génétique et le r6le des facteurs écologiques dans
La différentiation de cette espéce Algérienne, ce qui peut donner une indication sur le modele
d’évolution appliqué aux accessions étudiées dans leurs conditions environnementales.

- Approfondir les connaissances sur cette espece pour une meilleure valorisation dans les
domaines de 1I’écologie, agriculture, industrie et médicale.

- Essayer de comprendre les mécanismes d’adaptation de ce groupe de plante.

- Elargir le champ d’application des techniques de 1’¢lectrophorése PAGE et SDS PAGE, et
étudier d’autres genres et d’autres espéces pour la préservation de la diversité biologique et des
ressources génétiques.

- Essayer de corréler cette diversité protéique et enzymatique avec d’autres études.
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ANNEXE

ANNEXE 1. Séparation des albumines et des globulines par SDS-PAGE
Solutions pour la préparation des gels.

Tampon Tris-HCI pH : 8.8 (Conserver a 4°C)

- Tris 60.57 ¢

- Eau distillé ~ 400 mL
- Ajuster a pH 8.8 avec du HCI fumant ~8al10mL
- Eau distillée Qsp 500 mL

Tampon Tris-HCI pH : 6.8 (Conserver a 4°C)

- Tris (hydroxyméthyl aminomethan) 30.285¢g

- Eau distillée ~200 mL
- Ajuster a pH 6.8 avec du HCI fumant ~19.5mL
- Eau distillée Qsp 250 mL

Solution stock de SDS a 10% Stocker a température ambiante
- Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) 1lg
- Eau distillée Qsp 10 mL

Solution d’ammonium persulfate (APS) a 1% (A préparer le jour méme)
- APS (stocke au frigo) 029
- Eau distillée Qsp 20 mL

Gel de séparation (migration= running gel) a 12.52%

- Acrylamide 40% 12.4 mL
- Bisacrylamide 2% 2.4 mL
- Eau permutée 8.6 mL
- Tampon Tris-HCL, pH 8.8 15.2 mL
- SDS 10% 0.4 mL
- APS 1% 1mL
- TEMED 0.02 mL
- Volume total 40 mL

Gel de concentration (stacking gel) a 5%
- Acrylamide-bisacrylamide (30 : 0.8) 0.5mL

- Eau permutée 3.25mL



ANNEXE

- Tampon Tris-HCL, pH 6.8

1.25mL
- SDS 10% 0.14 mL
- APS 20% 25 L
- TEMED

4 uL



ANNEXE

ANNEXES 2.

Tampon d’électrophorése (Stocker & tempeérature ambiante)

- Glycine 70.55¢g
- Tris 15¢
- SDS 50
- Eau distillée Qsp5L

Le tampon des cuves doit étre renouvelé lorsque le voltage dépasse 500V en fin de migration
(environ 20 utilisations), prévoir 4 litres par cuve. Prévoir 1 litre pour le bac supérieur a

chaque électrophorése

Solution de coloration (pour les gels monodimensionnels), a préparer le jour méme

- TCA 309
- Solution mére de Bleu de Coomassie R250 125 mL
- Eau distillée Qsp 250 mL

Bien mettre en agitation avant utilisation
Solution mere de Bleu de Coomassie R250

- Bleu de Coomassie R250 10¢

- Ethanol 95° QspllL

Laisser en agitation au moins 2 heures. Filtrer cette solution avec un filtre plissé n°3.
Attention : mettre en premier l'alcool dans le bécher avec un barreau aimanté en agitation,
puis mettre le bleu de Coomassie dans le bécher en agitation (sinon le bleu prend en masse au

fond du contenant).
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ANNEXE 3.

Protocole de germination :

-Mettre les grains dans 5 volumes de I’acide sulfurique (H2SO4), concentré pendant 8 min
avec une agitation intermittente.

-Mettre les grains dans 5 volumes de 5% de sodium hypochlorite pendant 3 min

-Décanter I’eau de javel sous des conditions stériles (haute a flux laminaire).

-Rincer les grains par de I’eau distillée stérile 6 a 8 fois.

-incuber les graines pendant 1 heure dans le dernier ringage.

-une fois gonflée, elles sont déplacé sur du milieu agar (7g/l) (6.7% d’agar) et incuber a 4°c

pendant 3jours, puis a 14°c pendant 24 heures a 1’abri de la lumiére.
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ANNEXE 4. Révélation des enzymes
D’aprés Bendiab et al, 1993.
Estérases (EST). E.C. 3.1.1.

- a-Naphtylacétate (se dissout dans 1’acétone a 50%) 0.03 g

- Tampon (g.s.p) 100 ml, Tris-HCI 0.05 M, pH 7.2
Incuber 15 minutes a 37°C.

- Rincer le gel deux fois avec de 1’eau courante
Incuber 20 min dans la solution de coloration :

- Fast Blue RR salt 0.14 g

- Tampon Tris-HCI 25 ml, pH 7.2

- H20 (g.s.p) 100 ml

Glutamate Oxaloacetate Transaminase (GOT) = Aspartate aminotransferase (AAT).
E.C.2.6.1.1.

- Acide -L- Aspartique 0.25 g

- Acide alpha-cétoglutarique 0.1 g

- Tampon 50 ml, Tris-Hcl 0.5 M, pH 7.2

- 100 ml (g.s.p) H20
Incuber 15 min a 37°C puis rincer avec de I’eau courante et rajouter la solution de
coloration:

- Fast Blue BB 0.2 g

- Tampon 25 ml

-Tris-Hcl 0.5M, pH 7.2

- H20 (g.s.p) 100 ml

Incuber a 37 °C jusqu’a I’apparition des bandes.
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