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INTRODUCTION



Introduction

L’avoine, de son nom latin avena, est une plante céréaliére dont la premiére graine a été
découverte en Egypte 2000 ans avant J-C, mais provenait certainement d’une plante sauvage
puisque I’avoine n’était pas cultivée a cette époque. La plus ancienne avoine cultivé a été

découverte dans des grottes en suisse et daterait de I’époque de 1’age de bronze.

L’avoine a été considéré depuis longtemps comme une plante parasite des champs de blé et
d’orge ; elle a été domestiqué beaucoup plus tard que ceux-ci, et était destiné a 1’alimentation du
bétail.

L’avoine compte 30 especes, elle est cultivée presque partout dans le monde, mais surtout dans
I’hémisphere nord (Amérique du nord, Europe, Asie) ou les conditions s’apprétent a son
adaptation et a son développement (climat frais et humide, sol acide ....), L’avoine est devenue

ainsi la septieme céréale la plus importante sur le plan économique.

On a découvert récemment son importance dans I’alimentation humaine compte tenu de sa
valeur dietétique et surtout ’absence d’allergie a sa consommation, elle est utilisée sous forme
de son d’avoine, farine d’avoine ou flocon d’avoine. Elle est une source précieuse de glucides,
mais elle contient également des protéines bien équilibrées, plusieurs vitamines essentielles, des
acides gras et des fibres solubles.

En Algérie, nous cultivons de I'avoine, Mais malgré ses différentes qualités nutritionnelles, cette
céréale est uniquement donnée aux animaux. Elle n'entre pratiquement pas dans l'alimentation
humaine.

L’objectif de notre travail vise I’appréciation de la diversité génétique par les marqueurs
morphologiques et biochimiques d’une des 30 especes d’avoine recensées : Avena magna.

Afin d’arriver a réaliser 1’objectif sus-Cité on a procédé a I’étude des accessions d’Avena magna
de 17 sites différents en Algérie, prélevés par laboratoire de Génétique Bochimie et
Biotechnologies Végétales de 1’Université Freres Mentouri Constantine 1, en vue d’une étude
comparative de la méme espece en fonction des sites.

Le présent mémoire est structuré en trois parties : la premiére partie représente une synthése
bibliographique des variétés d’avoine, en particulier /’Avena magna. La deuxieme partie est
consacrée successivement a la description du matériel végétal et des méthodes d’analyses

utilisées. La troisieme partie a été réservée aux résultats obtenus et a leur discutions.
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|. L’avoine

1. Histoire et origine de I’avoine

Le terme « avoine », qui vient du latin Avena, est apparu dans la langue frangaise au Xlle
siecle et s'écrivait alors « aveine », prenant sa forme définitive au XVle siécle. Certains croient
que le terme latin est une modification d'un mot sanscrit fort ancien, avana, qui signifie «
jouissance ».

L'avoine vient d'Asie. Comme il en existe de nombreuses espéces et sous-especes, et qu'elle
est botaniquement tres proche d'autres graminées, son origine et son évolution restent obscures.

L'avoine a été domestiquée beaucoup plus tard que le blé et l'orge, bien qu'ils proviennent
tous du Moyen-Orient. La culture n'a pas commencé avant 4000 ans (Zohary et Hopf, 1988).
Les sites archeologiques ont indiqué que l'avoine est apparue initialement comme une mauvaise
herbe dans les champs de blé et d'orge (Hansen et Renfrew, 1978 ; Hillman et al., 1989 ; Hopf,
1969 ; Renfrew, 1969).

L’avoine est originaire du nord-est de I’Europe (Autricheet Russie) et des plateaux de
I’Ethiopie et de la Chine. Le plus ancien grain d’avoine a été découvert en Egypte dans les
vestiges de la 12e Dynastie, autour de 2000 avant J.-C., et devait probablement provenir de
plantes sauvages, puisque ’avoine n’était pas encore cultivée a cette époque. La plus ancienne
avoine cultivée a été découverte dans des grottes en Suisse et daterait de I’époque de 1’age de
bronze. L’avoine a été introduite en Amérique en 1609 sur les fles Elizabeth, sur les cotes de
I’Etat du Massachusetts et Georges Washington, premier président des Etats-Unis d’Amérique,

en aurait semé 580 acres en 1786 (Gibson, 2002).

2. La culture d’avoine dans le monde

L’avoine est la septiéme céréale la plus importante sur le plan économique aprés le mais, le
riz, le blé, l'orge, le sorgho et le millet. Elle est cultivée dans le monde entier, mais la majorité
de sa production est située dans I'hémisphere nord entre les latitudes 40° et 60°N en Amérique du
Nord, en Europe et en Asie. La production mondiale d'avoine a atteint plus de 22 millions de
tonnes en 2014. Les principaux producteurs sont la Russie, le Canada, la Pologne, I'Australie, la
Finlande et les Etats-Unis (FAOSTAT, 2016).

L'avoine est mieux adaptée a un climat frais et humide et a des sols acides, mais elle est
sensible au déficit en eau et a la chaleur pendant la formation et la maturité des graines (Murphy

et Hoffman, 1992). Les rendements les plus élevés ont été enregistrés dans les pays nordiques
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européens, ceux d'’Amérique du Nord sont ~30% plus bas, alors qu'en Afrique le rendement
moyen ne dépasse pas 30% du niveau européen (FAOSTAT, 2013).

En Algérie, nous cultivons de I'avoine. Mais curieusement malgré ses différentes qualités
nutritionnelles, cette céréale est uniquement donnée aux animaux. Elle n'entre pratiquement pas
dans l'alimentation humaine. Il y a pourtant différentes formes d'usage alimentaire pour ce

produit aux hautes valeurs diététiques.

3. Présentation du genre Avena

C’est une céréale mineure, elle comprend un groupe d'especes diploides, tétraploides et
héxaploides qui sont annuelles et autogames. L’avoine est principalement utilisée comme
aliment pour animaux. Cependant, la popularité de l'avoine dans l'alimentation humaine a
augmenté en raison des rapports décrivant les propriétés nutritionnelles bénéfiques de l'avoine.
Pendant longtemps, l'avoine a été en general consommée sous forme de farine d'avoine, mais
aujourd'hui, l'avoine est presente dans les aliments suivants : céréales pour petit-déjeuner,

boissons, pain et aliments pour nourrissons (Yao et al., 2006 ; Zhang et al., 2007).

3.1. Caractéristiques botaniques de I’avoine

L'avoine est une graminée annuelle dont les limbes sont plats ; les inflorescences sont
ouvertes, effusées ou a panicule concave ou unilatérale avec des pédoncules d'épillets pédicellés.
Les pédoncules de la partie inférieure de la panicule sont generalement plus longs et portent
plusieurs épillets. Les épillets sont gros, une a plusieurs fleurs et hermaphrodites. Les glumes,
inférieurs et supérieurs, sont égaux entre eux ou nettement inégaux, froissés et restent attachés a
la panicule apres la dispersion de la semence. Les lemmes sont coriaces a crustacés, poilus ou
nus, a sept nerfs, a deux lobes ou entiers, avec une solide aréte géniculé provenant de la surface
dorsale. Les callosités des fleurons désarticulés ont des cicatrices verticales ou obliques. La palea
est a deux quilles, avec des poils sur les quilles. 1l y a trois étamines, l'ovaire est villosité, et il y a
deux loges, ovales a lancéolées, acuminées, charnues en dessous (Figure 1). Les grains sont
oblongs, poilus, adhérent au lemme et la palea, ou libre dans certaines cultures d'avoine. Les

embryons font environ un huitiéme de la longueur du grain avec la colline basale.
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Figure 1. Schéma de principe de la fleur d'avoine.

3.1.1. Diversité des caractéristiques botaniques

La différenciation morphologique au sein du genre ainsi qu'au sein de I'espéce est trés
significative. Les plantes ayant la plus petite hauteur (30 cm) ont été observées chez A. sterilis et
les plus grandes chez Avena barbata (210 cm). Sur les espéces signalées, 15 sont caractérisees
par une tige a floraison érigée, 8 ont une tige geniculée, et dans 3 les deux types sont présents.

On observe également une différenciation dans la facon dont les plantes juvéniles poussent.
Dans 10 especes il est prostré, en 1 érigé, et dans les 15 autres il est variable. Dans A. sativa, A.
strigosa et A. longiglumis se présentent sous forme de panicule de type uni- et equilatéral, tandis
que les autres especes ont une panicule équilatérale (12 espéces) ou unilatérale (11 especes). Le
nombre de fleurons varie de deux, par exemple chez A. sativa, A. abyssinica, A. strigosa, a huit
chez Avena macrostachya.

La principale différence entre les especes domestiquées et sauvages réside dans la
séparation des fleurons des glumes. Les especes cultivées n'ont pas de fleurons désarticulés et
les espéces sauvages ont tous ou seulement des fleurons inférieurs désarticulés a la plante

mature. Des variations morphologiques significatives se produisent également au sein des

4
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espéeces, par exemple chez A. sativa ,31 variétés botaniques ont été décrites, chez A. byzantina
14, et chez A. strigosa et A. abyssinica, 7 et 6 variétés, respectivement. La clé complete

d'identification des espéces du genre Avena est incluse dans I'étude de Loskutov et Rines (2011).

3.2. Les caractéristiques génétiques

Le genre Avena forme une série polyploide, dans lequel il y a un nombre variable
d'ensemble de chromosomes, mais a un nombre chromosomique de base de n = 7. Trois niveaux
de ploidie d'origine naturelle sont connus dans le genre, les diploides ou le nombre de
chromosome est 2n = 2x = 14, tétraploides ou 2n = 4x = 28 et hexaploides ou 2n = 6x = 42.

Quatre types de génomes de base, a savoir A, B, C et D, sont distingués. Sur la base de
nombreuses études, on considére que les génomes A et C sont les plus initiaux (examinés par
Loskutov et Rines (2011)). En outre, plusieurs variantes du génome A ont été identifiées alors
que le génome C n'a subi que des modifications mineures (examinées par Loskutov et Rines
(2011)). Sur la base des séquences d’ADN du genome du chloroplaste, il a éte suggeré qu'une

espece diploide du génome A pourrait étre une espece maternelle.

3.3. Classification taxonomique

e Régne : Plantae

e Sous-régne : Tracheobionta
e Division : Magnoliophyta

e Classe : Liliopsida

e Sous-classe : Commelinidae
e Ordre : Cyperales

e Famille : Poaceae

e Sous-famille : Pooideae

e Tribu : Aveneae

e Genre : Avena

La méthode de classification des espéces et leurs noms varient selon les taxonomistes (tableau
1), puisque le nombre d'especes distinguées varie entre 7 (Ladizinsky et Zohary, 1971) et 30
(Baum, 1977). La premiére tentative de classification de ce genre a été faite par (Linnaeus,
1753, 1762). La classification morphologique la plus détaillée a été préparée par Malzev (1930).
Selon lui, le genre Avena contient deux sous-sections,

e Aristulatae Malz. et
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e Denticulatae Malz.
La premiére est divisée en trois sections, a savoir
e Seriainae qualiglumis Malz. contenant deux espéces, a savoir Avena clauda Dur. et
Avena pilosa M. B.
e Seria Stipitae Malz. contenant Avena longiglumis Dur. et Avena ventricosa Balan.
e Seria Eubarbatae Malz. contenant une seule espéce, A. strigosa Schreb.
Dans la deuxiéme sous-section, deux especes sont incluses, Avena fatua L. et Avena sterilis L.

Ces deux espéces, ainsi que A. strigosa et A. ventricosa, sont divisées en sous-especes.

Au total, le genre Avena contient 22 sous-espéces. La deuxiéme classification tres
importante et qui est souvent citée a été publiée par Baum (1977). Sur la base de 27
caractéristiques telles que le type de lodicules et le niveau de ploidie, il a séparé 7 sections ety a
localisé jusqu'a 30 espéces. A l'opposé de cette classification, il y a celle qui a été congue 6 ans
plus t6t par Ladizinsky et Zohary (1971), ou seulement sept espéces dites "biologiques™ avaient
été coupées, a savoir A. clauda Dur, A. ventricosa Bal., A. longiglumis Dur., A. strigosa Schreb.,

Avena magna Murphy et Terrell., Avena murphyi Ladiz, et A. sativa L.

Selon la nouvelle découverte scientifique de Ladizinsky (2012), on  reconnait
actuellement 13 especes biologiques. La taxonomie la plus récente d'Avena a été préparée par
Loskutov (2008). Dans cette étude, basée sur des caracteres morphologiques détaillés, 26
especes réparties en deux sous-genres, Avenastrum (C. Koch) Losk. et Avena, ont été identifiés.
Les principales caractéristiques taxonomiques sont liées a la structure des organes génitaux. Les
descripteurs complets pour identifier les espéces du genre Avena ont été publiés par Loskutov et
Rines (2011).
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Tableau 1. Classification taxonomique des espéces du genre Avena

Ladzinsky et

Malsev (1930) Baum (1977) zohary
(1971)
Especes Sous espéces Section Especes Especes
biologique
A. clauda Avenatrichon | A. macrostachya A. clauda Dur.
Dur (Holub) Baum | Bal. ex A. ventricosa
A. pilosa Coss. et Dur. Bal.
M.B. Ventricosa A. longiglumis
A. longiglumis Baum A. clauda Dur. Dur.

Dur.
A. ventricosa
Balan.

A. strigosa
Schreb

A. fatua L.

ventricosa

(Balan.) Malz.
bruhnsiana (Grun.)
Malz.

strigosa (Schreb.)
Thell.

hirtula (Lagas.)
Malz.

barbata (Pott) Thell
wiestii (Steud.)
Thell.

vavilovianaMalz.
abyssinica(Hochst.)
Thell.

septentrionalisMalz.
nodipilosaMalz.
meridionalisMalz.
macrantha (Hack.)
Malz

fatua (L.) Thell
sativa (L.) Thell.
cultiformisMalz.
praegravis
(Kraus.)Malz.

Agraria Baum

Tenuicarpa
Baum

Ethiopica
Baum

Avenaeriantha Dur.
A. ventricosa Bal. ex
Coss.

Avenabrevis Roth
AvenahispanicaArd.
A. nuda L.

A. strigosaSchreb.

A. agadiriana Baum
et Fed.

A. atlantica Baum
A. barbataPott ex
Link

A. canariensis

Baum, Rajh.et Samp.

A. damascenaRajh.
et Baum

A. hirtulaLag.

A. longiglumis Dur
Avenalusitanica
Baum
Avenamatritensis
Baum

A. prostratalLadiz.
A. wiestiiSteud.

A. abyssinicaHochst.

A.
strigosaSchreb.
A. magna
Murphy et
Terrell

A.
murphyiLadiz.
A. sativa L.

4. La composition chimique du grain d’avoine
L'amélioration de la qualité des grains, qui dépend de la composition en composes chimiques

particuliers, est un autre aspect important de la sélection de l'avoine. La plus grande partie des

grains d'avoine est utilisée pour l'alimentation animale, mais son importance dans I'alimentation

humaine n'a cessé de croitre. L'avoine, comme les autres céréales, est une source précieuse de

7
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glucides, mais il contient également des protéines bien équilibrées, plusieurs vitamines
essentielles, des acides gras et des fibres solubles.

La valeur nutritionnelle moyenne pour 100 g d’avoine est comme suit :

Apport énergétique 1378 kJ (326 kcal)
Glucides 55,70 ¢

Amidon 54,62 g

Sucres 1,089

Fibre alimentaire 9,67 ¢

Protéine 10,70 g

Lipide 7,099

4.1. Les protéines de réserve de ’avoine

L'avoine est considérée comme une source potentielle de protéines a faible colt ayant une
bonne valeur nutritive. L'avoine a une composition protéique unique ainsi qu'une teneur élevée
en protéines de 11 a 15 %. Les protéines de céréales ont été classées en quatre types en fonction
de leur solubilité :

e albumines (solubles dans I'eau),

e globulines (solubles dans I'eau salée),

e prolamines (solubles dans une solution d'alcool dilué)

e glutelines (solubles dans les acides ou bases).

Les protéines d'avoine different non seulement par leurs propriétés structurales, mais aussi
par la répartition de leur fraction protéique par rapport aux autres grains céréaliers. D'autres
céréales comme le blé et I'orge ont une matrice protéique caractéristique qui mangue a l'avoine.
Dans le blé et certaines autres céréales, la protéine de stockage est insoluble dans les solutions
salines, tandis que dans l'avoine, une grande partie des globulines solubles dans I'eau salée font
également partie des protéines de stockage de I'endosperme (Klose et al. 2009).

L'avoine contient moins de prolamines (15 %) par rapport a la quantité élevée de globulines
(80 %) des protéines d'avoine totales. Les prolamines (avenines) sont des fractions de faible
poids moléculaire (30 KDa) des protéines d'avoine. Ces prolamines sont solubles dans 50 a 70 %
d'alcool éthylique ou 40 % d'alcool 2-propylique.

Les prolamines ont un pourcentage élevé de glutamine et de proline et sont faibles en
lysine par rapport aux autres protéines (Capouchova et al. 2004). Les Avenines, un type de
prolamines, ont une fonction de stockage similaire a celle des prolamines d’autres céréales.

8
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On rapporte que les valeurs de gluteline varient de 5 a 66 % des protéines totales, car il
est difficile d'étre complétement solubilisées et sont dépendantes de [I'extraction et la
concentration du solvant (Robert et al. 1985). De toutes les protéines métaboliquement actives de
l'avoine, l'albumine hydrosoluble représente la majeure partie de la fraction. Les albumines
représentent environ 1 a 12 % des protéines totales de I'avoine. En général, I'alboumine et la
globuline ont une teneur plus élevée en lysine. L'avoine est donc riche en lysine par rapport a
d'autres céréales alors qu'elles ont une teneur en acide glutamique et en prolamine relativement
plus faible (Lasztity 1996).

5. L’intérét nutritionnel de 1’avoine

La production d’avoine a fortement reculé¢ depuis la Seconde Guerre mondiale avec
I’accroissement de la mécanisation en agriculture qui a contribué a la disparition des cheptels
chevalins et de la demande d’avoine pour cet usage. Cependant, depuis deux décennies, la
reconnaissance des effets bénéfiques sur la santé de la consommation de cette graminée a mene a
une augmentation de la transformation de I’avoine pour la consommation humaine par les
industries meunieres et alimentaires (Bailey, 2004).

Ces dernieres années, l'attention des gens s'est surtout portée sur la santé et le bien-étre a
travers la consommation d'aliments sains. Les céréales, y compris l'avoine (Avena sativa L.), ont
été reconnues comme aliments fonctionnels, car elles ont un effet bénéfique sur la santé du
consommateur et diminuent le risque de diverses maladies.

La discussion sur la valeur diététique des grains d'avoine et leur aptitude a la production
d'aliments fonctionnels est plus fréquemment mentionnée dans la littérature scientifique de Biel
et al. (2009). L'avoine est un composant majeur des aliments pour nourrissons en raison de son
profil nutritionnel élevé, de son manque d'allergénicité, de son goQt agréable, de sa bonne durée
de conservation, de sa stabilité et de son faible colt. Les utilisations alimentaires de l'avoine
comprennent le son d'avoine, la farine d'avoine, et les flocons d'avoine qui sont principalement
utilisés pour les céréales du petit déjeuner. La bouillie, les céréales chaudes, le pain, les biscuits,
les aliments pour nourrissons, les barres muesli et granola sont quelques exemples de produits
alimentaires a base d'avoine. La farine d’avoine est également utilisée comme épaississant dans

de nombreux aliments pour nourrissons, a noté Ranhotra (1995).



Revue bibliographique

I1.L’espéce Avena magna Murphy et Terrell.

1. Définition

Une espece annuelle d'avoine, décrite comme Avena magna Murphy et Terrell (sp. nova), est
un tétraploide, 2n = 28. Elle est apparentée a I'nexaploide bien connu A. sterilis des rives de la
Méditerranée avec un centre d'origine et de dispersion en Asie Mineure. La nouvelle espéce a été
trouvée, par Zillinsky, pres de Rabat au Maroc, dans la zone d'A. sterilis.
Cette espece peut avoir joué un r6le important dans I'évolution de I'nexaploide Avena stirilis Elle
présente également un intérét particulier parce qu'elle posséde de grands grains a haute teneur en
protéines, une résistance exceptionnelle a la rouille couronnée et une paroi épaisse de chaume.

Récemment, une forme domestiquée de cette espéce a été développée en transférant le

syndrome de domestication de I'avoine commune a A. magna sauvage. En conséquence, la forme

sauvage peut étre considérée comme ssp. magna et la forme domestiquée comme ssp. domestica.

2. Historique

Avena magna Murphy et Terrell est une espéce d'avoine sauvage tétraploide (2n=28). Elle a
été découverte parmi le matériel d'A. sterilis collecté au Maroc (MURPHY &al., 1968) suite a
des expériences d'hybridation avec I'nexaploide cultivé (2n=42) A. sativa. Tous les hybrides
étaient stériles et I'examen cytologique a révélé qu'il s'agissait de pentaploides (2n=35) et le
parent sauvage contenait 28 chromosomes. D'autres études cytologiques (MURPHY &al., 1968 ;
LADIZINSKY, 1969), ont indiqué que A. magna est le tétraploide le plus proche parent de
I'avoine hexaploide, sauvage et cultivée.

Dans sa monographie du genre Avena, BAUM (1977) a traité A. magna comme un synonyme
hétérotypique d'A. maroccana Gdgr. (GANDOGER, 1908), au motif que I'holotype de ce dernier
contient les caractéristiques morphologiques de A. magna. Ce faisant, Baum croyait mettre fin a

la controverse sur le nom exact de l'avoine tétraploide décrite par MURPHY &al., 1968).

3. Distribution

Avena magna (synonyme A. maroccana Gdgr.) est signalée comme espéce endémique au
Maroc (El Oualidi et al., 2012). Les premiers échantillons de I'espece A. magna ont été prélevés
en 1964 sur la cdte marocaine ; plus tard, de nombreuses populations ont été trouvées au sud de
Rabat a une altitude de 1000-1300 m au-dessus du niveau de la mer, au sud-est de Casablanca a
une altitude de 500 m et au nord-ouest de Fés sur les pentes des monts Atlas a une altitude de

600 m. C'est une espece de mauvaises herbes typique formant des peuplements massifs avec A.
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sterilis dans les champs de céréales sur un sol alluvial lourd auquel son grand épillet est bien
adapté. Cependant, contrairement a A. sterilis, A. magna sarcle moins fréquemment les cultures
cultivées. Comme les populations de cette espéece étaient trouvées dans une région de riches sols
alluviaux intensément utilisés en agriculture, cela peut mener a I'éradication ou au déplacement
de cette espece davoine par un membre plus agressif de cette communauté, A. sterilis
(Shelukhina et al., 2007). Leggett et al (1992) ont noté que dans les deux principales régions du
Maroc ou A. magna a été collectée, l'agriculture devient de plus en plus importante et plus
intense. Dans la zone de collecte, cette espece n'a été trouvée qu'en bordure des cultures, ne
poussant jamais en concurrence avec les cultures associées. La gestion des plantes sera un réel
danger pour l'existence de cette espece, en particulier étant donné qu'une grande partie de
I'habitat primaire a déja disparu en raison du surpaturage, des changements dans les pratiques
agricoles, ou les deux (Leggett et al., 1992).

4. Classification taxonomique

e Classe: Liliopsida
e Famille: Poaceae
e Genre: Avena

e Espece: Avena magna

5. Morphologie

Avena magna est une plante de forme prostrée dont la hauteur est entre 65 — 100 cm. Les
panicules sont équilatérales avec des pédicelles légerement plus longs. Cette derniére contient
des épillets a la longueur de 20 — 30 cm et avec 2 — 4 fleurons embrassés par deux glumes qui
sont égales ou presque avec de 8 a 10 nervures; reliés avec un callus fortement pubescent
arrondi. Les lemmes ou bien les fleurons sont plutdt avec une forte densité de poil brun foncé ou
blanchatre allant jusqu’a 7 mm de long (poils qui ne cachent pas la peau). A la fin des deux
lemmes on trouve une partie qui s’appelle cicatrice de désarticulation, c’est une partie grande et
elliptique. Le tiers supérieur des lemmes contient des arétes (2 — 4) avec des extrémités aigue et
bidenté.

6. Cytologie

La partie la plus excitante de la découverte de A. magna a été le nombre de chromosomes

2n=28 qui est d'une importance biologique et diagnostique marquée.
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Les chromosomes de 1’avoine sauvage tétraploide (Avena magna), qui est morphologiquement
similaire a I'espéce hexaploide A. sterilis, ont une homologie plus étroite avec leurs
chromosomes correspondants chez les espéces hexaploides (SADANAGA et al., 1968).

Il a été établi que le caryotype d'A. Magna différe de ceux des autres espéces tétraploides
et ne contient pas le génome B (Murphy et al 1968). Plus tard, ce génome a été désigné comme
étant AC au lieu du génomeAD précédemment déterminé (Murray et al.1970).

Des croisements réciproques d'A. magna avec de l'avoine cultivée et d'autres espéces
hexaploides ont démontré son réle important dans I'évolution des espéces hexaploides
(Ladizinsky 1988). Les résultats des croisements interspécifiques ont amené certains
scientifiques a la conclusion que les tétraploides portant les génomes AC provenaient d'especes
diploides portant leurs composants, vraisemblablement A. canariensis (A) et A. ventricosa (C).
Selon un autre avis, les génomes A du génome de A. magna et A. strigosa étaient identiques, et
les génomes C de A. magna et A. pilosa étaient liés. Toutefois, plus tard, cette hypothése a été
écartée (Leggett et Markland 1995 ; Leggett 1998).
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I11. Etude de la diversité génétique

L’utilisation de la diversité génétique dans un programme de sélection passe inévitablement
par son estimation et par le choix du type de marqueur susceptible de la traduire le plus
fidelement possible. Les marqueurs génétiques sont des caractéristiques héréditaires qui
renseignent sur le génotype qui le porte (De Vienne 1998). On appelle un marqueur génétique
tout marqueur biochimique, chromosomique ou moléculaire qui permet de révéler un
polymorphisme. Le développement de la biochimie des protéines, de 1’enzymologie puis de la
biologie moléculaire du gene ont permis d’avoir acces soit au produit du gene, la chaine
peptidique, soit a la séquence du gene lui-méme. Aussi, dans bien des cas, les analyses
biochimique des protéines ou moléculaire du géne donnent accés a des polymorphismes sans
traduction perceptible a 1’échelle morphologique ou physiologique et permettent de percevoir, a
cette échelle, un polymorphisme génétique non perceptible a 1’échelle de I’organisme (Serre
2006). L’identification de formes de polymorphismes dans les espéces peut aider a comprendre
leurs distributions et leur évolution historique et aussi bien leur mécanisme d’interaction et leurs
coévolutions avec les autres espéces (De Moraeset al. 2007).

Un marqueur génétique « ideal » doit étre polymorphe (la matiére premiere du généticien est
la variabilité), multi-allélique, codominant (I’hétérozygote présente simultanément les caractéres
des deux parents), non épistatique (son génotype peut étre lu a partir de son phénotype quelque
soit le génotype des autres loci), neutre (les substitutions alléliques au locus marqueur n’ont pas
d’autres effets phénotypiques), insensible au milieu (le génotype peut étre inféré a partir du
phénotype quelgue soit le milieu) (De Vienne 1998).

Trois types de marqueurs sont largement utilisés pour 1’évaluation de la variabilité génétique, a

savoir les marqueurs morphologiques, biochimiques et moléculaires.

1. Les margueurs morphologiques

Les caractéres morphologiques sont a 1’origine des classifications taxonomiques des plantes
et I'identification des taxons. Certains d’entre eux sont liés a des critéres agronomiques, par
conséquent, ils peuvent étre exploités dans les programmes de sélection végétale. Les mesures
morphologiques ont I’avantage d’étre immédiatement disponibles, de ne pas nécessiter
d’équipement sophistiqué et d’étre la mesure la plus directe du phénotype, donc étre disponibles
pour une utilisation immédiate, ce qui est un atout important. Néanmoins, les déterminations
morphologiques doivent étre réalisées par un expert de 1’espéce, leur nombre est limité,

sensiblement affectées par des facteurs environnementaux et peuvent varier selon les stades de
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développement. En outre, de nombreux marqueurs morphologiques ne sont pas associes a des
traits agronomiques (ex., rendement et qualité) ou peuvent avoir des effets déléteres sur les

phénotypes (Jiang 2013).

2. Les marqueurs biochimiques

Les marqueurs biochimiques ont été les premiers marqueurs a avoir été mis en ceuvre pour
étudier la variabilité génétique (Harry 2001). En 1966, deux avancées, I'une conceptuelle et
I’autre technologique, ont permis d’appréhender pour la premiere fois la variabilité génétique.

En effet, I’é¢tude des genes pouvait étre faite de fagon indirecte au travers de I’étude de la
séquence des acides aminés codés par ces genes. En partant du principe que toute variation de la
séquence d’acides aminés refléte une variation au niveau du gene codant pour cette protéine.
L’avancée technologique repose sur la mise au point de 1’électrophorése des protéines (Harry

2001).

3. Les marqueurs moléculaires (marqueurs a ADN)

Un marqueur moléculaire est un locus polymorphe qui renseigne sur le génotype de
I’individu qui le porte. Les marqueurs moléculaires correspondent donc au polymorphisme
révélé au niveau de ’ADN. Plus précisément, un marqueur a ADN peut étre défini comme un
fragment d’ADN qui révele les mutations et détecte le polymorphisme entre différents
génotypes ou alleles d’un géne (délétion, insertion ou substitution) dans une séquence d’ADN
donnée d’un pool génétique donné (individus, populations...etc.) (Xu 2010).

Les marqueurs moléculaires sont considérés comme des mesures objectives de la variation.
En effet, ils s’adressent a 1’ensemble du génome, qu’il soit ou non traduit en protéines. Le
nombre de marqueurs observables est théoriquement illimité et le génotype d’une plante peut
étre déterminé a un stade trés précoce, aussitot que le matériel est disponible pour I’extraction de
I’ADN. En outre, ils ne sont pas soumis aux influences de I’environnement et peuvent &tre
réalisés tout au long du développement de la plante (Eagles et al. 2001 ; Langridge et al. 2001 ;
Dekkers et Hospital 2002).

Les marqueurs moléculaires se classent en trois grands groupes : les RFLP (Restriction

Fragment LengthPolymorphism), les marqueurs basés sur la PCR (Polymerase Chain

Reaction) et les SNPs (Single NucleotidePolymorphism).
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Chapitre 2. Matériel et méthode

1. Matériel végétal

L’étude a porté sur I’espece tétraploide Avena magna. Les 17 accessions ont une origine
géographique connue. Elles ont été collectées de 9 wilayas et 17 sites différents dans le nord
algérien (figure 2).

Figure 2 : Distribution des sites sur la carte géographique

Ces informations sont portées dans le tableau 2. L’identification taxonomique des
accessions a été vérifiée pour la morphologie de la plante en utilisant la clé fournit par BAUM
1974. La collection des 17 accessions d’Avena magna provient du laboratoire de Génétique
Bochimie et Biotechnologies Végétales de I’Université Freres Mentouri Constantine 1.

Tableau 2. Liste des sites de collecte des accessions d'Avena magna étudiées

Espéce Wilaya Sites Latitude Longitude Altitude

Constantine Constantine 36°20'23.05"N | 6°37'10.97"E 612

El khroub 36°16'54.87"N, | 6°41'22.65"E 701

Ain abid 36°14'21.37"N | 6°57'46.15"E 882

Hamma bouziane 36°24'16.19"N | 6°34'50.38"E 395

Didouche mourad 36°28'14.05"N | 6°38'3.36"E 483

Ibn ziad 36°23'25.03"N | 6°28'29.42"E 404

Mila Ain tinn 36°23'46.66"N | 6°19'48.33"E 614

Guelma Oued zenati 36°20'6.30"N, | 7°9'25.93"E 631

Avena magna Hammem debgh 36°26'8.18"N | 7°18'4.53"E 315
Sidi belabes Sidi belabes 35°10'32.43"N | 0°34'50.00"0 484

Mascara Mascara 35°21'58.25"N | 0°6'2.02"E 491

Sfisef 35°13'34.51"N | 0°16'21.24"0 559

Tighniff 35°23'656.37"N | 0°17'49.31"E 497

Chlef Chlef 36°7'56.54"N 1°21'59.37"E 156

Médea Médea 36°15'2.27"N 2°44'5.31"E 748

Tlemcen Meghnia 34°50'28.62"N | 1°46'2.45"0 399

Tairet Rahuoia 35°32'13.89"N | 1° 0'1.09"E 623
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2. Propriétés physiques du grain

Les grains ont été nettoyés manuellement. Les grains casses et immatures sont éliminés..

Afin de déterminer la taille moyenne du grain, dix grains sont pris au hasard et leurs trois
dimensions linéaires ; longueur L, largeur, W et épaisseur T ; sont mesurées a 1’aide d’un pied a
coulisse 0-150mm (6°”) avec une précision de 0.0 1lmm.

Le diamétre moyen du grain a été calculé en utilisant la moyenne arithmétique et la
moyenne geéométrique des trois dimensions axiales selon les relations suivantes (Mohsenin
1970) :

e Da=(L+W+T)/3

e Dg=(LWT)"
La sphéricité des grains a été calculée selon I’équation suivante (Mohsenin 1970) :

o O=(LWT)¥/L
La surface du grain ¢ été analysée par I’analogie avec la sphére du meme diamétre moyen
géométrique selon ’expression suivante, citée par Olajide et Ade-Omowaye (1999) :

e S=mDg?
Le volume du grain a été calculé selon Subukola et Onwuka (2011) comme suit :

e V=(mLWT)/6
La moyenne carrée et les diamétres équivalents ont été calculés selon la formule de Asoegwu et
al (2006) :

e Dsg = ((LW+WT+LT)/3)2

e De = (Da+Dg+Dsq)/3
Finalement, le ratio de I’aspect du grain a été déterminé selon 1’équation utilisée par Seifi et
Alimardani (2010) :

e Ras=W/L

3. Technique d’électrophorése
3.1. Principe

Toutes les techniques d’électrophorése sont basées sur le principe de la mobilité séquentielle des
molécules protéiques dans un support soumis a un courant électrique. Cette mobilité est fonction
de:

- La charge électrostatique fournie par les cing acides aminés acides ou basiques.

- Ladimension et la forme des protéines.
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- L’intensité du champ électrique (tension aux €lectrodes et conductibilité de support).
- Lataille des mailles du support.

- La température de 1’¢lectrolyte.

3.2. Méthodes d’extraction des protéines de réserve

Les protéines de la réserve sont extraites a partir de la farine de 5 grain entier, selon la
méthode de Singh et al., (1991), adaptée de la méthode de Marchyllo et al., (1989). Cette
méthode se base sur I’extraction séquentielle et nécessite 1’utilisation de trois solutions de base:

- Solution (A) 50 % v/v propan-1-ol.

- Solution (B) 50 % v/v propanol-1-01.0,08 M Tris Hcl pH 8,8.

- Solution (C) la solution tampon 2 % p /v SDS, 40 % p/v glycérol, 0,02% p/v bleu de
bromophénol 0,08 de Tris Hcl pH=8

Les avénines sont extraites en premier dans 1 ml de la solution A, pendant 30 minutes a
60°C, avec deux agitations intermédiaires toutes les dix minutes, suivie d’une centrifugation
pendant 1 minute. Le surnagent est ensuite récupéré dans un autre eppendorf et mis a
I’évaporation toute une nuit a 65°C, on obtient ainsi la fraction avénine. D un autre coté le résidu
est lavé dans 0,5ml de la solution A, a 65°C pendant 30 minutes, cette fois sans vortex
intermédiaire, puis centrifugé a 10000 g pendant 1 minute, le surnagent est éliminé par
aspiration. Et pour s’assurer de 1’¢élimination compléte des avénines, et afin d’éviter toute
contamination des préparations ultérieures des glutélines, on réintroduit au résidu, pour la
troisieme fois 0,5 ml de la solution A, on vortex, on centrifuge a 10000 g pendant 5 minutes, et
le surnagent contenant le reste des avénines est éliminé par aspiration. Le résidu obtenu forme le
matériel de départ de la procédure d’extraction des glutélines. Les glutélines sont extraites, en
rajoutant au résidu 0,1ml de la solution B et d’un agent réducteur, le dithiothreitol (DTT) a 1 %.
Aprés incubation et centrifugation, on rajoute encore de la solution B et un agent alkylant, le 4-
vinylpyridine. Le mélange est incubé puis centrifugé. Et un aliquote (0.1 ml) de surnagent est
transféré a un autre eppendorf contenant de la solution C, le mélange est bien agité et ensuite
incubé pour une compléxation du SDS avec le polypeptide des gluténines réduites et alkylées, et
aprés une centrifugation les échantillons sont préts pour une révélation des sous unités glutélines
par SDS-PAGE.
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3.3. Electrophorése monodimensionnelle des gluténines par SDS-PAGE

La technique d’électrophorese utilisée est celle proposée par Laemli (1970) modifiée par
Payne et al., (1979). La séparation se fait sur gel vertical en systéeme discontinu, en présence

d’un détergent ionisé, le Sodium Dodecyl Sulfate (SDS).

En effet le DDT dénature les protéines en rompant les ponts disulfures, et le SDS
détruisant les liaisons faibles. Ceci aboutit a la formation d’un complexe SDS-protéines dénaturé
avec une charge négative qui masque la charge nette intrinseque des protéines et annule ainsi la
différence de migration dle a la charge électrique. Il permet donc une séparation selon Ia taille,
la conformation et la masse moléculaire. La vitesse de migration des protéines dépend surtout de

la taille des mailles du gel et de la température de I’électrolyte.

3.3.1. Préparation des gels

Le support d’¢lectrophorese est formé d’un gel de séparation (separating gel) a T=12.8%
et d’un gel de concentration (staking gel) a T=2.8 %. Ces deux gels sont préparés a base
d’acrylamide a 80% (p/v), de N, N’-méthylene bis-acrylamide a 2 % (p/v), du SDS a 10% (p/v)
et de Tris-HCI 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.

Le gel de séparation est préparé le premier, bien melangé puis coulé entre deux plagques
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 I’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 dans plus de 60 minutes, les
peignes sont enlevés en obtenant ainsi des puits servant pour le dépdt des extraits a raison de 15

ul chacun.

3.3.2. Conditions de migration

La cuve d’¢électrophorése est remplie a raison avec un volume suffisant de tampon de
migration, et maintenue a une température constante a 10°C grace a un systeme de

refroidissement. Le gel de dimension 180 x 105 x 1.5 mm est soumis a une intensité constante de
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80 mA, et une tension ne dépassant jamais le maximale de 1200 v. Les protéines chargées
négativement migrent vers 1’anode et sont séparées selon leur encombrement moléculaire. La

migration est arrétée généralement une demi heure apres la sortie du front coloré.

3.3.3. Coloration et décoloration

Les proteines sont fixées dans une solution de TCA a 60%, au bleu de coomassie R250 a
1% (p/v), pendant 24 heures sous agitation. Les gels sont ensuite décolorés en les plagant dans
I’eau du robinet pendant toute la nuit. Une fois les gels sont décolorés, ils sont placés dans une
solution du glycérol a 10% pendant 1 heure d’agitation au minimum pour étre, ensuite séchés et

conserveés entre deux feuilles de papier polyéthyléne.

4. Lecture genétique des diagrammes

Elle consiste a établir une nomenclature génétique des sous unités glutélines en établissant
une typologie de ces sous unités pour 1’espéce Avena magna. Pour ce faire les mobilités des
différents composants révélées par electrophorese sont calculées.

La mobilité de chaque bande est calculée, a partir de la mobilité réelle qui est la distance
parcourue par la bande entre le point d’application de I’échantillon et la position de la bande

correspondante dans le gel.

5. Analyse statistique des données

Apres la lecture des sous unités glutélines, nous avons calculé les frequences de toutes les
bandes protéiques obtenues et les indices de similarités des accessions comparees deux a deux.
Les distances euclidiennes et le regroupement des accessions ont été utilisés pour estimer la
variabilité dans 1’expression des sous unités glutélines au sein des accessions. La relation entre
les accessions étudiées a été démontrée en établissant un dendrogramme a ’aide du logiciel
Statistica version 6.0. La méme méthode a été utilisée pour tracer le dendrogramme des
propriétés physiques du grain. Pour montrer la relation entre les 11 propriétés physiques du grain
étudiées et identifier les quelles qui contribuent le plus dans la séparation et la discrimination des

accessions d’Avena magna, une analyse des composantes principales a été effectuée.
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Chapitre 03. Résultats et discussion

1. Analyse morphologique des accessions

L’¢étude de la morphologie de la plante a été réalisée en utilisant la clé de Baum 1974. Les
résultats de I’analyse des différentes parties de la plante n’ont révélé aucune différence entre les
17 accessions malgré les origines éco-géographiques différentes de ces derniéres. Ces résultats
nous ont conduits alors a analyser les propriétés physiques des grains qui présentaient des
différences remarquables.

1.1. Les propriétes physiques du grain

Les moyennes des propriétés physiques des grains d’Avena magna sont présentées dans le

tableau suivant.

Tableau 3. Moyennes des propriétés physiques du grain des accessions

Accessions Les caractéristiques physiques
N° | Sites de collecte | L W T Da Dg (i) S Vv Dsq | De Ras
(mm) | (mm) | (mm) (%) | (mm?) | (mm?)

1 | Sidi belabes 805 [1.97 |14 381 | 225 |0.29 [1594 |1167 |182 |262 |0.24
2 | médea 742 | 214 |126 |[361 |221 |0.29 |1538 |1055 |1.76 |252 |0.28
3 | Tighniff 762 | 218 |1.26 |[3.69 |222 |029 |1561 |11.06 |1.79 |257 |0.28
4 | AinTinn 718 |21 1.05 |344 |217 |030 |1491 |8.34 166 | 243 |0.29
5 | Ainabid 743 | 211 |128 |[361 |221 |0.29 |1538 |1059 |1.76 |252 |0.28
6 | Sfisef 801 [216 |128 |[382 |225 |0.28 |1597 |11.71 |1.84 |263 |0.27
7 | Constantine 778 |2.04 |121 |3.68 |222 |0.28 |1558 |10.09 |1.75 |255 |0.26
8 | El khroub 7 196 |1.17 |[338 |216 |0.30 |14.72 | 8.48 164 | 239 |0.28
9 | Rahouia 747 119 |1.08 |358 |220 |0.28 |15.29 |8.43 1.67 | 248 |0.24
10 | Mascara 7.86 | 218 |1.27 |3.77 |224 |0.28 |1585 |1152 |1.82 |261 |0.27
11 | Hamma bouziyan | 6.96 | 2.04 |0.93 |3.31 |215 |0.30 | 1452 | 6.96 158 |235 |0.29
12 | Didouche mourad | 7.36 | 1.98 | 1.11 |3.48 |2.18 |0.29 | 1503 | 8.52 1.66 |2.44 |0.26
13 | Chlef 721 | 224 |138 |[361 |221 |0.30 |1539 |11.77 |1.80 |254 |0.31
14 | Hammem debagh | 7.51 | 2.23 |1.14 |3.62 |221 |0.29 |1543 |10.05 |1.76 |253 |0.29
15 | Meghnia 7.85 | 233 |138 |[389 |226 |0.28 |16.07 |13.32 |1.89 |267 |0.29
16 | lbn ziad 731 | 224 |118 |[338 |220 |0.30 |1529 |10.21 |1.75 |251 |0.30
17 | Oued zenati 746 | 222 |132 |[361 |222 |029 |1554 |11.48 |1.80 |256 |0.29

L : Longueur, W : Largeur, T : Epaisseur, Da: la moyenne arithmétique, Dg: la moyenne
géométrique, @ : la sphéricité, S: la surface, V: le volume, Dsq: la moyenne carré des

diameétres, De : le diamétre équivalent, Ras : le ratio de I’aspect du grain.
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1.2.  Analyse en cluster basée sur les propriétés physiques du grain

Le dendrogramme généré a partir des propriétés physiques du grain est illustré dans la
figure3.

Dendrogramme de 17 Variables
Saut Minimum
Did. Euclidiennes

—
[ o T L T e TR s R

e |_ B llb

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5 4.0

Digt. Agregation

Figure 3. Dendrogramme des distances euclidiennes basé sur les propriétés physiques du grain des

accessions d’Avena magna étudiées.

Le dendrogramme est composé de groupes majeurs a la distance d’agrégation d= 3.6. Les
accessions 12, 11, 8 et 4 provenant de Didouche mouad, Hamma bouziane, El khroub et Ain
tinn, respectivement, constituent le premier groupe. Le second groupe est divisé a son tour en
deux sous groupes. Le premier sous groupe (d = 3.45) est composé de I’accession 9 provenant
de Rahouia alors que le second se subdivise a son tour en trois autres sous groupes (A, B et C).
Le A (d =3.15) est constitué d’une seule accession (15) provenant de Maghnia. Le B (d =2.8)

comprend 1’accession 7 provenant de Constantine liée avec les deux autres groupes. Le premier
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comprend les accessions 14, 16 et 13 provenant de Hammm debagh, Ibn ziad et Chlef,
respectivement alors que le second renferme les accessions 17, 3, 5 et 2 provenant de Oued
zenati, tigheniff, Ain abid et Médeaa, respectivement. Le C est composé a la distance d=2.8 de
trois accessions ou 1’accession 1 provenant de Sidi belabes constitue un groupe a part liée a la
distance d= 1.4 aux 2 autres accessions 6 et 10 provenant de Sfisef et Mascara, respectivement.

La distance euclidienne la plus ¢éloignée est observée entre 1’accession 12 et 10 d’une part
et avec les autres accessions d’autre part. En paralléle, la plus faible distance est observée entre
les accessions 6 et 10. La distance d=0 est observée entre les accessions 2 et 5. Ces derniéres
sont identiques et présentent des caractéristiques similaires.

La faible valeur de la distance euclidienne indique un haut niveau d'homologie dans le
modele de variation des caracteres physiques du grain. Les accessions 6 et 10 qui proviennent de
Sfisef et Mascara, respectivement, ont la faibles distances (d=1.4) sont presque identiques. Dix
caracteres physiques du grain sont identiques entre ces deux accessions sur les onze étudiés.

L’accession 12 appartenant au groupe I présente beaucoup de différences dans caractéres
physiques du grain par rapport a toutes les autres accessions.

La plus grande distance est observée entre les accessions 10 et 12 qui ont dix caractéristiques

physiques du grain différentes sur les onze étudiés.

1.3. Analyse en Composante Principale (ACP) basée sur les propriétés

physiques du grain

Afin de clarifier les relations entre les caractéres physiques des grains et d'identifier ceux qui
contribuent le plus a la separation des accessions, une Analyse en Composante Principale (ACP)
a été réalisée. Les résultats de I’ ACP sont présentés dans la figure 3.

Les résultats de I'ACP révélent que les dix premiers axes représentaient 94.6 % de la
variation totale avec 27.99% pour I’axe 1 (PC1) et 19.88% pour I’axe 2 (PC2). La représentation
en deux dimensions (2D) a été obtenue en utilisant des deux premiers axes (PCs).

Les propriétés du grain qui ont fortement contribué a la formation du PC1 sont : Dg2, Da2,
De3, et ceux qui ont le plus contribué a la formation du PC2 sont : Da3, L2, Dsq4. D’autre part,
les caractéres qui ont une faible charge dans la distinction et la discrimination des accessions
sont V2, De4, et Da3 pour PC1 et W1, et Dsgl pour PC2.
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Figure 4. Analyse en composantes principales basée sur 11 propriétés physiques du grain.

1.4, Indices de similarité morphologique

Les résultats de IRD sont représentés dans le tableau 4.

Il en ressort que I'RD se situe entre 0 et 4.69. Les valeurs hautes signifient que les
accessions présentent de nombreuses dissemblances et sont difféerent morphologiquement. Les
similarités les plus hautes sont enregistrées entre les deux accessions (4-1), (4-7), (10-8) et (11-
10) avec un IRS de 4.69. Les valeurs d’IRD faibles indiquent que leur morphologie est presque
identique comme le cas des accessions (10-6) avec un IRS de 1.41 (tableau 4). Lorsque la valeur
de I'RD = 0, cela signifie que leurs morphologies sont parfaitement similaires c'est le cas des

accessions (5-2) colorés en rouge sur le tableau.
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Tableau 4. Indices de similarité calculés pour les 17 accessions d’avoine tétraploide étudié

1 2 3 4 5 6
0,00 4,24 4,00 4,69 4,24 2,83
0,00 2,00 4,00 BIB8 3,74

0,00 4,24 2,00 3,46

0,00 4,00 4,47

0,00 3,74

0,00

7
4,24
3,46
2,83
4,69
3,46
3,46
0,00

8 9
4,47 4,00
4,24 4,00
4,47 4,00
2,00 3,74
4,24 4,00
4,69 4,24
4,69 3,74
0,00 3,74

0,00
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10

3,16
3,74
3,16
4,47
3,74
1,41
3,16
4,69
4,00
0,00

11
4,69
4,47
4,47
3,16
4,47
4,69
4,47
2,83
4,47
4,69
0,00

12
4,36
4,12
4,58
3,32
4,12
4,58
4,36
3,32
3,61
4,58
4,36
0,00

13

3,87
3,00
3,61
4,12
3,00
3,87
3,87
4,12
3,87
3,87
4,36
4,24
0,00

14
4,47
2,83
2,83
4,24
2,83
4,47
3,16
4,24
3,46
4,24
4,47
3,87
3,32
0,00

15

3,46
4,24
4,00
4,47
4,24
3,46
4,00
4,47
4,00
3,16
4,47
4,58
3,87
3,74
0,00

16

4,47
3,16
3,74
4,00
3,16
4,47
3,46
4,00
3,74
4,47
4,47
3,87
2,24
2,45
4,24
0,00

17
3,74
2,45
2,45
4,24
2,45
3,46
3,46
4,24
4,24
3,46
4,47
4,36
2,65
3,16
3,74
3,46
0,00
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2. Diversité genéetique des sous-unités glutélines de 1’avoine
tétraploide Avena magna

Dans les espéces tétraploides deux génomes contribuent a 1’expression des sous unités
glutélines, c’est pour cela que la variabilité détectée chez ces espéces est beaucoup plus
importante que celle trouvée chez les especes diploides (un seul génome) avec quelques
exceptions.

L’analyse électrophorétique des glutélines par la technique SDS-PAGE a donné des gels de
bonne qualité avec une séparation des bandes trés satisfaisante. La figure 5 montre les profils des
accessions analysées.

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Figure 5. Electrophérogramme de 17 accessions d’Avena magna analysées.
(1)Sidi belabes;(2)Médea;(3) Tigheniff;(4)Ain tinn;(5)Ain abid;(6)Sfisef;(7)Constantine;
(8)EI khroub;(9)Rahouia;(10)Mascara;(11)Hamma bouziane;(12)Didouche
mourad;(13)Chlef;(14)Hammem debagh ; (15)Maghnia ; (16)Ibn ziad ;(17)Oued zenati.
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2.1. Variabilité des sous unités glutélines

L’étude des sous unités glutélines a porté sur 17 accessions d’avoine tétraploide (Avena
magna) provenant de différentes régions du territoire national.

L'analyse électrophorétique de 17 accessions d’Avena magna a permis de distinguer un total
de 6 bandes protéiques de glutélines de mobilités différentes (tableau 5).

Les bandes 2, 4 et 5 avec des mobilités de 5.5, 6.3.et 6.4, respectivement sont les plus
fréquentes et caractérisent les 17 accessions (Tableau 5). La bande 3 de mobilité 6 cm, est
rencontrée chez 15 accessions, suivie de la bande 1 avec une mobilité de 5.4 cm, qui est présente
chez 12 accessions. La bande 6 qui a une mobilité de 6.5 cm est relativement moins fréquente et

est rencontrée chez 6 accessions.

Tableau 5 : composition protéique en sous unités glutélines des 17 accessions d’avoine tétraploide

Avena magna collectées en Algérie.

Accession | Sites de provenance | Sous unités glutélines
1 Sidi belabes 1 2 3 4 5 6
2 Médea 1 (2|34 |5| 6
3 Tigheniff 1 2 3 4 5 6
4 Ain tinn 2 4 15
5 Ain abid 1 2 3 4 5
6 Sfisef 1 (2|34 |5| 6
7 Constantine 1 2 3 4 5
8 El khroub 1123|415
9 Rahouia 1 2 3 4 5
10 Mascara 1 12(3]4]5
11 Hamma bouziane 2 3 4 5
12 Didouche Mourad 2 415
13 Chlef 1 2 3 4 5 6
14 Hammem debagh 23|45
15 Moghnia 1 2 3 4 5 6
16 Ibn ziad 213|415
17 Oued zenati 1 2 3 4 5
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2.2. Diagrammes types obtenus

L’analyse des diagrammes éléctrophorétiques des 17 accessions d’avoine tétraploide Avena
magna nous a permis de recenser un ensemble de 6 bandes correspondant aux sous unités
glutélines de différentes mobilités. Chaque diagramme renferme de 3 a 6 sous unités. Au

tableau6 , sont portés les différents types de diagrammes.

Tableau 6. Les diagrammes types des sous unités glutélines observées dans la collection d’avoine

tétraploide Avena magna

N° | Types | Diagrammes Accessions Sites de provenance
Sidi belabes, Médea,
1 A 1+2+3+4+5+6 | 1,2,3,6,13,15 | Tigheniff, Sfisef,
Chlef, Maghnia

Ain Abid, Constatine,
2 B 1+2+3+4+5 5,7,89,10,17 | ElI Khroub,Rahouia,

Mascara, Oued zenati

Hamma  Bouziane,
3 C 2+3+4+5 11,14,16 Hammem  Debagh,
Ibn Ziad

Ain Tinn, Didouche

4 D 2+4+5 4,12
Mourad

L’analyse de ce tableau révele D’existence de quatre diagrammes types pour Uune
collection de 17 accessions d’avoine. Le nombre moins ¢levé des groupes de bandes et des
bandes ne refletent pas le polymorphisme des glutélines de cette collection.

Le diagramme le plus fréquent est le diagramme type A (1+2+3+4+5+6) et B
(1+2+3+4+5) avec une fréquence de 35.29% chacun, un ensemble de 6 accessions sont
représentées par ces diagramme. Vient apres le diagramme C (2+3+4+5) dont la fréquence est de
17.65% regroupant 3 accessions. Un ensemble de 2 accessions partagent le diagramme D
(2+4+5), ayant la plus faible fréquence de 11.77%.

2.3. Calcul des fréquences des sous unitées glutélines

Les calculs des fréquences des différentes bandes protéiques correspondant aux glutélines,

ont donné les résultats résumés dans le tableau ci-dessous.
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Tableau 7. Fréquences des sous unités glutélines des 30 accessions d'Avena Magna

Sous Mobilités Nombre _ Fréquence
N Accessions
unité (cm) d’accessions (%)
1 5.4 12 1,2,3,5,6,7,8,9,10,13,15,17 70.58
1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,
2 9.5 17 100
16,17
3 6 15 1,2,3,5,6,7,8,9,10,11,13,14,15,16,17 88.23
1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,
4 6.3 17 100
16,17
1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,
5 6.4 17 100
16,17
6 6.5 6 1,2,3,6, 13,15 35.29

La distribution des bandes 2, 4 et 5 est de 100%, suivie de la bande 3 avec une fréquence
de 88.23%. La bande 1 caractérise un ensemble de 12 accessions avec une fréquence de 70.58%.
En dernier lieu, 6 accessions partagent la plus faible fréquence de 35.29% correspondant a la

sous unité 6 (tableau 7).

2.4. Etablissement des diagrammes types variétaux

L'analyse des diagrammes électrophorétique et le calcul des indices de similarité mettent
en évidence des différences variétales.

Par ailleurs, le diagramme type variétal est fondé sur un caractére qualitatif (absence ou
présence d'un alléle ou d'une bande : 0 pour l'absence et 1 pour la présence)

Le tableau 8 des diagrammes types variétaux montrent que les accessions peuvent étre
distinguées sans ambiguité a partir d'une ou plusieurs différences significatives dans les
diagrammes. Donc, cette représentation nous permet de conserver une image réelle des gels
pouvant servir comme bases de données pour lidentification variétale en établissant un

catalogue.
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Tableau 8. Diagrammes types variétaux des accessions d’Avena magna étudiées

Accessions
Bandes|1 |2 (3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 |10 |11 (12 (13 |14 |15 |16 |17
1 1 /1 |1 (12 |1 {1 |1 |1 |1 |1 1 1 1 1 1 1 1
2 1 /1 |1 (12 |1 {1 |1 |1 |1 |1 1 1 1 1 1 1 1
3 1 (12 (1 |0 |1 (2 |1 |1 |1 |1 1 0 1 1 1 1 1
4 1 /1 |1 (12 |1 {1 |1 |1 |1 |1 1 1 1 1 1 1 1
5 1 /1 |1 (12 |1 {1 |1 |1 |1 |1 1 1 1 1 1 1 1
6 111211100212 |0 (O |O |O (O (O |1 (O |1 |0 |O

2.5. Calcul des indices de similarité des diagrammes varietaux

Pour quantifier lI'analogie ou la dissemblance des diagrammes, on calcule les indices de
similarité a partir d’une représentation type Présence/Absence (1/0) de bandes. L’indice de
similarité (IRS) représente le nombre de cas de présence d'une bande simultanément dans deux
diagrammes (IAS), divisé par le nombre de cas ou elle apparait chez au moins un seul des deux
diagrammes compareés (N).

On considere qu’une bande n’est pas significativement différente d’une autre lorsqu’elles sont de

méme mobilité et/ou qu’elles ne se distinguent pas par au moins deux classes de concentration
IRS= (IAS/N) x100

Les indices de similarité ont été calculés pour les 17 accessions d’Avena magna regroupées

selon leur composition en sous unités glutélines (tableau 9).

Il en ressort que I'IRS se situe entre 50% et 100%. Des valeurs faibles signifient que les
diagrammes présentent de nombreuses dissemblances et sont éloignés génétiqguement. Les
similarités les plus faibles et ou moyennes sont enregistrées entre les deux accessions (4-
1,2,3,6), (12-1,2,3,6), (13-4,12) et (15-4,12) avec un IRS de 50%. Des IRS allant jusqu'a 50%
traduisent des profils protéiques moyennement différents. Des valeurs d’IRS supérieures a 50%
indiquent gque les génotypes sont voisins comme le cas des accessions avec des IRS de 80% et
83.3% (tableau 9). Lorsque la valeur de I''RS = 100%, cela signifie que les profils sont

parfaitement similaires c'est le cas des accessions colorés en jaune sur le tableau.
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Tableau 9. Indices de similarité calculés pour les 17 accessions d’avoine tétraploide étudié

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

1 100 100 100 83,3 100 83,3 83,3 833 833 66,7 100 66,7 100 66,7 83,3
2 100 100 83,3 100 83,3 83,3 833 833 66,7 100 66,7 100 66,7 83,3
3 100 83,3 100 83,3 83,3 833 83,3 833 100 66,7 100 66,7 83,3
4 100 60 B0l 60 60 60 60 75 100 75 Bl 5 75
5 100 83,3 100 100 100 100 80 60 83,3 80 83,3 80 100
6 100 83,3 83,3 833 833 667 B 100 66,7 100 66,7 833
7 100 100 100 100 80 60 83,3 80 833 80 100
8 100 100 100 80 60 83,3 80 833 80 100
9 100 100 80 60 83,3 80 833 80 100
10 100 80 60 833 80 833 80 100
11 100 75 66,7 100 66,7 100 80
12 100 IS0 75 B 75 0
13 100 66,7 100 66,7 83,3
14 100 66,7 100 80
15 100 66,7 83,3
16 100 80
17 100
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Conclusion

L’objectif de notre étude vise I’appréciation de la diversité génétique par les marqueurs
morphologiques et biochimiques d’une des 30 espéces d’avoine recensées : I’Avena magna.

Ce travail nous a permis :

- Noter I’absence de différence dans les différentes parties de la plante entre les 17 accessions

malgré les origines éco-geéographiques différentes de ces dernieres.

- Remarquer des différences remarquables dans les propriétés physiques des grains.
- Décrire la diversité génétique des sous unité de glutéline au sein des différentes plantes

d’Avena magna.

- On a distingué un total de 6 bandes protéiques de glutélines de mobilités différentes.

Pour obtenir plus d’information sur la diversité génétique, sa relation avec I’environnement et la
distribution de cette espece sur le plan intra-spécifique, il faut prendre un nombre élevé des
accessions et cibler tous les étages écogéographiques. Il serait nécessaire également d’utiliser les

marqueurs moléculaires afin d’apprécier le mieux et a I’échelle ADN cette diversité génétiques.
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Annexe

Annexel : Extraction des glutélines du blé dur et blé tendre d’aprés Singh,Shephered

et Cornish 1991 (journal of Cereal Sciencel4 203-208)

200mg de farine ou 1 grain sans embryon broyé au mortier
-Introduire 1 ml de la solution A.
-Vortexer toutes les 10 min.
-étuver 30 min a 65°C.

-Centrifuger 1 min a 10000g.

Eliminer le surnageant -Récupérer le surnageant.
-Introduire 1ml de la solution A. —Evaporation du surnageant.
-Vortexer 1 nuit a 65° C.

-etuver 30 min a 65°C.

-Centrifuger 1 min a 10 000. —Reprendre le résidu sec avec

-eliminer le surnageant. 0.2 ml de solution C.
-Vortexer.

-introduire 0.5 ml de la solution A. —Etuver15 min a 65°C.
- vortexer.

-Centrifuger 5min a 10 000. —Centrifuger 5min a 10000.

-eliminer le surnageant par aspiration (trompe a eau).
-introduire 0.1 ml de la solution B1.

-Vortexer.



Annexe

-incuber 30min a 65°C.
-Centrifuger 5 min a 10 000.
-additionner 0.1 ml de la solution B2.
-Incuber 15min & 65°C.

-Centrifuger 2min a 10 000.
-Additionner 0.1 ml de la solution B2.
-Incuber 15min & 65° C.

-Centrifuger 2 min a 10 000.

-Prélever 0.1 ml de surnageant (d’autre épendorfs).

-Additionner 0.1 ml de solution C.
-Vortexer.

-Incuber 15 min a 65°C.

-Centrifuger 2 min a 10 000.
-Révélation des glutélines HPM et FPM.
Sur SDS-PAGE.

T=12.527. et C=0.97".

—Révélation des avénines sur SDS-PAGE

T=10.3 7% et C=1.3%

Coloration des gels dans 400 ml d’une solution d’acide trichloracétique a 607 et de bleu de

coomassie a 107.

Annexe 2 : Préparation des solutions pour I’extraction des glutélines.

Solution A :

Propanol-1 75ml
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Eau permutée gsp 150 ml

Conservation : & faire le jour méme.
Tompan tris HCL 1M PH =8.0 :

Tris (hydroxyl methyl) amino méthan
Ajuster a PH =8.0 avec HCL Fumant

Eau permuté qsp
Conservation : plusieurs semaines au frigo
Solution B :

Propanol-1

Tris HCL iml ph =8.0
Eau permutée qsp
Conservation : a faire le jour de I’extraction.
Solution B1 : (solution B+1% DTT)
Solution B 7ml
DL-Dithiothréitol 70ml
Conservation : a faire le jour de I’extraction.
Solution B2 : (solution B +1.4 7 4-VP)
Solution B 7ml
DL-Dithiothréitol 70ml
Conservation : a faire le jour de I’extraction.
Solution c :

Sodium dodécyl sulphate 0.2¢9

Glycérol 4ml

6.057g
3mil

50ml

10 mi
1.6ml

20 ml
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0.002 g

Bleu de bromophénol

=8.00.8ml

ph

1M

Tris-HCL

10ml

asp

Eau permute

Conservation : plusieurs semaines a température ambiante.
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Résumé

L’objectif de notre travail est d’appréhender la diversité génétique par les marqueurs
morphologiques et biochimiques de I’avoine tétraploide Avena magna.

Afin d’arriver a réaliser I’objectif sus-cité, nous avons procédé a une prospection de 1’espéce
Avena magna dans 17 sites différents en Algérie, en vue d’une étude comparative de la méme

espéce en fonction des sites.

L’étude de la morphologie de la plante a été réalisée en utilisant la clé de Baum 1974. Les
résultats de I’analyse des différentes parties de la plante n’ont révélé aucune différence entre les
17 accessions malgré les origines éco-géographiques différentes de ces dernieres. Ces résultats
nous ont conduits alors a analyser les propriétés physiques des grains qui présentaient des
différences remarquables.

Sur le plan biochimique, I’analyse électrophorétique des glutélines par la technique SDS-PAGE
a donné des gels de bonne qualité avec une séparation des bandes trés satisfaisante.On a

distingué un total de 6 bandes protéiques de glutélines de mobilités différentes.

Mots clés : Avena magna, diversité génétiques, marqueurs, SDS PAGE, glutélines.



Abstract

The objective of our work is to understand genetic diversity through the morphological and

biochemical markers of Avena magna tetraploid oats.

In order to achieve the above objective, we carried out a survey of the Avena magna species in
17 different sites in Algeria, with a view to a comparative study of the same species according to
the sites.

The study of the morphology of the plant was carried out using the Baum 1974 key. The results
of the analysis of the different parts of the plant revealed no difference between the 17
accessions despite the different eco-geographical origins of the latter. These results led us to

analyze the physical properties of grains that showed remarkable differences.

Biochemically, the electrophoretic analysis of glutellins by the SDS-PAGE technique yielded
good quality gels with very satisfactory band separation. 6 protein bands of glutellins of different

mobility were distinguished.

Keywords: Avena magna, genetic diversity, markers, SDS PAGE, glutellins.
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Résumé :

L’objectif de notre travail est d’appréhender la diversité génétique par les marqueurs
morphologiques et biochimiques de 1’avoine tétraploide Avena magna.

Afin d’arriver a réaliser I’objectif sus-Cité, nous avons procédé a une prospection de I’espéce
Avena magna dans 17 sites différents en Algérie, en vue d’une étude comparative de la

méme espece en fonction des sites.

L’étude de la morphologie de la plante a été réalisée en utilisant la clé de Baum 1974. Les
résultats de I’analyse des différentes parties de la plante n’ont révélé aucune différence entre
les 17 accessions malgré les origines éco-geographiques différentes de ces derniéres. Ces
résultats nous ont conduits alors a analyser les propriétés physiques des grains qui
présentaient des différences remarquables.

Sur le plan biochimique, I’analyse électrophorétique des glutélines par la technique SDS-
PAGE a donné des gels de bonne qualité avec une séparation des bandes trés satisfaisante.On

a distingué un total de 6 bandes protéiques de glutélines de mobilités différentes.

Mots clés : Avena magna, diversité génétiques, marqueurs, SDS PAGE, glutélines.
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