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L’ Algérie est caractérisée par une grande diversité de climats et de milieux. Les variations de
la température, de 1’altitude, de la pluviosité (quantité et répartition), des types de sols (texture,
salinité ...), ont permis une grande diversité d’especes fourrageres. Un trés grand nombre de ces
espéces poussent a 1’état naturel et endémique, certaines se révélent d’une grande valeur
agronomique, car elles sont utilisées comme fourrage pour bétail ou sous forme de plantes

alimentaires, d’autres ont une application médicinale (Armani, 2006).

Le genre Trifolium renferme plusieurs espéces qui sont bien adaptées a la croissance dans
différentes régions agro-écologiques (Zohary et heler, 1984 ; gillet et taylor, 2001). Il présente
une spéciation accompagnée par une diversification des structures. Ce genre est trés répandu dans

les régions tempérées du globe terrestre.

Notre étude s’intéresse a l'espece Trifolium angustifolium qui présente un intérét agro
économique du fait de son excellente qualité¢ fourragére et de 1’enrichissement du sol par sa
capacité a fixer I’azote atmosphérique griace a des bactéries symbiotiques hébergées dans leurs
racines. T. angustifolium a longtemps été utilisé comme fourrage auto-ensemencé pour la
production de foin ou le paturage direct. Des études menées par Kamalak et Canbolat (2010) sur
sa valeur nutritive ont montré qu’il contient des niveaux élevés de protéines brutes. Cependant,
avec 1’avancement de la maturité, sa valeur nutritive diminue. Ses faibles niveaux de tanin lui
permettent d’étre utilisée comme Iégumineuse alternative pour réduire le risque de ballonnement
chez les ruminants broutés dans les paturages. Il est également apprécié pour la production de
miel. T. angustifolium est également reconnu comme un donneur potentiel de génes a d’autres

tréfles cultivés (T. incarnatum). ( Driouech et al., 2008).

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 1’étude de la variabilité génétique, et
aussi pour la biologie de la conservation, au méme titre que les considérations écologiques,

éthiques etéconomiques. (Jean-Pierre 2007).

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés a 1’analyse du polymorphisme génétique des
albumines et globulines au sein de vingt-deux accessions de 1’espéce T. angustifolium collectées

dans differentes régions éco-géographiques dans le nord Algérien. Pour cela nous avons utilisé la

-
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technique d’électrophorése sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE). En effet cette technique est
de plus en plus utilisée pour identifier des variétés, controler des semences et élucider certains

problemes taxonomiques (Trifi et al., 1989).
Dans notre recherche le manuscrit se décline en trois chapitres :

- Les études bibliographiques sont présentées dans le premier chapitre de ce mémoire, d’ou
il présente d’une facon générale I’origine du genre Trifolium (plus particuliérement
Trifolium angustifolium), sa répartition, ses caractéristiques botaniques, sa génétique ainsi
son intérét et utilisations.

- Le deuxiéme chapitre de ce mémoire décrit le matériel biologique et I’ensemble des
méthodes utilisées pour accomplir notre objectif.

- L’interprétation et la discussion des résultats obtenus sont présentées sous forme de

troisieme chapitre de ce mémoire.

]
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1. Présentation générale des legumineuses

Les Fabaceae, ou Leguminosae (Légumineuses) sont une famille des plantes dicotylédones, il
s’agit de la troisieme plus grande famille des plantes supérieures (Gepts et al., 2005), Apres les
Orchidaceae et les Asteraceae, avec environ 750 genres (Polhill et al., 1981). lls comptent 20 000
especes et réunit d'importantes espéces a graines alimentaires, fourrageres et forestiéres (Gepts et
al., 2005). Les Fabaceae occupent prés de 180 millions d'hectares soit 12 a 15% de la superficie
des terres arables a I'échelle mondiale (F.A.O, 2007).

Les légumineuses a grosses graines utilisées dans lI'alimentation humaine comprennent le petit
pois, I’haricot, le pois chiche et la lentille, ils constituent la principale source des protéines
existant dans les pays en développement (zaghouane et al., 2000). Les fabacées comprennent
également la majorité des plantes fourrageres a savoir luzerne, tréfle, vesce, gesse, mélilot et
sainfain, qui constituent une base importante de I'alimentation animale en raison de leur faible

co(t et de leurs qualités nutritives (Russelle, 2001).
La famille des légumineuses est tres diverse avec 3 sous familles:

Les papilionoideae : est la plus grande sous-famille des légumineuses avec 13 800 espéces
réparties dans 28 tribus réparties dans 478 genres (Lewis et al., 2005). Elle comprend de
nombreuses espéces d'importance économique, en particulier les principales cultures des
Iégumineuses alimentaire (haricot soja, le haricot, I’arachides, et pois...) et légumineuse
fourragére Comme trefle (Trifolium) et luzerne (Medicago). Ces Iégumineuses cultivées forment
deux groupes appelés Galegoides et Phaseoloides (Figure 1), a ’exception de I’arachide qui

appartient au groupe des Aeschynomeneae (Broughton et al., 2003).
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Tribe  Genus Species
Lens L. culinaris (lentil) ‘
~Vicea Vicia V. faba (faba bean)
Pisum P sativum (garden pea)
Melillotus M. officinalis (sweet clover)
2Trifolicacey *=Infolum 7. pratense (red clover) } Cool
= scason legumes
—Medicago M. sativa (alfalfa) (Galcgmd)
M. truncatula
Cicereae Cicer C. arietinum (chickpea)
Loteae Lotus L. japonicus }
Phaseolus P vulgaris (common bean) §
Vigna V. radiata (mung bean) Tmpical
| season legumes
Cajanus . cajan (prgeonpea) 4
Papilionoideae

Figurel : Classification des léegumineuses de la Sous famille des Papilionoideae (Zhu et al.,

2005)

Les caesalpinioideae : Les especes de cette sous-famille diversifiée se trouvent

principalement dans régions tropicales et subtropicales d’Amérique du Sud, d’Afrique et Asie du

Sud-Est sous forme d'arbres, certains extrémement grands, ainsi que de lianes et arbustes. La

sous-famille comprend environ 2250 espéces en 171 genres, actuellement divisés en quatre tribus:

Cercideae, Detarieae, Cassieae et Caesalpinieae (Lewis et al., 2005).

Les mimosoides : sont les deuxiéeme sous-famille des Iégumineuses, avec 3271 espéces

(Lewis et al., 2005). Ce sont pour la plupart des arbres tropicaux. Leurs fleurs sont régulieres,

petites, groupées souvent sous forme de pompons. Les étamines sont les parties les plus visibles

de la fleur (Judd et al., 2001).




Partie bibliographique [

2. Présentation du genre Trifolium

2.1. Caractéres généraux

Le genre Trifolium L : nom fait référence aux feuilles distinctives généralement composées
de trois feuillets (trifolioles). Il appartient a I'un des plus grands groupes de la famille des
Fabacées. Il contient environ 255 espéces (Zohary et Heller, 1984; Gillet et Taylor, 2001), et
parmi ceux-ci les plus cultivés sont particulierement agronomiquement importants (Coombe,
1972 ; Zohary et Heller, 1984).

Toutes les especes sont des vivaces herbacées ou des annuelles, souvent prostrées et
rarement plus de 50 cm de hauteur. Les fleurs de petite & moyenne taille (environ 0,3-2,5 cm)
sont généralement disposés en capitales a tétes épineuses. Les quatre pétales inférieurs (aile et
quille) sont partiellement connus et leurs griffes sont attachées au tube staminal; la partie
supérieure le petale (banniere) peut également étre lié aux pétales inférieurs, et parfois a I'étamine
libre (Hossain, 1961; Zohary et Heller, 1984).

2.2. Taxonomie et Génétique

Comme les autres grands genres de la famille des Iégumineuses (ex. Astragalus, Indigofera
et Mimosa), une spéciation dans le genre Trifolium est accompagnée par une diversification des
structures liées a la dispersion des graines. Contrairement a ces genres, les fruits du trefle sont
assez invariables, mais la corolle et le calice sont plus variables et responsables de la diversité des

mécanismes de dispersion (Zohary, 1972).

Cette diversité florale a conduit a des propositions classiques (Presl, 1831) et récentes pour
diviser le genre Trifolium en séries de genres plus petits (Hendrych 1976 ; 1978 ; Khokhrjakov,
1998 ; Roskov, 1990 ; Sojak, 1986 ; see also Small, 1987). Presl en 1831 reconnut 9 sections,
dont la majorité sont encore retenues aujourd’hui, mais certaines sous des noms différents. Les
nombres de chromosomes sont connus pour au moins 184 espéces de Trifolium (résumées dans
Taylor et al., 1979; Zohary et Heller, 1984; voir également Goldblatt et Johnson, 2003). Plus de
80% des especes examinées ont 2n = 16 et x = 8 est le nombre de base déduit du genre (Goldblatt,
1981). L’aneuploidie (2n=10, 12 ou 14) est connue de 31 especes, Dont 11 a la fois aneuploides
et diploides (2n= 16) ou dénombrements polyploides.
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La polyploidie est connue de 24 especes, dont six sont exclusivement tétraploides, deux
sont hexaploides et I'un est dodécaploide (12 x).

2.3. Position systématique

Régne: Planta

Embranchement : Spermatophyte

Sous embranchement : Angiospermes

Classe : Eu dicotylédones, Noyau des Eu dicotylédones, Rosidees , Fabidées
Sous classe : Rosidae

Ordre : Fabales

Famille : Fabacée

Genre : Trifolium

2.4. Distribution du genre Trifolium
Le genre Trifolium est trés répandu dans le monde et représenté dans un total de quatre

régions floristiques : Néotropique, Paléotropique, Holarctique et Capensis.

Il est absent de la région australasienne. Son aire de répartition peut étre subdivisée en trois
centres distincts : Les principaux centres se trouvent en Amérique du Nord (60-65 especes),
Afrique (25-30 espéces) et Eurasie (150-160 especes) (Zohary et Heller, 1984).
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Figure 2 : Distribution géographique du genre Trifolium (Medoukali, 2016)

(Https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Trifolium_Distribution.png)
2.5. Caractéristiques botaniques

2.5.1. Appareil végétatif

Plantes herbacées généralement de petite taille, certaines rampantes, qui peuvent étre
vivaces, annuelles ou bisannuelles. Les feuilles sont généralement a trois folioles (parfois quatre),
et sont a l'origine du nom de la plante, ces folioles sont presque toujours dentées, parfois

maculées en leur centre (Figure 3).

Figure 3 : Les trois folioles d’une feuille de Trifolium repens (Frank vincentz, 2007)
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2.5.2. Appareil floral

L'inflorescence comporte des nombreuses fleurs groupées en tétes sous forme d'une
grappe, et qui ressemble soit a un capitule en boule, soit a un épi, les pédoncules salignant en
étages serrés le long de I'extrémité de la tige. Le calice de la fleur compte cing dents, avec une
corolle typique des fabacées (étendard, ailes et carene), avec des ailes plus longues que la caréne,
et un étendard érigé généralement recourbé vers le haut dans la majorité des espéces. L'androcée
est diadelphe (étamines assemblées en deux groupes). Le fruit typique des Fabacées, la gousse
multiséminée a déhiscence longitudinale, subit une modification morphologique : elle devient
pauciséminée voire uniséminée (quatre graines, trois, deux voire une : akene) et indéhiscente
(Figure 4). (Michel, 2010).

Figure 4 : Diagramme floral du Trifolium (Lokil, 2008)

3. L'espéce étudiée (Trifolium angustifolium)

Trefle a feuilles étroites (Trifolium angustifolium L.) est une plante appartenant au genre
Trifolium et a la famille des Fabacées (ou Légumineuses). Il pousse a la fin du printemps, surtout
dans les régions méditerranéennes, Harshberger, 1922, et se reconnait facilement a son

inflorescence allongée, semblable a un épi de graminée, et a ses petites fleurs roses (Figure 5).

|
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Figure 5: Trifolium angustifolium (Gary,2017)

3.1. Description botanique

T. angustifolium est une herbe annuelle atteignant environ 0,1 a 0,6 m de haut. Son
inflorescence est un épi cylindrique de fleurs rose péle, de 1 a 5 cm de hauteur, chaque fleur
ayant un calice de sépales qui ont de longs lobes en forme d'aiguilles qui durcissent en poils
lorsque la plante séche. Son herbage a une texture velue avec des tiges solides et des feuilles
trifoliées alternes avec des folioles linéaires a lancéolées atteignant 4,5 cm de long (Webb et al.,
1988).

flower

2 rnrn[ '_"_,,
Trifolium angustifolium

— = flower
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Figure 6: Illustration botanique comprenant Trifolium angustifolium copyright 2020 régents of

thé University of Calaifornia
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3.2. Origine et distribution Eco géographique

T. angustifolium est originaire d'Europe centrale, orientale et méridionale et des régions
méditerranéennes d'Afrique et d'Asie (Harshberger, 1922; Blake, 1923; Zohary et Heller, 1984;
Osborne, 2013). 1l existe une certaine incertitude quant a son statut d'origine / introduite au
Bélarus, en Ukraine, en Suisse, a Madere et aux Tles Canaries (Lopez Poveda, 2012; Osborne,
2013; USDA-ARS, 2016). Elle s'est naturalisée dans certains pays et est considérée comme une
mauvaise herbe environnementale en Australie et au Japon (Auld et al., 2003) et au Chili

(Marticorena et Quezada, 1985). Cette espece n'a pas été signalée comme envahisseur agressif.
3.3. Caractéristiques de I'espece

3.3.1. Génétique
Le nombre de chromosomes est 2n = 16 (LOve, 1980; CCDB, 2015).

3.3.2. Biologie de la reproduction
T. angustifolium se reproduit sexuellement par la semence. La taille des graines est
relativement petite comparativement aux autres treéfles annuels et est associée a une fécondité

élevée (Norman et al., 2005).

3.3.3. Physiologie et phénologie

Le taux de germination des graines de T. angustifolium est faible dans des
environnements inadapteés, la croissance étant directement liée a la disponibilité de lI'eau (Western
Australian Herbarium, 2015). Cette espéce a une graine dure a long terme qui permet un risque
d'échec de propagation a travers les saisons (Norman et al., 2005) car le manteau dur rend cette
plante tres tolérante aux facteurs abiotiques. 1l a été constaté que les graines de T. angustifolium
persistent dans le sol des foréts malgré leur absence au-dessus du sol (Erfanzadeh et al., 2013).
Des études sur la germination ont montré que les solutions de fumée et de bois carbonisé
améliorent la germination des graines, mais cela est affecté négativement par les applications
exogenes de composes azotés et / ou de sels (Pérez-Fernandez et Rodriquez-Echeverria, 2003).

3.3.4. Associations
T. angustifolium a une association symbiotique avec les bactéries Rhizobium fixatrices
d'azote dans le sol, ce qui permet & cette plante de coloniser les zones perturbées et les sols

pauvres en nutriments (Driouech et al., 2008).

g
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3.3.5. Exigences environnementales

T. angustifolium préfere les sols secs, généralement pauvres en éléments nutritifs et
perturbés (Fletcher, 2007). 1l existe peu d'informations sur la tolérance au gel et a la sécheresse,
cependant, le trefle écarlate étroitement apparenté T. incarnatum est considéré comme sensible a

ces facteurs abiotiques (Frame, 2015).

3.4. Intéréts de I'espéce étudiée

T. angustifolium a longtemps été utilisé comme fourrage auto-ensemencé pour la
production de foin ou le paturage direct. Des études menées par Kamalak et Canbolat (2010) sur
sa valeur nutritive ont montré qu’il contient des niveaux ¢élevés de protéines brutes. Cependant,
avec 1’avancement de la maturité, sa valeur nutritive diminue. Ses faibles niveaux de tanin lui
permettent d’étre utilisée comme légumineuse alternative pour réduire le risque de ballonnement

chez les ruminants broutés dans les paturages.

Ses établissements rapides et son association avec des bactéries fixatrices d’azote rendent le
T. angustifolium approprié comme culture de couverture hivernale pour produire du fumier vert
dans les systemes de production de Iégumes biologiques ou a faible apport dans les régions

méditerranéennes (Driouech et al., 2008). Il est également apprécié pour la production de miel.

T. angustifolium est également reconnu comme un donneur potentiel de génes a d’autres

tréfles cultivés (T. incarnatum)

4. Diversité genetique

La diversité génétique est la variation qui existe au niveau des génes. C’est la variation de la
quantité d’information génétique des individus, des populations, des espéces, des assemblages ou
des communautés. Elle est définie par le niveau de similarité ou de différence dans cette

composition génétique et représente le fondement de la biodiversité (Parizeau, 1997).

C’est la diversité intra-spécifique (polymorphisme génétique) qui représente le potentiel et la
capacité a répondre aux changements environnementaux, a la fois sur le court terme (faculté
d’adaptation) et sur le long terme (potentiel d’évolution). La richesse des espéces est la mesure

d’évaluation de la biodiversité la plus largement utilisée (Lewin, 1992).

&
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L’étude de la diversité génétique ou polymorphisme génétique est liée au développement de la

biologie qui a permis le développement de plusieurs marqueurs.

5. Marqueurs génétiques

Un marqueur génétique est tout marqueur biochimique, chromosomique ou moléculaire qui
permet de révéler un polymorphisme. 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 especes (Moraes et al., 2007).

5.1. Marqueurs morphologiques

Dans les programmes de selection des plantes, les caracteres morphologiques sont les
premiers a étre observes. Ces caracteres intéressent diverses parties de la plante, par exemple
longueur des tiges, surface foliaire, initiation de la floraison (Cui et al., 2001 ; Gomez et al.,
2004). Ces caracteres sont utilises de méme pour estimer la variation intra- et inter-populations.
IIs sont généralement limités en nombre de caractéres releves et directement influencés par
I’environnement. Néanmoins, ils fournissent des informations utiles pour décrire et identifier le

matériel biologique (Andersson et al., 2006).

5.2. Marqueurs moléculaires

Les marqueurs moléculaires, réputés neutres (n’agissant pas sur les caractéres
sélectionnés), s’affranchissent de ces facteurs confondants et peuvent permettre d’accéder a
I’histoire des populations. L’analyse de la diversité génétique neutre permet de comprendre la
structuration spatiale de la diversité et de construire des hypotheses sur les différents événements
liés a la domestication et a la diffusion de la plante (Nordborg et al., 2005).

Les marqueurs moléculaires sont basés sur la mise en évidence de variations de séquences
nucléotidiques dans I’ADN entre les individus.

Ils présentent comme avantage d’étre pratiguement en nombre illimité. Leur niveau de
variation (polymorphisme) est plus grand que pour les autres types de marqueurs. D’autre part, ils
ne sont pas modifiés par le milieu ambiant ni par la nature de 1’échantillon prélevé chez un
individu. Les marqueurs moléculaires se classent en trois grands groupes : les RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism), les 37 marqueurs basés sur la PCR (Polymerase Chain

Reaction) et les SNPs (Single Nucleotide Polymorphism).

&
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5.3. Margueurs biochimiques

Les marqueurs biochimiques (protéines, iso enzymes...) sont des éléments génétiques issus
de I’expression biochimique des genes, apparus vers 1970, et sont déterminés non seulement par
les génes mais souvent par 1’état de développement physiologique ainsi que par I’organe et le

milieu ou il se trouve (Harry, 2001).

Les marqueurs biochimiques sont donc des moyens d’¢tude de facteurs génétiques et non
génétiques parce qu’lls permettent de détecter I’influence de 1’environnement et du milieu sur le

génotype et aident donc a mieux différencier les populations.

5.3.1. Marqueurs enzymatiques

Les marqueurs iso enzymatiques (nommes ainsi par market et moller, 1959) définissent
un polymorphisme de nature biochimique associe aux différentes formes alléliques d’'une méme
enzyme. Chez plusieurs especes cultivées, plusieurs marqueurs iso enzymatiques ont contribué a

’¢laboration des cartes génétiques (Marchand, 1999).

Le terme iso enzyme englobe les multiples formes moléculaires d’une enzyme donnée,
catalysant toutes la méme réaction. Ces protéines des formes, des masses moléculaires ou de
points isoélectriques différents, résultent des variations dans la composition en acides aminés qui
dépend elle-méme de la séquence des nucléotides de leurs genes respectifs. Par conséquent leur

mobilité électro phorétiques est différentes (EI Aoufir, 2001).

5.3.2. Marqueurs protéiques

Les protéines consistent en un mélange complexe des protéines extractibles (variable
selon le protocole suivi) présente au moment du prélévement dans les tissus analysés (Prat et al.,
2006). La séparation électrophorétique des protéines solubles est largement exploitée pour mettre
en évidence les polypeptides caractéristiques d’un individu (Riousset, 2001) I’analyse de leur
polymorphisme a constitué une nouvelle approche dans la classification des individus et par la
dans I’identification et la différenciation des organismes (Prat et al., 2006). Les protéines de
réserve représentent un outil macromoléculaire d’une haute importance, en effet sont utilisées
comme marqueurs biochimiques, en biotechnologie végétale permettant ainsi: 1’identification des

variétés et des especes végétales, 1’étude de la variabilité et du polymorphisme génétique inter et
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intra spécifique, 1’étude des protéines donne un acces direct vers la génomique, ce qui permet de

cibler les molécules et les génes d’intérét.

e Albumines

Les albumines représentent (10 a 20%) des fractions protéiques des légumineuses. La
protéine précurseur est composée de trois sous-unités, d’environ 14, 24 et 46 KDa liées par des
ponts disulfures (shewry et al., 1995), relativement riches en acides aminés soufrés et en lysines
D’aprés 1’étude de Salmanowicz (2000) leurs pois moléculaires varient de 4000 Da a 7000 Da et
de 8000 Da a 11000 Da. Blagrove et Gillespie (1978) ont montré que les albumines contiennent
les plus hauts niveaux de plusieurs acides aminés essentiels y compris la cystine et
particulierement la méthionine par apport aux globulines. La fraction albumine contient la plupart

des enzymes présents dans les graines (Applewhite, 1989).

e Globulines
Représentent 50 a 65% de 1’azote totale des légumineuses (Wenzel et al., 1993),
leurs compositions en acide aminés soufrés et leur teneur en arginine est faible, elles ont une

structure spatiale complexe et peuvent se lier ou se dissocier selon les conditions du milieu.

Chez les légumineuses, la fraction des globulines est déterminée essentiellement par

les Iégumines, les vicillines, convicillines et les léctines.

- Les légumines sont des molécules hexameériques 350 a 400 KDa, elles sont composées de 6
sous unités bi caténaires de 60 KDa (Lawrence et al., 1994).

- Les vicillines sont des protéines trimériques dont la masse varie entre 150 et 200 KDa.

- Les convicillines présentent une structure tétrameérique et leurs polypeptides Constitutifs ont une
masse d’environ 280 KDa, la forme finale de la protéine a une masse d’environs de 750 KDa.

- Les lectines, sont des protéines toxiques qui se lient de fagon irréversible aux glycoprotéines, ils
sont considérés comme d’excellents outils macromoléculaires, ce sont des protéines de défense
contre les insectes et les herbivores et possédent donc des propriétés insecticides (Foriers et al.,
1996).
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Cette partie est consacrée a la description du matériel végétal utilisé dans la présente étude
ainsi que les techniques adoptées.

1. Matériel végétal

Notre étude est menée sur des graines matures de vingt-deux accessions d’une espéce du
genre Trifolium (T. angustifolium). Ces accessions ont été collectées dans vingt-deux sites
éco-géographiques représentant une large gamme des étages bioclimatiques dans le Nord
Algérien (Figure 7). Cette collection a pour avantage le fait que les sites prospectés présentent
différents climats et subissent des contraintes abiotiques diverses (Tableau 1).

Les principales caractéristiques de chaque site ALT (Altitude), LAT(Latitude), LON

(Longitude) sont détaillées dans le tableau 1.
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Figure 7 : Localités géographiques des 22 accessions de I’espece T. angustifolium dans le

nord Algérien.

E



Matériel et méthodes [

Tableau 1. Sites des collectes des 22 accessions de T. angustifolium utilisées dans cette

étude

N° Site de collecte ALT LAT LON

TAL Skikda/ Ouedrigha 32 36°53'46,84"N 7°03'56,20"E
TA2 Medea 385 36°20'33,96"N 2°46'04,83"E
TA3 Sidi bel Abbes 465 35°14'20,82"N 0°37'03,24"0
TA4 Bouira/ Akhdaria 144 36°34'38,26"N 3°33'16,25"E
TAS Bouira 537 36°22'09,18"N 3°51'33,64"E
TAG TiziOuzou 129 36°43'54,04"N 4°17'54,66"E
TA7 Ain Defla 257 36°09'57,25"N 1°43'25,04"E
TA8 Guelma 798 36°22'08,93"N 7°13'59,93"E
TA9 Tipaza 203 36°34'48,16"N 2°34'06,74"E
TA10 Tissemsilt 575 36°00'36,95"N 2°09'11,39"E
TA11 Annaba 132 37°02'56,98"N 7°23'19,39"E
TA12 Constantine/ 429 36°31'04,89"N 6°33'52,68"E

BeniHemiden
TA13 Constantine/ Chettaba 850 36°18'08,13"N 6°27'50,96"E
TA14 Constantine/ 584 36°20'20,08"N 6°37'27,04"E
Chaaberessas

TA15 Mila/ Bab Trouche 823 36°21'48,77"N 6°19'56,83"E
TA16 Mila/ OuedAthmenia 757 36°16'17,87"N 6°16'36,31"E
TA17 Chlef 135 36°14'45,30"N 1°14'17,86"E
TA18 Bejaia 207 36°30'03,58"N 4°34'28,30"E
TA19 Alger/ Mohammadia 3 36°44'21,62"N 3°08'50,41"E
TA20 Alger/ Ben Aknoun 172 36°44'00,09"N 3°01'33,28"E
TA21 Boumerdes 20 36°44'52,57"N 3°41'42,29"E
TA22 Jijel/ Parcanimalier 21 36°47'26,38"N 5°39'46,16"E

2. Méthodes d’étude

2.1. Préparation des échantillons

La procédure appliquée consiste a extraire séquentiellement les protéines dans un

échantillon de graines finement broyé a 1’aide d’un mortier. La farine obtenue a été récupéré

dans des tubes d’eppendorf (I’équivalent de 10 mg de farine par tube).
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2.2. Extraction séquentielle des albumines et des globulines
Différents protocoles expérimentaux ont été pratiqués pour procéder a ’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:
2.2.1.Délipidation de la farine
10 mg de farine contenue dans des tubes d’eppendorf sont mélangés a environ 300 pl
de n-hexane. Aprés 30 min d’agitation a température ambiante ce mélange est centrifugé,
Len-hexane contenant dans le surnageant est évacué, décanté et le culot est séché.
2.2.2.Extraction des albumines
Le résidu de délipidation est mélangé avec 250 ul d’une solution d’eau distillée, pH
8, contenant 10 mM CaCl2, 10 mM MgCI2 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. Le culot de centrifugation
est soumis deux fois a ’extraction comme précédemment. Le surnageant est récupéré comme
solution contenant la fraction albumines.
2.2.3.Extraction des globulines
Le résidu d’extraction des albumines est mélangé avec 250 ul d’une solution 0.1 M
TrisHCI, pH8, contenant 10 % (w/v) NaCl, 10 mM EDTA, 10 mM EGTA et 1 mM PMSF. Le
mélange est agité 30 min a 4°C puis centrifugé a vitesse maximale pendant 20 min a 4°C. Le
surnageant est récupéré comme solution contenant la fraction globulines.
2.2.4.Préparation des extraits pour I’électrophorese
Les deux fractions extraites ont été précipités en y ajoutant de 1’acétone froide. Apres
1 heure de contacte a -20°C, les protéines précipitees 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 agites
briévement 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.
2.3. Technique d’électrophores
La technique d’électrophorése utilisée est celle proposée par Laemmeli (1970) modifiee
par Singh et al. (1991). La séparation se fait sur gel vertical en systeme discontinu, dans des
conditions dénaturantes (présence de I’agent anionique SDS) non réductrices (absence

d’agents réducteurs).
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2.3.1.Principe

L’¢lectrophorése est une technique connue depuis 1930, permettant la séparation des
constituants d’un mélange protéique sous I’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 :

e La charge électrophorétique nette de protéines a un pH donné.

e Ladimension et la forme des protéines.

e L’intensit¢é du champ ¢électrique (tension aux électrodes, conductibilité du

support).

La taille des mailles du support solide.

La force ionique du tampon.

e Latempérature de I’¢électrolyte.

2.3.2.Préparation des gels

Les plaques de verre qui servent de moule pour la polymérisation des gels sont
nettoyées a 1’é¢thanol. Elles sont ensuite assemblées avec deux espaceurs d’une épaisseur de
1,5mm chacun. Le support d’électrophorése est formé d’un gel de séparation (separating gel)
aTl=12,58% et C2=0,97 %, et d’un gel de concentration (staking gel) a T =2,88 % et C =
1,42 %. Ces deux gels sont préparés a base d’acrylamide a 40% (p/v), de N, N’-méthyléne
bisacrylamide 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 polymerisés en présence du
TEMED et de ’APS. Le gel de séparation est préparé le premier, bien mélange 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 ’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
inserés. 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 dép6t des échantillons.
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2.3.3. Tampon d’électrophoreése

Aprés dépot des échantillons, la cuve d’¢lectrophorése 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.

2.3.4.Conditions de migration

La température de la cuve est maintenue aux environs de 4°C grace a un systeme 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.

2.3.5.Fixation, coloration et décoloration

Apreés la sortie du front de migration, le gel de concentration est élimine, 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 I’eau de robinet.

2.4. Analyse des données
Les profils électrophorétiques sont compares aprés 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 génetiques ont été
calculées en utilisant I’indice de Jaccard. A partir des distances génétiques calculées, une
classification hiérarchiqgue en UPGMA (unweighted pair group methodarithmeticaverage) a

été elaborée moyennant le logiciel Xlstat 2014.
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Notre travail consiste & I’étude de la diversité génétique des deux fractions albumines et
globulines chez T. angustifolium. Pour cela nous avons utilisé la technique d’électrophorése en
conditions dénaturantes non réductrices (SDS-PAGE) décrite par Laemmeli (1970) modifié par
Singh et al., (1991).

1. Analyse de la diversité génétique des 22 accessions de T. angustifolium

L’analyse des diagrammes ¢électrophorétiques met en évidence des différences entre les vingt-
deux accessions de T.angustifolium.

L’ensemble des mobilités relatives des bandes ont été exploité pour I’établissement des
matrices fondées sur un caractére qualitatif (présence (1) et absence (0) de toutes les bandes
examinées. Ces matrices représentent les configurations des albumines et des globulines, 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
I’identification.

La variabilité des protéines a été analysee en reportant sur la matrice de présence et absence
des bandes. Leurs fréquences 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 elaborées egalement.
1.1. Les albumines

1.1.1. Fractionnement des albumines et lecture des profils électrophorétiques

Les profils des albumines obtenus révelent un polymorphisme entre les accessions
étudiées, avec des bandes bien décelées et une bonne résolution du gel. 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 se subdivise en trois principales zones de mobilité

décroissante 1,2 et 3.

e Zone (1) : 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 (2): 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 (3) : Clest 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 3 zones sont caractérisées par les gammes de mobilité suivantes :

10 mm < Zone 1 < 60mm
60 mm < Zone 2 <125mm
125 mm < Zone 3 <170 mm
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Figure 8 : Profils électrophorétiques des albumines obtenus par SDS-PAGE dans les conditions

dénaturantes non réductrices chez vingt-deux accessions de T. angustifolium.
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1.1.2. Fréquences des albumines

Les différentes bandes des albumines observées ont été variables d’une accession a une
autre et a travers les trois zones qui ont été obtenus. 22 bandes ont été numérotées de la bande la
plus lente a la bande la plus rapide. La matrice présence/absence, les mobilités et les fréquences
des albumines détectées dans les 22 accessions de I’espéce T.angustifolium sont données dans
tableau 2. Les bandes (B4, B7, B8, B10, B11, B12, B1, B14, B15, B16, B18 et B21) sont
monomorphes, elles sont présentes dans toutes les accessions avec une valeur de fréquence égale
a 1, ce qui montre leur dominance dans la zone 2 et 3. Suivies par les bandes (B1, B6, B9, B17 et
B22) avec des fréquences moins élevées (varient entre 0.7 et0.9). Des fréquences moyennes (0.5)
ont été également enregistrées dans ces bandes (B3, B5, B19 et B20). La plus faible fréquence
(0.09) a été observeée dans un seule bande (B2) qui est présentent dans deux accession
uniquement, (TA16) d'Oued Athmenia (Mila) et (TA18) de Bejaia.

Tableau 2. Matrice Présence/Absence, et frequences des albumines dans les 22 accessions de

I’espece T. angustifolium

Bande TA TA TA TA TA TA TA TA TA TA TA TA TA TA TA TA TA TA TA TA TA TA Somme fréquence

1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 16 0,7
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 2 0,09
3 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 1 0 1 05
4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 22 1
5 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 0 12 05
6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 20 0,9
7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 22 1
8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 22 1
9 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 19 08
10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 22 1
11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 22 1
12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 22 1
13 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 22 1
14 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 22 1
15 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 22 1
16 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 22 1
17 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 20 09
18 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 22 1
19 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0 1 0 0 1 11 05
20 1 1 0 0 0 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0 1 0 0 1 12 05
21 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 22 1
22 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 21 09




Résultats et discussion _

1.1.3. Distances génétiques

La comparaison par pair entre les 22 accessions étudiées a été réalisé sur la base des
profils des albumines en utilisant I’indice de Jaccard. Les valeurs de distances génétiques sont
présentées dans le tableau 3. Les chiffres enregistrés variaient entre 0.00 et 0.40 avec une
distance moyenne de 0.20, ce qui signific la présence d’une diversité importante entre les

accessions de T. angustifolium de point de vue des albumines.

Une similarité totale des profils des albumines a été notée entre les accessions (TA11/TAL9),
(TA4ITAS), (TALITA9), (TA13/TA14), (TA3/TAL7), (TA3/TA21)et (TA17/TA21). En
revanche, la distance la plus élevée (d = 0.40) a été observée entre TALl et TAL19 qui sont
prélevées dans des sites géographiques relativement distants : Annaba caractérisé par une
altitude de 132 et Alger/Mohammadia avec 3 d’altitude, respectivement. Des distances
intermédiaires ont été€ obtenues pour d’autres couples d’accessions comme c¢’est montré dans le

tableau 3.

Tableau 3. Distances génetiques calculées entre les vingt-deux accessions de I’espéce T.

angustifolium en se basant sur les données des albumines

TAL TA2 TA3 TA4 TA5 TA6 TA7 TA8 TA9 TAL0 TAll TAl2 TAL3 TAl4 TALS TAL6 TAL7 TAL8 TAL9 TA20 TA21l TA22

TAL 0 0,048 0,143 0200 0,200 0095 0190 0,050 @88 0095 0,350 0,190 0,095 0,095 0,143 0,048 0,143 0143 0050 0,150 0,143 0,250

TA2 0 0,095 0,238 0,238 0,048 0,143 0,095 0,048 0048 0,381 0143 0048 0,048 0,095 0091 0,095 0182 0,09 0,190 0,095 0,286
TA3 0 0,158 0,158 0,050 0053 0,190 0,143 043 0316 0053 0143 07143 0190 0182 @88 0,100 0190 0,105 @BOF 0,381
TA4 0 pIBG8 0,200 0211 0158 0200 [@@BF 0188 0111 0,200 0,200 0,158 0238 0,158 0,158 0,250 0,059 0,158 0278
TA5 0 0,200 0211 0,58 0200 0200 0188 0111 0200 QBB 0158 0238 0158 0,158 0250 0,059 0,158 0,278
TA6 0 0,100 0,143 0,095 0,095 0350 0,100 0,095 0,09 0143 01136 0,050 0,143 0,143 0,150 0,050 0,333
TA7 0 0,238 0,190 0,190 0,278 0,105 0,190 0,190 0,238 0,227 0,053 0,150 0238 0,158 0,053 0,350
TA8 0 0,050 0,143 0316 0,150 0,050 0,050 0,100 0,095 0,190 0,190 0,100 0,105 0,190 0,211
TA9 0 0,095 0350 0,190 0,095 0,095 0,143 0,048 01143 0,143 0,050 0,150 0,143 0,250
TA10 0 0,350 0,190 0,095 0,095 0050 0,136 0,143 0,227 0,143 0,238 0,143 0,250
TAll 0 0,278 0350 0,350 0316 0381 0316 0316 0400 0235 0316 0,250
TA12 0 0,100 0,100 0,150 0,227 0,053 0,150 0,238 0,056 0,053 0,350
TA13 0 PIBG8 0050 0136 0143 0227 0143 0,150 0,143 0,250
TAl4 0 0,050 0,136 0,143 0227 0143 0,150 0,143 0,250
TAL5 0 0,182 01190 0273 0,190 0,200 0,190 0,211
TAL6 0 0,182 0,095 0,095 0,190 0,182 0,286
TAL7 0 0,00 0190 0,105 [j@GE 0,381
TA18 0 0,190 0,105 0,100 0,381
TA19 0 0,200 0,190 0,211
TA20 0 0,105 0,316
TA21 0 0,381
TA22 0
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1.1.4. Classification hiérarchique

Un dendrogramme UPGMA basé 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= 0.16. Le premier groupe renferme 9 accessions au niveau
de distance d=0.12, Ces 9 accessions ont la particularité d’étre collectées dans régions allant du
centre jusqu’a I’Est du Nord Algérien avec une gamme des étages bioclimatiques relative (de
I’hyper-humide jusqu’au subhumide), sauf TAL10 (Tissemsilt) est a l'origine du ouest de
I'Algérie. Ce premier groupe est subdivisé lui-méme en deux sous-groupes a des niveaux de
distance proches, sans corrélation logique avec les origines géographiques des accessions. Le
groupe deux est constitué de 11 accessions collectées dans des régions allant du centre jusqu’a
I’Ouest du Nord Algérien appartenant a différents climats (varient du hyper-humide au semi sec)
a ’exception de Constantine (Beni Hemiden) TAL10 qui représente le coté Est. Il est subdivisé
lui-méme en deux sous-groupes a la valeur de distance d= 0.15. L'accession TAL1 représente le
troisieme groupe, qui est collectée dans une région hyper humide de Annaba. Ce groupe est lié
avec le quatriéme groupe (TA22) qui est collectée dans une région hyper humide aussi (Jijel)

avec le degré le plus éleve de distance génétique (d= 0.25).
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Figure 9 : Classification hiérarchique en UPGMA des 22 accessions de I’espéce T.

angustifolium selon le polymorphisme des albumines.

1.2. Les globulines
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1.2.1. Fractionnement des globulines et lecture des profils électrophorétiques

Le diagramme des globulines est montré par la figure 10, se décompose en trois
principales zones de mobilite décroissante 1,2et 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.

e 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) : cette zone est particularisée par un nombre moindre de globulines avec un
poids moléculaire moins de 25 KDa. C’est la zone la plus rapide.

Ces 3 zones sont caractérisées par les gammes de mobilité suivantes :

10 mm < Zone 1< 50mm
50 mm < Zone 2<115mm
115 mm < Zone 3< 170 mm
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FigurelO : Profils électrophorétiques des globulines obtenus par SDS-PAGE dans les

conditions dénaturantes non réductrices chez T. angustifolium

1.2.2. Fréquences des globulines

A travers les 22 accessions analysées, un total de 25 bandes de fréquences différentes a
été détecté pour I’espece T. angustifolium (Tableau 4). D’aprés le tableau ci-dessous, nous
notons un polymorphisme important des globulines. 11 bandes monomorphes (B1, B8, B9, B12,
B15, B16, B18, B19, B20, B22 et B23) avec des fréquences d’une valeur de 1. Des fréquences

intermédiaires de 0.6 a 0.9 ont été enregistrées dans six bandes considérées polymorphe (B6,

E
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B13, B21, B4, B10 et B25) dont les frequences sont respectivement 0.6, 0.8, 0.8, 0.9, 0.9 et 0.9.
Les fréquences faibles (0.1 a 0.09) ont été enregistrées dans trois bandes (B2, B3 et B14) dont les
fréquences sont respectivement 0.09, 0.1, 0.1 et 0.1. La plus faible frequence (0.04) a été
observee pour la bande B11 et B24, Cette derniére se trouve dans une seul accessions (TA10)

provenant de Tissemsilt.

Tableau 4. Matrice Présence/Absence, et fréquences des globulines dans les 22 accessions de

I’espece T. angustifolium

Bandes TAL TA2 TA3 TA4 TA5 TA6 TA7 TA8 TA9 TAl TAl TAl TAl TAl TAl TAl TAl TAl TAl TA2 TA2 TA2 somme frequences
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 22 1
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 3 0,1
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 3 0,1
4 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 21 0,9
5 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 14 0,6
6 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 2 0,09
7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 22 1
8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 22 1
9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 21 0,9
10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0,04
11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 22 1
12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 18 08
13 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 4 0,1
14 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 22 1
15 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 22 1
16 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 22 1
17 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 22 1
18 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 22 1
19 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 18 08
20 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 22 1
21 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 22 1
22 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0,04
23 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 21 0,9

1.2.3. Distances génétiques

Les dissimilarités entre les 22 accessions de T. angustifolium ont été calculées sur la
base des données des globulines en utilisant la distance de Jaccard comme coefficient (Tableau
5). Les distances entre les différentes accessions ont été plus ou moins importantes vue les

valeurs enregistrées qui variaient entre 0.00 et 0.455 avec une moyenne de 0.222

Une similarité totale des profils des globulines a été observée entre 27 couple
d’accessions [(TA1/TA2), (TA1/TA3), (TA2/TA3), (TA4/TA6) ..Ets] avec une valeur de

distance de 0.0 (Tableau 5). La distance génétique la plus élevée (0.455) a été obtenue entre
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TA10 et TAL8 qui sont collectées dans des régions éco-géographiquement proches a Tissemsilt
avec une altitude de 575 et Bejaia de 207 d’altitude, pour les deux accessions respectivement.

Des distances intermédiaires ont été enregistrées pour d’autres couples d’accessions (Tableau 5).

Tableau 5. Distances génétiques calculées entre les 22 accessions de 1’espéce T.

angustifolium en se basant sur le polymorphisme des globulines

TAL TA2 TA3 TA4 TA5 TA6 TA7 TA8 TA9 TAL0 TAll TAL2 TAL3 TAl4 TA15 TAL6 TAL7 TAL8 TAL9 TA20 TA2l TA22
TA1L 0 ploo@ @O 0059 0111 0059 PO 0063 @O 0350 QPO 0111 0059 0059 0111 0059 0111 0167 0111 0222 0,222 0263
TA2 0 pBoE 0059 0111 0059 @O 0063 PO 0350 @O 0,111 0059 0059 0111 0059 0111 0167 0111 @B 0222 0,263
TA3 0 0059 0111 0059 (PO 0063 O 0350 IO 0,111 0059 0059 0111 0059 0111 0167 0111 0222 0222 0263
TA4 0 0056 [0 0059 0118 0059 0381 0059 0056 @O 0000 0056 @A 0056 0111 0056 0,167 0,167 0211
TA5 0 0056 0111 0167 0111 0409 0111 0105 0056 0056 0,05 0056 0,105 0158 @008 0211 0,211 0,250
TA6 0 0059 0118 0059 0381 0059 0056 @008 PO 0056 PO 0056 0111 0056 0,167 0,167 0,211
TA7 0 0063 @000 0350 @00 0111 0059 0059 0111 0059 0111 0167 0111 0222 0,222 0,263
TA8 0 0,063 0400 0063 0167 0118 0118 0167 0118 0167 0222 0167 0278 0278 0,316
TA9 0 0,350 0,000 0111 0059 0059 0111 0059 0111 0167 0111 0222 0222 0263
TA10 0 0,350 0409 0381 0381 0333 0381 0333 0455 0409 0350 0350 0,381
TA11 0 0111 0059 0059 0111 0059 0111 0167 0111 0222 [@EB8 0263
TA12 0 0,056 0,056 0,05 0056 0105 0056 0105 0211 0211 0,158
TAL3 0 pI666 o056 [@@BF 0,056 0111 0056 0167 0,167 07211
TAL4 0 0056 (GG 0056 0111 0056 0,167 0167 0211
TAL5 0 0056 [@80F 0158 0,105 0211 0,211 0,250
TAL6 0 0056 0111 0056 0167 0,167 07211
TAL7 0 0158 0105 0211 0,211 0,250
TAL8 0 0158 0,167 0,167 0,111
TAL9 0 0211 0211 0,250
TA20 0 ploog 0,059
TA21 0 0,059
TA22 0

1.2.4. Classification hiérarchique

Les distances de Jaccard basées sur le polymorphisme des globulines nous ont aidés a
élaborer un dendrogramme en UPGMA (Figure 11). Le dendrogramme a défini 5 clusters
majeurs a une distance d= 0.08. Le premier cluster (d= 0.06) regroupe 7 accessions (TAL, TA2,
TA3, TA7, TA8, TA9 et TA1l), ces 7 accessions ont la particularité d’étre collectées dans les
régions de centre jusqu'a Est du pays avec une gamme des étages bioclimatiques relative (de
I’hyper-humide jusqu’au subhumide), sauf TA3 (Sidi Bel Abbes) et TA7 (Ain Defla) sont a
l'origine de I’ouest de I'Algérie. Ce premier groupe lié avec deuxiéme groupe a un distance

d=0.09. Le deuxieme groupe renferme 9 accessions au niveau de distance d= 0.07, qui
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représentent ’Est Algérien (de I’Est jusqu’a le centre) avec une large gamme des étages
bioclimatiques qui varie de I’hyper-humide jusqu’au semi-sec, sauf TAL17 (Chlef) d'origine de
I’ouest de I’Algeérie. L’accession TA10 qui est collectée dans une région sub humide de
Tissemsilt, forme un groupe indépendant des autres avec le degré le plus élevé de distance
génétique (d= 0.375). Le quatrieme groupe forme un clade entre les deux accessions TA12 et
TA18 a une valeur de distance d= 0.05. Ces accessions appartiennent a deux régions un peu
proches géographiquement avec un climat hyper-humide ; Constantine (Bni Hemiden) et Bejaia
(Akbou), respectivement. Le Cinquieme groupe renferme les trois accessions TA20, TA21 et
TA22 a une valeur de distance d= 0.06. Ces accessions appartiennent a trois régions de centre de
I'Algérie avec un climat hyper-humide ; Alger (Ben Aknon), Boumrdas et Jijel, respectivement.
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Figure 11. Classification hiérarchique en UPGMA des 22 accessions de I’espece T.

angustifolium selon le polymorphisme des globulines.

2. Discussion

Les protéines de réserve des graines de différentes espéces ont été étudiées en détail a partir
de la fin du siecle, quand Osborne en 1924, les classait en quatre groupes sur la base de leurs
criteres de solubilité : les albumines (solubles dans I’eau), les globulines (solubles dans les
solutions salines), les gluténines (solubles dans des solutions légérement acides ou basiques) et

les prolamines (solubles dans 1’alcool).

Toutefois, il est bien connu qu'une distinction claire entre ces groupes de protéines n’est pas
toujours possible, a cause de nombreuses protéines montrant des comportements de solubilité

intermédiaires. A cet égard, certaines albumines de semences ont été identifiées a partir de
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plusieurs especes de plantes qui se comportent comme des globulines lors de leur solubilisation
(Youle et Huang, 1978). Blagrove et Gillespie (1975) ont également noté que les globulines sont
en partie solubles dans de 1’eau dés ionisée. Dans le présent travail, nous avons réussi a mettre au
point une procédure d’extraction efficace des fractions totales des albumines et des globulines

(Franco et al., 1997).

L’hétérogénéité électrophorétique des protéines de réserve représentent un caractére
biochimique génétiquement stable. Nos résultats, basés sur 22 accessions de 1’espéces
angustifolium du genre Trifolium, échantillonnées dans diverses conditions éco-géographiques
en Algérie du Nord, mettent en évidence une différenciation significative au niveau intra-
spécifique. L’électrophorése des albumines et des globulines par SDS-PAGE a révélé trois zones
de migration (1, 2 et 3). A travers les trois marqueurs étudiés, Ces deux fractions protéiques ont
montré une hétérogéneéité aux niveaux intra spécifique avec 22 bandes d’albumines et de 23
globulines, Le grand intervalle de variation des fréquences de ces bandes (de 0 a 100%) refléte la
grande diversité existante a I’échelle intra-spécifique. Ce polymorphisme protéique peut étre
expliqué par le fait que ces populations ne vivent pas dans le méme climat, et subissent donc des

conditions différentes.

Ainsi gque, la composition protéique peut étre sous la dépendance des facteurs génétiques et

agro-climatique (Doekes et Wennekes, 1982).

A la lumiere des résultats obtenus, une classification hiérarchique a éte élaborée, et les
distances génétiques 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 0.00 et 0.40 avec une moyenne de 0.20 pour la fraction aloumine et entre 0.00
et 0.455 avec une moyenne de 0.222 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

cing groupes majeurs pour les globulines.

Les 22 accessions étudiées ont déja été analysées (Medoukali et al., 2015) en utilisant 12
caractéres morphologiques liés a la taille des graines, des gousses et des cotylédons, ainsi que
deux systemes enzymatiques (Estérases et Glutamate oxaloacétate transaminase). Un
polymorphisme élevé a été mis en évidence et tous les caractéres étudiés ont contribué a la
discrimination des espéces et des accessions. Pareillement, La relation entre les marqueurs

morphologiques et les parametres éco géographique a été estimée faible.
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Ce travail de recherche s’inscrit dans le cadre de la wvalorisation des ressources
phylogénétiques. Il a pour objectif I’appréciation de la variabilité génétique au sein de I’especeT.
Angustifolium représentée par 22 accessions collectées dans différentes régions dans le Nord
Algérien, en se basant sur le polymorphisme des protéines de réserve de la graine (albumines et
globulines).

Notre premiére préoccupation est d’obtenir la meilleure expression possible des protéines par
électrophorese sur gel de polyacrylamide en conditions non dénaturantes (SDS-PAGE). Pour
cela, nous avons mis au point un protocole d’extraction des protéines a partir des graines matures

des 22 accessions concernées.

L’analyse électrophorétique des fractions protéiques analysées nous a permis de :
- Répertorier un total de 45 bandes a travers les deux fractions étudiées, avec des fréquences

trés variables, 22 bandes ont été notées pour les albumines et 23 bandes pour les globulines.

Mesurer les mobilités relatives de chacune des bandes protéiques présentes sur le gel.

Dénombrer des bandes protéiques rares et communes entre les différentes accessions

Distinguer les différences dans les profils protéiques des accessions.

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, ca nous a conduit a constater la présence d’une
corrélation entre le regroupement des accessions selon le polymorphisme des albumines et
globuline, et les facteurs climatiques et géographiques des régions d’origine de chaque accession.

L’utilisation d’autres marqueurs biochimiques et moléculaires devrait permettre de mieux
comprendre la structuration de la diversité génétique et le role des facteurs écologiques dans la
différenciation de ces accessions de T. angustifolium, ce qui peut donner une indication sur le

modele d’évolution appliqué aux accessions étudiées dans leurs conditions environnementales.

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

complémentaires a cette étude :

- Mieux apprécier cette diversité et confirmer les résultats obtenus au moyen d’autres

marqueurs biochimiques et moléculaires.




Conclusion et Perspectives [

- Approfondir les connaissances sur cette espece pour une meilleure valorisation dans les
domaines de 1’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
¢tudier d’autres genres et d’autres especes pour la préservation de la diversité biologique et des
ressources génétiques.

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

)
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Annexe. Solutions pour la préparation des gels.

Tampon Tris-HCI pH : 8,8 (Conserver a 4°C)

- Tris 60.57 g

- Eau distillé ~ 400 mL

- Ajuster a pH 8,8 avec du HCI fumant ~8a10mL
- Eau distillé Qsp 500 mL

Tampon Tris-HCI pH : 6,8 (Conserver & 4°C.)

- Tris (hydroxyméthyl aminomethan) 30.285 g
- Eau distillee ~200 mL
- Ajuster a pH 6,8 avec du HCI fumant ~19,5mL
- Eau distillee Qsp 250 mL

Solution stock de SDS a 10% Stocker a température ambiante

- Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) 19

- Eau distillée Qsp 10 mL

Solution d’ammonium persulfate (APS) a 1%(A préparer le jour méme)
- APS (stockeé au frigo) 0,2¢g

- Eau distillée Qsp 20 mL

Gel de seéparation (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

- VVolume total 40 mL

ANNEXES N



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

- Eau permutée

- Tampon Tris-HCL pH 6.8

- SDS 10%

- APS 20%

- TEMED

0.5mL
3.25mL
1.25 mL
0.14 mL
25 uL
4L
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vesume. N

Le contenu en protéines contribue de maniére directe a la compréhension du monde végetal,
il est désormais un caractére clé¢ aussi bien a I’étude 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 par la technique d’électrophorése sur gel de polyacrylamide
(SDS-PAGE), en rapportant sur une espéce du genre Trifolium (T. angustifolium.), représentées
par des accessions collectées dans 22 sites éco-géographiques, couvrant une large gamme des
étages bioclimatiques dans le nord Algérien.

La variabilité des protéines a été analysée en se basant sur la matrice de présence et absence
des bandes. Leur fréquence a été calculée a travers toutes les accessions. Pour chaque fraction
proteique, les distances Euclidiennes ont été calculées et un dendrogramme a été construit selon la
méthode agrégative UPGMA. Des matrices de distances génétiques entre les accessions ont été
élaborées également.

Globalement, I’espéce étudiée a généré 22 bandes d’albumines et 23 bandes de globulines,
dont les fréquences sont variables d une accession a une autre. Parmi celles-ci, plusieurs bandes
ont été partagées par deux ou trois accessions, néanmoins, aucune bande spécifique n’a été
enregistrée. La corrélation avec les origines géographiques des accessions ainsi que, la corrélation

entre le polymorphisme généré par les deux fractions protéiques a été faible.

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

Mots clés : Protéines, globulines, albumines, Trifolium, polymorphisme, SDS-PAGE, Algérie.



Abstract |

The protein content directly contributes to the understanding of the plant world; it is now a
key character both in the study of biodiversity and in fundamental research, while conditioning a
certain number of ecological characteristics of the plant itself. Even.

Our study aims to highlight a possible genetic variability of the fractions of albumins and
globulins by the technique of electrophoresis on polyacrylamide gel (SDS-PAGE) ¢ by reporting
on a species of the genus Trifolium (T. angustifolium) , represented by accessions collected in 22
eco-geographic sites, covering a wide range of bioclimatic stages in northern Algeria.

Protein variability was analyzed based on the presence and absence matrix of the bands. Their
frequency was calculated across all accessions. For each protein fraction, Euclidean distances were
calculated and a dendrogram was constructed according to the UPGMA aggregative method.
Matrices of genetic distances between accessions have also been developed.

Overall, the species studied generated 25 albumin bands and 22 globulin bands, the
frequencies of which varied from accession to accession. Of these, several bands have been shared
by two or three accessions; however, no specific band has been recorded. The correlation with the
geographical origins of the accessions as well as the correlation between the polymorphism
generated by the two protein fractions was weak.

The results obtained allow us to conclude that there is a protein polymorphism between the

different accessions studied, which is reflected in the number of bands listed and their variability

Key words: Protein, globulins, albumins, Trifolium, polymorphism, SDS-PAGE, Algeria.
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désormais un caractere clé aussi bien a 1’étude de la biodiversité qu’en recherche fondamentale, tout en
conditionnant un certain nombre de caractéres 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 par la technique d’électrophorése sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE),
en rapportant sur une espéce du genre Trifolium (T. angustifolium.), représentées par des accessions
collectées dans 22 sites éco-géographiques, couvrant une large gamme des étages bioclimatiques dans le
nord Algérien.

La variabilité des protéines a été analysée en se basant sur la matrice de présence et absence des
bandes. Leur fréquence a été calculée a travers toutes les accessions. Pour chaque fraction protéique, les
distances Euclidiennes ont été calculées et un dendrogramme a été construit selon la méthode agrégative
UPGMA. Des matrices de distances genétiques entre les accessions ont éte élaborées également.

Globalement, I’espéce étudiée a généré 22 bandes d’albumines et 23 bandes de globulines, dont les
fréquences sont variables d’une accession a une autre. Parmi celles-ci, plusieurs bandes ont été partagées
par deux ou trois accessions, néanmoins, aucune bande spécifique n’a été enregistrée. La corrélation avec
les origines géographiques des accessions ainsi que, la corrélation entre le polymorphisme genéré par les
deux fractions protéiques a été faible.

Les résultats obtenus permettent de conclure qu’il existe un polymorphisme protéique entre les

différentes accessions étudiées, qui se traduit par le nombre des bandes répertoriées et leur variabilité.

Mots clés : Protéines, globulines, albumines, Trifolium, polymorphisme, SDS-PAGE, Algérie.

Laboratoire de Génétique Biochimie et Biotechnologies Végétales, Département de
Biochimie et Biologie Moléculaire et Cellulaire, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie,
Université Freres Mentouri -Constantine

Jury de soutenance

Présidente: M™¢. GUENDOUZE A. Maitre de Conférences. UFM - Constantine
Rapporteur : M™. MEDOUKALI I. Maitre de Conférences. UFM - Constantine
Examinatrice : M™. MOUSSAOQUI S. Maitre de Conférences. UFM - Constantine.




