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Résumé

Les criteres morpho physiologiques du genét a $akaisuffisent plus pour
l'identification variétale. C’est la raison pourdaelle la préservation et I'évaluation de la
diversité génétique est une étape indispensaldenéhioration des plantes. Elle peut étre
appréciée a I'aide de marqueurs biochimiques.

Cette étude a pour objectif 'analyse préliminaiecla variabilité génétique de 15
variétés de genet au moyen de I'électrophoréspmsines totales.

Le diagramme type variétal et les electrophorégrampnésentent des nettes
différences a la fois qualitatives et quantitatives

Le polymorphisme de ses protéines est utilisé commgreinte génétique pour évaluer
la diversité de cette collection.

Mots clés: Genét a balais, SDS-PAGE, polymorphisme, pretéat empreinte génétique.



Abstract

The Analysis of morphophysiological characterisb€®8room is not a sufficient
method for varieties identification. That's wayetpreservation and the evaluation of the
genetic diversity is an essential step of plantslaration. It can be appreciated with the
help of biochemical markers.

This study aimed a preliminary analysis of the gienariability of 15 varieties of
Broom by the means of polyacrylamide gel electropbis of total proteins.

The Varietal type diagrams and electrophoregranrowed a clear qualitative and
guantitative differences. The polymorphism of thps®eins is used as a genetic fingerprint
to evaluated the diversity of this collection.

Key-Words: Broom type, SDS-"PAGE, Polymorphism, proteins, gerfengerprint.
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Introduction



I ntroduction

Dés les débuts de la domestication, ’homme sigéteéssé a la variabilité des végétaux.

La conservation de la diversité génétique passse@agévaluation et par les méthodes
qui vont la traduire le plus fidelement possiblarrRi ces outils : les marqueurs moléculaires

qui sont devenus les indicateurs de variabilitéplas utilisés depuis deux décennies.

Le genre Genista fait partie de la famille des Eéba, riche en protéines, comme toutes
les léegumineuses, il présente des intéréts impsrtaotamment en alimentation animale et

comme régénérateur du sol (fixateur d’azote).

Les variétés du genet sont nombreuses, et |la tollkss résultats est souvent couteuse
et demande beaucoup de temps. Les criteres motpfsiofpgiques ne suffisent plus pour la
caractérisation et I'identification variétale c’éstraison pour laquelle il est impératif

d’utiliser les techniques biochimiques (L’éléctropése).

Ce travail concerne le genet a balais, ou noussagtutié I'évaluation et

I'ildentification d’'une collection de 15 variétés.

Nous nous sommes intéresses, dans cette etua@atybe du polymorphisme

protéique dans le but de mieux estimer la varigbgénétique inter variétal.

Pour ces analyses, nous avons utilisé la techmigectrophorése mono
dimensionnelle sur gel de polyacrylamide en préselecSodium Dodecyl Sulfate (SDS-
page), cette technique est de plus en plus utiieée identifier des variétés et résoudre

certains problemes taxonomiques.

L’objectif de ce travail est d’analyser chez 15iéts de genet les profils protéiques

(protéines totales) et d’évaluer leur variabilitésein des variétés.

Les données bibliographiques sont présentées damsrhier chapitre de ce mémoire
avec une présentation générale du genet a badaisdljfférentes caractéristiques ainsi que ses
intéréts, tout en mettant I'accent sur l'utilisatidou polymorphisme des protéines comme

empreinte génétique et son importance dans l'ifieatiion variétale.




Le deuxiéme chapitre donne les résultats expéramarabtenus, leur description,

exploitation et discussion.

Une conclusion générale et quelque perspectiveestdint données.

)
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Chapitre | Les Légumineuses

1. Généralité

La famille des Légumineuses est une desiphiportantes parmi les dicotylédones. C'est
la famille végétale qui fournit le plus grand nomblfespéces utiles a I'homme, qu'elles soient
alimentaires, industrielles ou médicinales.

Cette famille des Iégumineuses est sur le plarcalgrimportante et est spontanée ou
cultivée dans le monde entier a des fins diversetgsmment la production de nourriture et de
fourrage, comme les engrais verts, ou I'assurancgotipour réduire I'érosionCfonk et al,
2006).

Les Légumineuses, avec quelque 13 500 espécesieépam 650 genres environ, sont,
aprés les Composées et les Orchidées, une des gptumles familles d'’Angiospermes.
La plupart sont des plantes ligneuses des régiomgicales (acacias, flamboyants) ou
méditerranéennes (caroubiers, « mimosas ») ; desssélgions tempérées, prédominent les
Légumineuses herbacées a valeur alimentaire (paigots, feves) ou fourragere (luzerne,

trefles). De I'ordre des Fabales du clade des [éaisighuis des Rosidées.

Elles peuvent étre herbacées, arbustives, arbotescet méme lianoides.

2. Historique

L'origine de l'agriculture date de plus de 10 006. & 'alimentation des populations
néolithiques reposait principalement sur la cultles céréales et des Iégumineygdisala K
B, 2007) En Amérique du sud et en Amérique centraleptafitation des civilisations
précolombiennes mayas, incas et azteques étasteadeamais et de haricots secs. En
Amérique du Nord, le mais, les courges et les btrisecs constituaient I'alimentation de
base des Amérindiens. Séchées et adéquatemermiasgtes, les Iégumineuses devenaient une
sécurité en période de pénurie alimentaire. Ebss@daient aussi I'avantage de se cultiver

facilement.

Bien que les légumineuses soient appréciées psiephs peuples, elles demeurent
historiguement associées a la pauvreté. Dans & plassque les protéines de source animale
étaient disponibles aux mieux nantis, les légunsasiétaient reléguées aux paysans. Les
légumineuses étaient considérées comme des alilbbemt:iarché et une maniéere plutot
facile de satisfaire ses besoins nutritionnels oEmaintenant, dans les pays dont la
population est dense comme la Chine, I'Inde oudgijue, les [égumineuses occupent une
place de choix dans l'alimentation. A l'inverseysiies pays industrialisés on a attribué le

nom dépréciatif de « viande des pauvres » aux léguses et leur consommation est
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nettement inférieure a celle des pays ou la popul&st dense. Malgré cela, les [égumineuses
tendent & augmenter leur popularité depuis qulanrézonnait des avantages sur la santé
(Geil et Anderson, 1994).

3. Les legumineuses

Les Iégumineuses sont des végétaux supérieurpparteennent a la famille des
Leguminosae (ou Fabaceae), de I'ordre des Falidles forment I'une des plus grandes
familles de plante@Broughton, 1983)et se divisent en trois sous-familles: les Papéla#aes,
les Mimosacées et les Césalpiniacées. Les espedasdus-famille Papilionacées sont
présentes dans le monde enfiRachie, 1979rlors que les deux autres sous-familles sont
principalement constituées d'espéces ligneusesgilens tropicales ou subtropicales.
La famille des légumineuses est tres diversifigesdes différentes régions du globe,
avec des sites spécifiques pour certaines espéess,une grande famille constituée de
plantes ligneuses (zones tropicales) et herbazéasg tempérées) avec quelques arbres et
arbustes qui regroupent environ 12 000 especesigpan 400 a 500 genres
(Bhattacharyya et Johri, 1998).

En Algérie, les fabacées ligneuses occupent une jiaportante et jouent un réle
important dans I'équilibre du milieu naturel etutie contre la désertificatiafDjabeur K H
et al, 2007).

3.1 Classification botanique des Iégumineuses

La famille des Fabacées est formée de 3 souskammdt leurs genreg¢Spichiger
,2004):

- Césalpinioidées (fleur en pseudo-papillon)Afzelia, Bauhinia, Caesalpinia, Cassia,

Ceratonia, Cercis, Delonix, Gleditsia, ParkinsoBi@nna.

- Mimosoidées (fleur réguliere). Acacia, Albizia, Anadenanthera, Entada, Ingamba,

Paraserianthes, Pithecellobium.

- Faboidées ou Papilionoidées (fleur typique en pajah) : Abrus, Amorpha, Anagyris,
Anthyllis, Apios, Arachis, Argyrolobium, Astracarah Astragalus, Biserrula, Bituminaria,
Calicotome, Caragana, Chamaecytisus, Cicer, ColW@eaonilla, Cullen, Cytisophyllum,
Cytisus, Dorycnopsis, Dorycnium, Echinospartum,n&tea, Galega, Genista, Glycine,
Glycyrrhiza, Hedysarum, Hippocrepis, Hosackia, Hgowarpos, Indigofera, Laburnum,

Lathyrus, Lens, Lespedeza, Lotus, Lupinus, Medicagelilotus, Onobrychis, Ononis,
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Ornithopus, Oxytropis, Phaseolus, Pisum, Retambjrity Scorpiurus, Securigera, Sesbania,

Sophora, Spartium, Trifolium, Trigonella, Tripodiddlex, Vicia, Vigna, Wisteria.
3.2 Description botanique des Iégumineuses

La famille des fabacées est une famille des pladtestylédones, elles possedent
plusieurs caractéres morphologiques en commun,damnplantes herbacées, arbustes, arbres
ou plantes grimpantes a lianes volubiles ou aegjlla métabolisme azoté élevé et acides
aminés inhabituels, souvent nodules racinairesecamts des bactéries fixatrices d’azote
(rhizobium)(Judd et al, 2002).

Les Légumineuses sont définies par des caractssestels :

Le réceptacle :(extrémité du pédoncule floral) est élargi en ferde céne, de plateau, de

cupule, d'urne.

Le gynécée (pistil), libre et supere, est, sauf exceptionsluréa un seul carpelle dont les

bords sont suturés dorsalement.
Ce caractere suffit a conférer a :

La fleur présente une symétrie bilatérale (zygomorphiéezda plupart des Légumineuses,
cette zygomorphie est étendue a lI'ensemble deua ftalice, corolle, androcée) suivant des
modalités facilement reconnaissables, propredamdle.

La graine, contient I'albumen qui est extrémement réduithtdéme, trés généralement, fait

défaut

Les racines :portent des galles noduleuses produites par unerim¢Rhizobium) utilisant
l'azote libre de l'air pour la synthese d'aminalasiet pour qu’elles puissent vivre et se

multiplier.

D'autres caractéres, sans étre aussi constantsex@o@mement répandus dans la famille et

contribuent & lui donner sa physionomie.

Le fruit: et une gousse (ou légume), c'est-a-dire un fruit Seuvrant par deux fentes
opposées, dont I'une correspond a la suture doesdlgutre a la ligne médiane du carpelle
unique ; dans quelques genres, la gousse, segheydie, ou charnue, ne s'ouvre pas.
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Les feuilles :sont généralemel composées pennées ou bipennétens quelques genres,
feuille est simple et entiére par avortement ddislés latérales (seules subsistent la fol
terminale ou deux fadles terminales concrescenou par avortemerttes pennes du rachis

(phyllodie).a la base des pétioles et sont le plus souvent cséeg

En pratique, reconnaitre qu'une plante est unerhéguse est toujours fac : méme si lI'un
des caractéres essentiels ou subsidiaires faiiiééa autrecaractéres suffisent pleinemer
I'identification (Mangenot G. ?)

3.3.Répatition géographique des Fabaces :

Les Fabacgs constituent la troisieme famille des angiosperdeepar le nombre
sesreprésentants. Elles ont une distribution quasnop®lite et se trouvent dans les zc
tropicales, subtropicales ou tempérées (figur€ajte famille s'accommode d’'une trés le
gamme d’habitats, et inclut autant de plantes luédsm aquatiques xérophytes, que d

arbustes, des arbres ou des plantes grimpantases Wolubile vrille(Heywood V H, 1996

NS

Figuredl : Carte de répartition géographigde la famille des Fabaes
(Heywood V H, 1996)
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3.4. Réle des légumineuses spontanées en Méditerdan
Les plantes de la famille des Iégumineuses sontomposante principale de tous les

habitats du bassin méditerranéen. C'est la enaiféty a la plus grande concentration en
nombre d'especes de légumineuses. On compte 94sgent956 especes. Ainsi, la
Méditerranée est le centre de diversité pour Ipeas de léegumineus@daxted et Bennett,
2001a) Les légumineuses spontanées jouent plusieurs t@enordant et al, 1977 ;
Boulos, 1983 ; Le Floch, 1983 ; Boukef, 1986 ; Wieks et al, 1996)Elles jouent un role
dans les usages médicinaux traditionnels des pigndaruralegCeratonia siliqua), dans
I'alimentation humainéCeratonia siliqua, Lathyrus ochrus, Vicia sativa, etc.). Leur réle
majeur est dans le fourrage. Cependant certainesslespéeces peuvent présenter une toxicité
reconnue ou présuméanthyllis henoniana, Cystisus villosus, etc.) du moins durant une
période de leur cycle de développem@naxted et Bennett 2001b)présentent dans leur
revue sur les légumineuses en Méditerranée, ueediés especes ayant une importance

économique (fourragére ou alimentaire pour I'hnomfbeinordant et al, 1977)

4. L'utilisation des légumineuses
4.1. L’alimentation humaine

Les |légumineuses présentent plusieurs atoutsnémi@ source de protéines végétales
pour I'alimentation humaine avec I'évolution degimges alimentaires incorporant, la plupart
des Iégumineuses a graine sont destinées presgusiegement a la consommation humaine,
sont utilisées dans la préparation de quelqueteedetcuisine et la fabrication de produits de
boulangerie ou de nourriture pour béfésisin A.S. et al, 2013).

Ces plantes se cultivent facilement et donnengd@ses qui sont conservent bien en
hiver lorsqu’elles sont seches. Mais dans la plugas pays européens, la consommation de
ces légumineuses a beaucoup clilgén duval, 2008)

4.2. L’alimentation animale ( Fourrages et granulép

Dans les prairies, on trouve de I'herbe mais adssiplantes riches en protéines comme
les trefles, le sainfoin, la vesce. Toutes cestptasont tres importantes pour I'alimentation
animale mais elles ne sont pas suffisantes po@desges actuels.

Les légumineuses étaient principalement cultivées [a production de fourrages
riches en protéines. Ces cultures étaient insélaes les systemes de polyculture-élevage en
raison de leur réle agronomique vis-a-vis de l'azi@ns la rotation, la surface de cultures
pures des léegumineuses fourrageres est le rédaltatrévolution fourragér@oisin A.S. et
al, 2013)
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4.3. L'utilisation économiques et importance

La vaste sous famille des fabacées regroupe deneoses plantes utiles recevant des
applications industrielles, alimentaires ou enarementales\itaine O et al, 2003)
L’intérét industriel résulte du fait que beaucougsgéces de cette famille fournissent
des produits industriels tels queSga qui est utilisé a grande échelle dans I'élevage
industriel, leDerris et lesLonchocarpus qui donnent les roténoides insecticides, utilisés
contre les parasites des animaux domestiques atbisifions et des végéta(lxnuma M et
al, 1993).

D’autres espéces produisent des substances casyabid’autres sont utilisées en
parfumerie commeterocarpus santallinus. Certaines especes sont ornementales tels que le
Robinier, faux Acacia, Cytise, Glycine, ... éfentonio G et al, 1997)

4.4. L'utilisation thérapeutique des Iégumineuses

L'intérét pharmaceutique des fabacées est a sorirtss important vu le nombre élevé
d’espéeces figurant dans les pharmacopées et dodearambreux produits utilisables en
thérapeutique . Beaucoup d’especes de fabacéedesnpropriétés thérapeutiques et sont
utilisées en médecine traditionnelle, ce sont des espéces de grande importance
alimentaire et ayant deeurs propriétés antidiurétiques, stimulantes, éigies et action
antihémorragique au niveaes capillairegMekkiou R, 2005).

Des études épidémiologiques examinées la relatite & consommation de
légumineuses (haricots Pinto, haricots rougesgdes a ceil noir, arachides et beurre
d'arachides) et la diminution des facteurs de asuutritionnels des maladies
cardiovasculaires, Toutefois, les mécanismes bigleg exacts expliquant linfluence
desfibres alimentaires sur la santé cardiovaseutarsont pas entierement compris
(King DE,2005).
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Chapitre 1l Gara balais

1. Historique

Genét de grande taille, le genét a bal&@ytibus scopariukink ouSarothamnus
scopariusWimmer ; légumineuses), que la classification biojae actuelle associe aux
cytises, doit figurer parmi les remedes diurétigdesbase de la pharmacopée indigéne.
Inconnu des Anciens (il ne croit pas en Grece aetgua dans la plus grande partie de la
région mediterranéenne), longtemps confondu avaatrds « genéts », il figure cependant
chez quelques auteurs de la Renaissance avecniiebs#ge ses indications actuelles.
(Rambert Dodoens 1552)par exemple, conseille l'infusion de ses jeura@seaux « pour
faire passer les eaux et les urines des hydropiguesm 1701, le maréchal de Saxe fut

débarrassé d'une hydropisie rebelle a tout traiémre prenant le vin de cendres de genét que

M Fouquet, mére du surintendant des Finances des AW, avait formulé en 1678 dans
sonRecueil de remedes faciles et domestigDepuis 1852, année ou furent découverts ses
deux principes actifs les plus importants, le genalais a été I'objet de nombreuses analyses
et expérimentationgLieutaghi, ?)

2. Genét a balais
-Ethymologie:
Sarothamus : ce mot est d’origine grecque, « safbalai) et « thamos » « buisson ».

- Noms communs :

Genét a balaigytise a balais, genettier, grand genét, juniessethamne, spartier a balais,

sparte, genét commun, genét digknonyme?2)
- Nom scientifique :
Cytisus scoparius (L.) (Sarothamnus scopariugWilhelm, 2013)

- Nom anglais :

Broom. . (Anonyme2)

- Nom arabe :

Ji5sl
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- Famille :
Fabacées (Iégumineuses, fabacea@nonyme2)
- Cycle :

Plantevivace qui peut vivre 12 anfAnonyme 1)

-Toxicité :
Toxique a forte dos€ Anonyme 1)
- Mode de multiplication :

Semis au printemps, il est aléatoire, les graimees@nt mettre plusieurs années avant de

germer.
Bouturage en juin, il est principalement par boait(dnonyme 3)
- Exposition :
Ensoleillée (Anonyme 3)
- Qualité du sol :

Profond, peu fertile, peu humifére, sec, sablonpéaks mais drainé. Le genét tolére

les sols calcaires et aussi les sols chargés sretsapprécie les sols acidésnonyme 3)

- Culinaire:
Les bourgeons confits dans du vinaigrtuesel aiguisent I'appétit, on les appelle
capres allemands. Les fleurs décorent et reléesrgdladegAnonyme 1)
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Classification :

Régne Plantae
Sous-régne Tracheobiont
Division Magnoliophyt:
Classe Magnoliopsid:
Sous-classe Rosidae
Ordre Fabales
Famille Fabacee
Genre Cytisus

Genét a balais

Nom binominal Cytisus scoparius
(L. Link, 1822)

3. Description botanique

Arbrisseau (atteint 3m). Trés rameux. Tiges vertes. plus jeunes souples a 5 any
ou peu aillées. Rameaux loi: feuilles alternes, a pétiole bref, lancéoléusqu’a 7mm) ;
celles des rameaux courts en ros; a la base sont semblable a celledes tréfles (3

folioles) ; jusqu’a 20 mm entierement velue

Figure 02: Genét a balaigVenette ,2015)
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Floraison : mai - juin Fleur jaune vif, hermaphrodites (jusqu’a 2,5 mpay, -2 sur

rameaux courts. Entomogampollinisation surtout par le bourdon).

Pétale dorsal etendard

Pétale latéral
= aile

Caréne : A
2 pétales ventraux partiellementsoudeés

. Pétale jaune étendard

Sépale vert:If

Pédoncule
floral

Figures 03,04 ,0 : Fleur du Genét a balais sadifférents ingles.
(Venette ,2015)
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Fruit en Aout _ Septemt : gousses (jusqu’a 5cm), ciliées, plates, noinegturité

Figiure06 : Fruit mature (gousse fermée) Genét a balaigVenette ,2015)

Figures 07: Fruitmature(gousse ouverte) du Genét a bal@fenette ,2015)

Rameaux jadis, employés pour faire des b .Graines récoltées et dispersées pal
fourmis, car elles ont un appendice huileux (élaoe). (Wilhehm E, 2003)
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4. Répartition géographique

Le genét a balais estiginaire du nord-ouest de I'Europe, il a étédangnt introduit sur
d'autres continents. Il est considéré comme ur@elavasive dans I'ouest des Etats-Unis et
du Canada, en Inde, en Afrique du sud et en Océlhpieusse trés bien sur sol siliceux et
dans les zones déboisées. Sa grande rusticiésigke a des températures de -25°C) explique

pourquoi il est tres répand(Anonymel)
5. Composition chimique du Genét a balais

Un hétéroside, la scoparine (ou scoparoside), meat@olorante jaune présente
seulement dans les fleurs, plusieurs alcaloideplus important étant la spartéine (qu'on
retrouve chez le spartier), et de I'huile essdatieh faible quantité sont a l'origine des
propriétés multiples du genét a balais. La spagtést tonicardiaque ; elle exerce une action
légerement curarisante sur les terminaisons dds neteurs et paralysante sur le systeme
nerveux central. Elle stimule les centres respirasoet atténue la sensibilité a la douleur, ce
qui a permis de I'employer comme adjuvant dansdtrésie générale. Elle a comme la
scoparine une action diurétique. On attribue aatemes le pouvoir hypertenseur et vaso-

constricteur de la plante, analogue a celui dedfzaline (Lieutaghi, ?)

6. Propriétés thérapeutiques et médicinales du Gena balais

De nos jours, le genét a balai n'intéresse pasegugalayeurs, car l'industrie
pharmaceutique en retire divers alcaloides fortipté, dont le principal est la spartéine,
substance cardiotonique remarquable, modératagelatrice et protectrice du coeur, présente
dans les tiges et les feuilles, il est donc indipoér le traitement de I'éréthisme cardiaque,
insuffisance cardiaque, trouble du rythme, hypatemsétention hydrique.

En outre, de nombreux auteurs ont prouve les iestaibles propriétés diurétiques de la fleur
de genét.

Sous son action, le volume des urinesdétcsingulierement, permettant une
importante élimination des chlorures.

Il est tres utile contre la goutte, les rhumatisnteeprotéinurie et I'cedeme généralisé.

La spartéine agit comme ocytocique en augame la vigueur des contractions de
l'utérus.
On emploie donc parfois le genét a baladpenles accouchements. Il diminue

également les saignements qui en résultent.
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Le genét est tres apprécié pour son actoire les morsures de serpents, ce n'est pas
par hasard si, dans le Sahara, on recouvre lesinesrde vipere avec des tiges de genét pilées
et bouillies. D’autres recherches ont prouvés gugehét neutralisait les venins, ainsi que
I'ont prouvés des recherches sur les venins deevgiéde cobra, en partant de I'observation
faite par les bergers que les moutons ayant irdjégenét survivaient aux morsures de ces

serpents.

6.1. Bienfaits du Genét a balai sur la santé
Eréthisme cardiaque, insuffisance cardiatoeble du rythme, hypotension, rétention
hydrique, augmente le volume des urines, éliminadies chlorures, la goutte, les
rhumatismes, la protéinurie et I'cedeme généradéisgccouchements, contre venin, vaso-

constricteur, abces.
6. 2. Contre-indications du Genét a balai sur laanté

L'utilisation du genét & balai est déconseillée@urs de la grossesse ou en cas

d'hypertension.

La plante n'est pas dénuée de toxigidonyme?2).
6.3. D’autres utilisations

Comme son nom l'indique, le genét a balais étaitfnis utilisé pour la fabrication de
balais : les rameaux étaient séchés puis accraché@s manche de bois. De plus, il était
également employé en remplacement du chaume daasnes montagnes pour couvrir les
toits. L'écorce de l'arbuste était aussi exploit@er la fabrication de cordage, ainsi que pour

le tannage des cuirfAnonymel)
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1. Matériel végétal

La collecte des gousses a été faite de différeggions des wilayas de Souk-Ahras et

Guelma.
2. Méthode d’étude

2.1. Préparations des échantillons

Les graines sont extraites des gousses et ellasbsoyees au mortier et réduites en
farine, puis mise dans une solution NaCl 0,5 M a8l et en fin réparties dans des tubes

eppendorf.
2.2. Extraction des protéines totales

Afin de procéder a I'extraction des différentexfi@ans protéiques, nous avons suivi la

technique établie pgLaemmli, 1970).

L’extraction des protéines est réalisée a partilad@arine des graines, les étapes d’extraction

sont effectuées comme suit :

e prendre 150 pl de la solution d’extraction 1% DT1(g DTT dans 10 ml de la
solution stoock) et I'ajout a chaque tube Eppendonitenant la farine.

» Mettre les Eppendorf dans I'étuve a 60 °C pen@ant

» Centrifuger les tubes a 12000 tours pendant 1Qitesnet utiliser le surnageant pour

I'électrophorese.
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Grains broyés (19)

<

NaCl0 0,5 M (pH=6,8)

<

Ajouter 150 pl de DTT a chaque Eppendorff

<

Etuver a 60°C / 2 heures

<

Centrifugation a 12000 tours/10min

Figure 10: Extraction des protéines totales selon la technitg(eaemmli, 1970).




Chapitre Il Matériel et méthed

3. Technique d'électrophorese

L'électrophorese est une technique physicochimiguuiesépare des constituants ionisés
dans un champ électrique. Cette technique biochienie séparation fondée sur le fait que
des molécules portant des charges électriguesatitiss migrent a des vitesses différentes
lorsqu'elles sont placées dans un champ électriuéidée d'utiliser cette caractéristique
pour séparer des molécules remonte a la fin dundixdeme siécle, c'est le biochimiste
suédois Arne Tiselius (1902-1971), prix Nobel démsé en 1948, qui réussit le premier a
séparer par cette technique les protéines contatares des liquides biologiques complexes
comme le sérum sanguin et le lait. Aujourd’huild@rophorese est devenue une technique de
routine dans les laboratoires ou on l'utilise pséparer notamment les protéines et les acides
nucléiques. L’électrophorése des protéines peut édalisée sur des supports varies,
notamment sur gel de polyacrylamide ou sur gelat@se selon les informations recherchées.
L’électrophorése de protéines sur gel d’agarosdaestchnique la plus aisée et la moins.
colteuse a mettre en ceuvre dans un établissenargetnement avec un matériel limité.

Elle nécessite simplement une cuve a électroph@tasee alimentation continue.

3.1. Principe de I'électrophorese

L'électrophoréese est une technique qui permet plereédes molécules, notamment des
protéines, selon leur charge électrique. Quand sketrouvent a un pH différent de leur pH
isoélectrique, les protéines sont électriquemeatgges. Placée sur un support, gel d'amidon
ou d'acrylamide, et sous l'action d'un champ étpar pendant un temps déterminé, les
protéines se dirigent vers ['électrode de chargposge et parcourent une distance
proportionnelle a leur charge électrique. Leuratise de migration dans le gel est fonction de
I'intensité et de la durée du courant appliquépHuauquel s'effectue la séparation et de la
résistance mécanique opposée par léBmlirgoin-Greneche et al, 1993)

Une autre technique d'électrophorese (électropbaagprésence de SDS) consiste a enrober
les protéines avec des charges négatives et &peges suivant leur taille en choisissant
comme support le gel d'acrylamide qui joue un réée tamis moléculaire. Les petites
protéines migrent alors plus vite que les grosses

A la fin de la migration, les protéines sont misasgtvidence par une réaction biochimique qui
révele chacune d'entre elles sous forme d'une baidete. L'ensemble des bandes observées
constitue le diagramme protéique.

Deux types de protéines sont généralement étudiés :

- Les enzymes, protéines ayant des propriétés yugtas, indispensables dans de

nombreuses réactions biochimiques, permettanafestormation d'un substrat en un produit.




Chapitre Il Matériel et méthed
Elles sont mises en évidence de fagon spécifiqaa cours de la révélation le produit

accumulé par lI'enzyme est impliqué dans une secodatdion qui conduit a la coloration
visualisée sur le gel.

- Les protéines totales (protéines de réserve otg¢ipes de structure) sont mises en évidence
de facon aspécifique : toutes les protéines entf@asuffisante pour étre détectées sont
révélées par la coloration.

La mobilité est fonction de :

* La charge électrostatique nette des protéinesptudonné

» La dimension et la forme des protéines

* L'intensité du champ électrique (tension auxtébeles, conductibilité du support)

* La taille des mailles du support solide

« La force ionique tu tampon

 La température de I'électrolyte

3.2. Préparation des gels

Les plaques de verre qui servent de moule pourolgmgrisation des gels sont
nettoyées a I'éthanol. Elles sont ensuite assesil@éec deux espaces d'une épaisseur de
1,5mm chacun.

a. Le gel de séparation (running gel) a Ph 8,8

Ce gel a T=12,8 % est constitué dacrylamide a 3p%), de N, N’'méthylene
bisacrylamide a 2% (p/v), de tris-HC1 1M a pH 88 8DS a 10% (p/v).La réaction de
polymérisation est catalysée par de I'ammoniumutfete (APS) a 1% ainsi que du Temed.
Le gel est bien mélangé puis coulé entre les déagups. Ces dernieres ne doivent pas étre
remplies complétement, afin qu'une couche de getaheentration, d'une hauteur de 4cm
puisse étre coulée. Une fine couche de n-butartadlégsosée sur le gel de séparation. Elle
constitue une barriere entre le gel et l'air. Lepgdymérise a température ambiante pendant
45 minutes environ.

b. Le gel de concentration (stacking gel) a pH 6,8

Ce gel a T=2,8% a pour rdle de concentrer les pregéde les mettre au méme niveau
et de retenir les impuretés. Il a la méme commmsitjue le gel de séparation, sauf que le
trissHC1 est a pH 6,8. Aprés polymérisation dudgelséparation, le n-butanol est rincé et le
gel de concentration est coulé de facon a remgdirnhoules. Des peignes a 15 puits sont
rapidement insérés dans le gel de concentrationdeZeier polymérise entre 90 et 180
minutes. Les peignes sont ensuite enlevées euies gpnt remplis avec du tampon avant le

dépot des échantillons.
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3.2.1 Tampon d'électrophorese

Aprés dépbt des échantillons, la cuve d'électraggerest remplie avec un volume
suffisant de tampon de migration, composé de géyae Tris et de SDS.

3.2.2 Conditions de migration

La température de la cuve est maintenue aux ersvilenl0°C grace a un systéeme de
refroidissement qui lui est raccordé. Pour une aleveleux gels de 180 x 160 x 1,5mm de
dimension chacun, la migration est menée a unesitéede courant de 80m A avec une
tension maximale de 1200 V.

3.2.3 Fixation, coloration et décoloration

Apres la sortie du front de migration, le gel decantration est éliminé, les gels sont

démoulés et mis dans des bacs contenant une soktimposée d'un agent fixateur des
protéines, le TCA (acide trichloracétique) a 60%isiaqu'un produit colorant, le bleu de
coomassie R-250. Les becs sont mis an agitatiodgmr?4 heures. Les gels sont ensuite

décolorés deux fois a I'eau.
4. Lecture des diagrammes

Pour chaque diagramme électrophorétique, l'intériss bandes polymorphes obtenues

est appréciée sur le gel a I'eeil nu et elle eshésten 1 (présence) et 0 (absence).
5. Etude statistique

L’ensemble des mobilités de toutes les bandes axtbité par I'établissement d’'un
tableau dichotomique d’identification variétale silque I'établissement de groupes de
variétés et le calcul des indices de ressemblances.

Les traitements statistiques et graphiques dedmiée des résultats obtenus ont été réalisés

avec le logiciel MINITAB.
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Dans notre travail nous avons utilisés les progintales du Genét a balais pour
I'identification variétale .L’étude éléctrophorétig a révélé que les protéines étudiées

présentent un polymorphisme important.
1. Etude de la diversité des protéines totales

Le diagramme électrophorétique des 15 échantiienGenét a balais analysés
renferment, de 12 a 148 bandes décelables qupadissent sur les 4 zones, le diagramme
est lu par zone.

On a identifié 394 bands de protéines totales dailités différentes. Tout échantillon
confondu répartis comme suit :

En comparant les profils des 4 zones, nous pousadeger les observations suivantes :

12 bandes pour zone A
88 bandes pour zone B
148 bandes pour zone C

146 bandes pour zone D
Ces quatre zones sont caractérisées par les gadenmagbilités suivantes :
13mm > zone A> 25 mm
26mm> Zone B> 50 mm
51mm> Zone C> 75 mm

76mm> Zones D> 99 mm




Chapitre IV Résultats et discugsso

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15

f

Zone
>' BetC

"

>

o

Figure 09 Profil électrophoretique des protéines totales\deiétés de Genét a balais.

La variabilité génétique a été détecté a partindechnique d’électrophorese. Le
profil électrophoretique des protéines totalesvdgstés de Genét a balais a indiquer gu'’il y a

15 variétés différentes présentées dans le tablégant :




Chapitre IV

Résultats et discussso

Tableau 01: variétés de Genét a balai étudiés.

Variétés

= R = B o o o o
ol SN NGO ] B \O) & w N [

o
ol

o
|

=
o

=
=

Souk Ahras
Souk Ahras
Machrouha
Machrouha

Machrouha
Ain Seynour
Ain Seynour
Ain Seynour
Ain Seynour
Ain Seynour
Guelma
Guelma
Guelma
Guelma

Guelma

TAG 1

TAG 2

VER 1

VER 2

VERS3
AS 1
AS 2
AS 3
AS 4
AS 5
CAL1
CAL 2
CAL 3
CAL 4

CAL S5
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2. Choix de la région de lecture
Les résultats obtenus par le SDS PAGE montrentagueones B et C sont les plus

polymorphes.

La zone A:
Elle est constituée de 12 bandes numérdigés bande la plus lente a la bande la plus

rapide, elles sont notées deadAa2.

Les configurations fréquentes sont cellestnaom une seule bande ayant pour mobilité
13mm qui apparait chez 5 variétés qui sont : TAGHR 1, AS4, AS5 et CAL 1.

Les Zones B etC:

Les bandes de la zone B et la zone C notées respraent B1 a B88 et C1 a C148.
C’est la zone la plus polymorphe, elle renfermdgsides bandes de faibles résolutions qui

ne sont pas décelables, ce qui donne une diffieuédecture.

Les configurations observées sont celles montna@toande ayant une mobilité de
52mm qui apparait chez 11 variétés, et celles maohtes bandes a mobilités de 53mm et

67mm qui apparaissent chez 10 variéteés.

Les configurations fréquentes sont celles monwaetbande ayant une mobilité de
75mm observées chez 9 variétés, et celles désiggmbandes a mobilité de 38,5mm, 54mm
et 68mm observées chez 8 variétés. Et enfin lefsigtmations fréquentes qui montrent une
bande ayant une mobilité de 44mm, 45mm, 47mm ,49%0mm, 51mm et 60mm observées
chez 7 variétés.

La zone D :

Les bandes de la zone D, notées de D1 a D 146, edasbandes des zones
précédentes présentes un grand polymorphisme.

En effet, les configurations fréquentes sont sallésignant une bande ayant une
mobilité de 76mm, 86mm ,87mm, 95mm et 96mm obserehez 8 varietés, ainsi que celles

ayant une mobilité relative de 88mm observée chexri@tes.

Les configurations qui désignent une bande ailittode 77mm, 78mm, 94mm

observées chez 10 variétés.
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3. Etablissement du diagramme type variétal

L’analyse du diagramme montre des différences tzdei®, on a établi un tableau
dichotomique d’identification variétales qui eshél® sur un caractére qualitatif (absence ou
présence d’'une composent), qui aboutit a I'étadinent des groupes de variétés ainsi que le

calcul de ressemblance entre les variétés afinatliéy le polymorphisme génétique entre les
variétés étudiées.
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Tableau 02:Clé de détermination des variétés de Genét a balaiésentés

dans la figure (09)

0 :absence 1:présence

CAL2 | CAL3 | CAL4 | CALS

CAL1

AS5

AS3 | AS4

AS2

TAG1|TAG2 | VER1 | VER2 | VER3| AS1

1

0

0

0

1
0

1
0

0

1
1

1
0

13 mm

14 mm

15 mm

16 mm

17 mm

22 mm

25 mm

26 mm

27 mm

29 mm

29,5 mm

30 mm

33 mm
34,5 mm

35mm

36 mm

38,5 mm

40 mm

41 mm

42 mm

43 mm

44 mm

45 mm

46 mm

47 mm

48 mm

49 mm

50 mm
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Ce tableau renferme les configurations réellepde®ines dans le gel, il permet de
conserver une image réelle du gel. Il peut aussirssomme base de donnés pour
I'établissement d’'un catalogue et ont de ce faét application directe dans I'identification
variétales.

3.1 Diagramme observé chez les variétés étudiées

Les diagrammes sont lus par zone, quatre zone&@identifié (figure 09), Le
diagramme peut présenter des zones bien indivetidé bandes, pour chaque zone des types
(groupesde bandes) sont définis un méme groupemefdes variétés qui ont le méme
profilélectrophoretique et qui sont étroitementaeptes.

D’un autre coté les variétés n'appartenant pas @mergroupe peuvent avoir des profils
treés proches.Le calcul des indices de ressembla@ceset d’évaluer le degré de parenté entre

les variétés.
3.2 Calcul de l'indice de Similarité (IRS)

hY

L’indice de similarité a été calculé selon la méhade (DEDIO et al; 1969) en
rapportant I'indice de similarité absolu (IAS) aanmbre total (N) des bandes présentes dans

I'un des diagrammes des variétés comparées.

L’IAS présente 'ensemble des bandes qui ne soatgignificativement différentes d’'une

autre lorsque ‘elles sont de méme mobilité

IRS =IAS /N x100
Les valeurs de I'IRS sont rassemblés dans le tabfemt considérés comme
Significativement élevées de 85 a 100%, et sigatiflement faibles de 0 a 100%.
Le calcul de l'indice de similarité a permis lesetvations suivantes :

- Les valeurs de I'IRS varient entre 03% et 100%.

Des valeurs élevées signifient que les diagrammestges proches et les variétés sont trés
apparentées, nous avons remargqué gu'’il n y'a pagadétés qui sont trés proches ce qui

signifie qu’il ya un grand polymorphisme.

- les variétés ayant les IRS les plus bas (engel®%). Les valeurs faibles signifient que les

diagrammes présentent de grandes dissemblances.
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Tableau 03:Indices de ressemblances entre les diagrammesoglecretiques des protéines

totales en %.

TAG1|TAG2|VER1 | VER2 | VER3 | AS1 | AS2 | AS3 | AS4 | AS5 |CAL1 | CAL2 | CAL3 | CAL4 | CALS Va(rélet
100% | 26% | 24% | 15% | 22% | 16% | 12% | 29% | 24% | 17% | 21% | 26% | 15% | 20% | 20% |TAG1
100% | 23% | 18% | 22% | 21% | 13% | 35% | 26% | 14% | 17% | 23% | 19% | 17% | 26% | TAG 2

100% | 15% | 17% | 10% 5% 21% | 22% | 22% | 29% | 17% | 21% | 17% | 23% | VER1

100% | 21% | 27% 5% 26% | 20% | 23% | 16% | 21% | 31% | 17% | 29% | VER?2

100% | 21% 5% 29% | 14% | 12% | 15% | 18% | 23% | 10% | 26% | VER3

100% | 7% 24% | 20% | 11% | 12% | 27% | 32% | 17% | 26% | AS1

100% | 10% 8% 3% 3% 8% 6% 8% 0% | AS2

100% | 28% | 18% | 12% | 22% | 24% | 30% | 29% | AS3

100% | 20% | 17% | 24% | 16% | 16% | 19% | AS4

100% | 13% | 13% | 22% | 12% | 18% | ASS5

100% | 16% | 17% | 13% | 17% | CAL1

100% | 11% | 17% | 21% | CAL2

100% | 23% | 35% | CAL3

100% | 24% | CAL4

100% | CALS

C’est le cas de Cal 5avec AS2 (0%) AS 5 acvec AS%2) , CAL 1 et AS 2 (3%) , et
AS 2 avec VER 1 (5%), AS 2 avec VER 2 (5%), et 28vec VER 3 ( 5%),

le cas de

CAL 3 avec AS 2 (6%) , AS 2 avec AS 1 (7%), CALLaAS 2 (8%), aussi le cas de CAL 2

avec AS 2 (8%), et AS 4 avec AS 2 (8%), et enfin3&/ec AS 2 (10%) et CAL 4 avec VER
3 (10%).

|
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4. Exploitation des résultats
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Figure10: Dendrogramme de similarités des protéines totales.

Le dendrogramme de similarité représenté dansglaef (10), montre une certaine
dissimilarité entre les variétés étudiées.

En effet, on peut diviser notre dendrogramme egré8pes :

-le premier groupe constitué des variétés TAG 1GTA et VER 1, ou la similarité entre
TAG 2 et VERL1 est de 66 ,45 %et la variété TAGInvies rejoindre au seuil de similarité
58 ,66%.

-le deuxieme groupe est composé des variétés VEMS 1 qui ont un seuil de similarité de
84,34%.

-le deuxieme groupe est constitué de 03 sous-gsoupe

*le premier sous-groupe qui renferme AS 2 et CAlgW présentent une similarité de

93,18%, la variété AS 4 vient de les rejoindre ewilgle similarité 88,52%.

* le deuxieme sous-groupe constitué par CAL 34&L 6 qui ont une similarité de
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98,38 %, la variété CAL 4 vient de les rejoindresauil de similarité 96,51%.Par ailleurs les
variétés AS 5 et CAL 1 viennent rejoindre ce soumige au seuil de 94,14%tandis que la

variété AS 3 vient de rejoindre tout le sous-groapeeuil de similarité 89,90%. En fin,

La variété VER 3 rejoint toutes les variétés dussgroupe au seuil de similarité 79,53 %.

=
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Conclusion

Les marqueurs biochimiques et moléculaires ont dmbmeuses applications en
génétiqgue des plantes. lls permettent d’observer faiwn plus ou moins fine, le
polymorphisme de certaines protéines et donc denfagdirecte le polymorphisme des

séquences d’ADN a partir desquelles elles sontiitesl Givet et Noyer, 1999).

L’étude de la diversité génétique du genet a baatrepris dans ce travail a permis d’évaluer

la diversité protéique et son utilisation comme miie génétique.

L’électrophorése mono dimensionnelle sur gel deyamlylamide en présence de Sodium
Dodecyl Sulfate (SDS-PAGE) donne une bonne réswiudes protéines étudiées.

Le calcul des indices de ressemblances ainsi gttablissement du dendrogramme de
similarité ont été effectués en se basant sur llgmaphisme éléctrophorétique des protéines

totales.

Les IRS ont permis I'estimation de degré de pardetvariétés, lls ont des valeurs plus ou

moins faibles ce qui indique une grande dissemblamtre les variétés étudiees.

Afin de mieux apprécier et d’évaluer cette varigdilgénétique, ainsi que d’établir les

relations phylogéniques entre les différentes e=pét serait souhaitables de poursuivre ce
travail en utilisant les techniques de biologie éaalaires telles que : les RFLP, les RAPD,
les AFLP et les micro-satellites, qui constitueels dnoyens avantageux pour étudier les

différents caractéres génétiques des populatiofsvetution des especes.

N



lLes annexes



Annexes

Annexe 1 : solution utilisées pour la SDS-PAGE

Solution stock

Tris pH 6,8 25 ml
Eau distillée 12 0l
SDS 29
Bleu de bromophénol 10 mg
Glycérol 10 mi

Solution mere d’acrylamide a 35%(a préparer avec gants et masque)
Acrylamide 58
Eau distillée Ohal

Solution mere de bis acrylamide a 2%a préparer avec gants et masque)
Bis acrylamide 29
Eau distillée 100 m

Solution stock de SDS a 10%
Sodium Dodécyl Sulfate 10g
Eau distillée 100 ml

Solution d’APS (Ammonium Presulfate) a 186 : a préparer ex temporairement
APS 10,
Eau distillée 10 mi

Tampon Tris HCI pH 8,8 (a préparer sous la hotte, avec gants et masque)
Tris (hydroxyméthyl aminomethan) B0g

Eau distillée gsp 400 ml

Ajuster a pH 8,8 avec du HCI fumant 8 a 10 ml

Eau distillée gsp 500 ml




Annexe 1 : suite des solutions utilisées pour la SEPAGE

Tampon Tris HCI pH 6,8 (a préparer sous la hotte, avec gants et masque)

Tris (hydroxyméthyl aminomethan) 28D g
Eau distillée gsp 200 ml
Ajuster a pH 6,8 avec du HCI fumant 19,5 ml

Eau distillée gsp 250 ml

Tampon d’électrophorese

Glycine 70,559
Tris (hydroxyméthyl amino Ethan) 159

SDS 59
Eau distillée gsp 5000 ml

Solution de coloration(pour deux gels)
TCA 60% 100 ml

Solution mére de bleu de Coomassie R 250 125 m

Eau distillée gsp 500 ml
Solution mére de bleu de Coomassie R 250

Bleu de Coomassie R 250 109
Eau distillée gsp 1000 ml

L’éthanol doit étre mis en agitation dans I'épraieavec un barreau aimanté. Le

bleu de coomassie est ensuite ajouté (sinon ledsend en masse au fond du contenant).

Laisser en agitation au moins deux heures, pursffila solution.




Annexe 2 : préparation des gels pour électrophores#es protéines totales

(Quantités pour une cuve de deux gels)

Gel de séparation (running gel)

Acrylamide a 35% 135
Bis Acrylamide a 2% mb
Eau distillée 16.6 ml
Tris-HCI pH 8,8 ,87ml
SDS a 10% 1ml
APS a 1% 2,5 ml
Temed 50ul
Gel de concentration (stacking gel)
Acrylamide a 35% 3,4E'm
Bis Acrylamide a 2% 0,86 ml
Eau distillée 30,4 ml
Tris-HCI pH 6,8 5 ml
SDS a 10% 0,4 ml
APS a 1% 2ml
Temed 40pl




Annexe 3 : Clé de détermination des protéines totas.

TAG1 | TAG2 | VER1 |VER2|VER3 | AS1 | AS2 | AS3 | AS4 | AS5 | CAL1 | CAL2| CAL3 |CAL4 | CALS

13 mm

14 mm

15 mm

16 mm

17 mm

22 mm

25 mm

26 mm

27 mm

29 mm
29,5 mm

30 mm

33 mm
34,5 mm

35mm

36 mm
38,5 mm

40 mm

41 mm

42 mm

43 mm

44 mm

45 mm

46 mm

47 mm

48 mm

49 mm

50 mm

51 mm

52 mm

53 mm

54 mm

55 mm

56 mm

57 mm

58 mm

59 mm

60 mm

61 mm




62 mm

63 mm

64 mm

65 mm

66 mm

67 mm

68 mm

69 mm

70 mm

71 mm

72 mm

73 mm

74 mm

75 mm

76 mm

77 mm

78 mm

79 mm

80 mm

81 mm

82 mm

83 mm

84 mm

85 mm

86 mm

87 mm

88 mm

89 mm

90 mm

91 mm

92 mm

93 mm

94 mm

95 mm

96 mm

97 mm

98mm

99 mm




Annexe 04 : Analyse hiérarchique des variablesTAG1 ,TAG2, VER1,

Analyse hiérarchique des variables : TAG 1; TAGER 1; VER 2;

VER 3; ...

VER2 , VER3, AS1

Distance du coefficient de corrélation, Liaisonvilard

Etapes de fusion

ETAPE NOMBRE | Niveau de | Niveau de Nouveau Nbre
DE similarité distance Groupes groupe d’obs
GROUPES lies dans le
nouveau
groupe
1 14 98,3801 | 0,03240 13 15 13 2
2 13 96,5188 | 0,06962 13 14 13 3
3 12 94,3636 | 0,11273 11 13 11 4
4 11 94,1442 | 0,11712 10 11 10 5
5 10 93,1823 | 0,13635 7 12 7 2
6 9 90,4579 | 0,19084 9 10 9 6
7 8 89,9047 | 0,20191 8 9 8 7
8 7 88,5264 | 0,22947 7 8 7 9
9 6 84,3438 | 0,31312 4 6 4 2
10 5 79,5338 | 0,40932 5 7 5 10
11 4 75,2109 | 0,49578 4 5 4 12
12 3 66,4492 | 0,67102 2 3 2 2
13 2 58,6637 | 0,82673 1 2 1 3
14 1 21,3548 | 1,57290 1 4 1 15

&
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