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Résumé :

Ce travail , bien que théorique , s'intéresse d'un cote a I'étude de I'Atriplex halimus ; sa description, sa
morphologie, et ses caractéristiques, et d'un autre coté aux marqueurs biochimiques et génétiques qui ont
été utilisés et / ou pourront I'étre dans le but d'étudier les différents polymorphismes de I'espéce étudiée.

Mots clés : Atriplex halimus , marqueurs biochimiques , marqueurs moléculaires , polymorphisme.

Summary :

This work, although theoretical, is interested on the study of Atriplex halimus; description, morphology,
characteristics, on the other hand to the biochemical and genetic markers which have been used and/or
may be used in order to study the different polymorphisms of this species

Keywords: Atriplex halimus, biochemical markers, molecular markers, polymorphism.
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Introduction

Les plantes du genre Atriplex se rencontrent dans la plupart des régions du globe.

Elles appartiennent a la famille des Chenopodiaceae, et se caractérisent par leur grande diversité.

Elles se présentent également caractéristique des régions arides ou le phénomene de désertification

prend des dimensions alarmantes (Le Houérou H. N. 1992)

L’espéce Atriplex halimus comprend deux sous-especes distinctes qui difféerent par leur morphologie

(densité de feuillage et longueur des rameaux floriféres) et loge écologique .

L’ Atriplex halimus L . présente un polymorphisme important qui se manifeste au niveau de la
dimension et la forme des feuilles, des valves fructiferes et des graines, ce polymorphisme est
probablement en relation avec sa grande aptitude écologique (Anonyme, 2015)

La description de la diversité génétique (variabilité génétique) a différents niveaux hiérarchiques
d’organisations peut grandement bénéficier a la biologie des populations et a la biologie de 1’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 et économiques.

Pour maintenir la diversité génétique (intra- interspécifique) il est nécessaire de décrire la diversité
actuelle a I’intérieur et entre les populations des différentes especes de plantes, mais également la
dynamique de cette diversité génétique, afin d’appréhender les mécanismes de son évolution (Grivet,
2002).

L’amélioration des plantes (Eagles et al ., 2001 ; Dekkers et Hospital, 2002) est basée sur
I’utilisation de la variabilité génétique naturelle et sur des méthodes d’exploitation rapides et fiables de

cette diversité dans les programmes de sélection.

Les marqueurs moléculaires, Le développement des marqueurs moléculaires durant les derniéres annees
offre la possibilit¢ d’établir de nouvelles approches pour améliorer les stratégies de sélection.
Ces dernieres années, l’utilisation de marqueurs moléculaires en identification variétale a connu un
développement spectaculaire. Les marqueurs moléculaires offrent en effet 1’opportunité de contourner les
difficultés liées aux observations morphologiques en identifiant des variétés directement a partir de leur

ADN(empreintesgénétiques).




Malgré que plusieurs études ont traité la botanique du genre Atriplex et 1’espéce A. halimus
spécialement, il reste beaucoup de point de litiges ; tel que la caractérisation de la morphologie florale, la

forme des fruits et sa contenance en graine.
Ce travail comporte :

v"Un premier chapitre : apercu sur I'Atriplex halimus
v" un deuxiéme chapitre ou on s’intéresse aux marqueur moléculaire et le utilisation chez | I'Atriplex

halimus L




Chapugre 1 ¢ Avriplex halimus




1. Généralités :

Selon (BENDAANOUN ,1981) la diversité des differents types de peuplements halophytes est
spécialement liée aux conditions écologiques des biotopes qu’ils colonisent (salinité, érosion, vent,

sécheresse, sols peu profond ou mobiles).

Parmi les espéces halophytes les plus ou moins vulgarisées, qui présentent un réel intérét pratique :
Atriplex halimus, Atriplex canescens, Atriplex mollis, Atriplex glauca,Atriplex nummularia
(LEHOUEROUEetPONTANIER,1988).

Le genre Atriplex est le plus grand et le plus diversifié de la famille des Chénopodiacées réparties
dans les régions tempeérées et subtropicales ; on trouve également des exemplaires de ce genre dans les

régions polaires, bien qu’en nombre tres réduit.

Généralement, il est associé aux sols salins ou alcalins et aux milieux arides, désertiques ou semi-
désertiques (ROSAS ,1989 ; PAR-SMITH,1982).

Les Atriplex des sons especes tres appréciées par les camélidés, supportent bien les conditions climatiques
et pédologiques des régions arides et semi-arides mis leur aire de répartition se réduite de plus en plus, par
suite de surpaturage et de manque de stratégie de gestions de ces parcours (BENCHAABANE,1997).

Atriplex halimus est une espéce steppique des zones salées qui s’installe aussi sur littoral ou les

conditions sont favorables.

Cette plante est polymorphe elle se trouve dans les rocailles, les talus argileux et les zones d’épandage

plus ou moins salées (QUEZEL ET SANTA, 1963).
2. La Présentation de I'espece

L Atriplex halimus (Saltbush méditerranéen) (Ortiz-Dorda et al., 2005), (synonymes: A.vestita ou
A. capennis) (Anonyme, 2000), est un arbuste vivace ((Haddioui & Baaziz, 2001) ,halophyte (Martinez et
al., 2003), natif d’Afrique du Nord ou il est trés abondant (Kinet et al., 1998) ; Il est classé second apreés
I'espéce australienne A. nummularia pour la superficie occupée (Henry N Le Houérou, 2000), Il s’étend
¢galement aux zones littorales méditerranéennes de 1’Europe et aux terres intérieures gypso-salines
d’Espagne. Atriplex halimus L.
est un arbuste fourrager autochtone qui tolére bien les conditions d’aridité (sécheresse, salinité, etc.)
(Souayah et al., 1998), peut étre trouvé dans la zone intertidale des deserts cotiers et les habitats intérieurs
sec-salins (E. P. Glenn &Brown,1998).




D’autre part, que cette espece est plus adaptée aux différentes contraintes climatiques (gelées du prin
temps et stress hydrique et salinen éte) de la zone steppique (Rahmoune et al., 2000).
Cette espece peut contribuer a la valorisation des sols marginaux et dégradés et a 1’amélioration des
productions vegeétale et animale dans plusieurs régions démunies (H N Le  Houérou, 1992).
De plus, elle appartient aux espéces d’Atriplex les plus appétibles pour le bétail dans les zones arides du
WANA(Tiedeman et Chouki, 1989), ces arbustes fourrager sont été introduits tant avec 1’objectif de
combler le déficit alimentaire du bétail que pour améliorer le  contenu protéique du régime
(Mulas & Mulas, 2004).

L'espéce Atriplex halimus présente deux sous-espéces distinctes qui different par leur morphologie
(densité de feuillage et longueur des rameaux floriféres) et loge écologique (Ahmed et al., 1996), subsp.
halimus et subsp. Schweinfurhii. La zone de diffusion de la subsp.halimus s’étend des zones semi-arides
aux zones humides ; elle est tres commune le long des cotes du Bassin Méditerranéen (Mulas & Mulas,
2004).

Plusieurs espéces du genre Atriplex ont fait I’objet de travaux de recherche. Les premiers travaux ont

porté sur I’aspect fourrager et la nutrition minérale, la résistance et la tolérance a la salinité et a la

sécheresse (H N Le Houérou, 1992).

Les expériences menées en laboratoire sur Atriplex halimus et les observations faites sur le terrain
laisse ntapenser que cette especes erait une halophyte facultative (WaiseletPollaek,1972 ;
Le Houérou, 1992 ; Bajji et al., 1998 ; Martinez et al., 2003).

Il constitue la base d'une nouvelle agronomie pour les zones arides(Abbad et al., 2003; Benrebiha,
1987).

L’Atriplex halimus est I’espéce xéro-halophyte méditerranéenne de haute résistance a la sécheresse
(Henry N Le Houérou, 2000), a la salinité (Bajji et al., 1998), et au stress des métaux lourds(Lutts et al.,
2003).




3. La Systématique:

L'espece Atriplex halimus est une plante halophyle (Pottier, 1981 ; Ben Ahmed et al.,1996), se
trouve a l'intérieur du genre Atriplex (Bajji et al., 1998), qui est le plus grand et le plus diversifie de la
famille des Chenopodiaceae (Mulas & Mulas, 2004).

A cette famille appartiennent environ cent genres qui peuvent étre divises ,suivant la forme de
I’embryon :Cyclobae, qui présente un embryon en forme de fer a cheval ou en demi-cercle comprenant

I’endosperme en entier ou en partie .A cette tribu appartient le genre Atriplex(Rosas, 1989).

L’embranchement des Spermaphytes renferme la quasi-totalité des végétaux d’intérét agronomique
(Messaili, 1995). L’Atriplex halimus est une plante fourragere importante des  zones arides
méditerranéennes (Pierre Dutuit et al., 1994). Selon Grenet (1997), les plantes fourragéres s’appartiennent

au sous embranchement des Angiospermes, qui renferme des végétaux trés variés.
Tableau 01 : La classification de I'espéce Atriplex halimus L. dans le régne vegétal est la suivante

(Quezel et Santa, 1963 ; Dupont et Guignard, 2007).

Embranchement Spermaphytes (Phanérogames)
Sous-embranchment. Angiosperme

Classe Dicotylédones

Sous- classe. Apétales

Ordre Centrospermales

Famille Amaranthaceae (Chénopodiacées)
Genre Atriplex

Espéce Atriplex halimusL.

Nomsvernaculaires:Pourpierdemer,Aramass(Quezel et Santa, 1963), Guettaf en
Algérie et Chenane en Maroc(Ozenda, 2004)




Figure n°01: . Plantes d’Atriplex halimus : sous-espéce schweinfurthii (a gauche) et halimus (a droite)
(Walker et al., 2014)

4 . Description botanique

Les chénopodiacées forment une vaste famille de 1400 espéces présentes partout dans le monde.
Ce sont pour la plupart des plantes herbacées ou arbustives, principalement avec des feuilles alternes,
parfois opposées. Tres souvent, les feuilles et la tige sont succulentes. Cela vient que beaucoup d'espéces
sont des especes halophiles et thermophiles. Les fleurs des chénopodiacées sont généralement minuscules

et verdatres. Elles sont groupées en épis, en grappes ou en panicules lache.

Les principaux genres de chénopodiacées sont Beta (bette), Chenopodium (chénopodes), Halimione et

Atriplex (arroches), Salicornia (salicornes), Sueda et Salsola (soudes) (Stanley et al.,2003).
4.1. Répartition géographique

La large repartition géographique de la famille, se trouvant simultanément dans les déserts d'Eurasie
et d'Australie, est indicatrice de son ancienneté.
Des fossiles de pollen appartenant a des Chenopodiaceae ont été datés du Mastrichtien, ce sont les plus

anciens fossiles de toutes les Caryophylliidae.

Des études moléculaires et morphologiques ont montré que les Chenopodiaceae étaient trés proches des
Amaranthaceae, et, selon certains, les deux familles peuvent étre fusionnées.




4.2. Le genre Atriplex

Les halophytes sont des plantes naturellement adaptées aux milieux salés (Flowers et al.,1986).

De point de vue écologique les halophytes sont classées en trois catégories:

> Les halophytes proprement dit: tolérent des taux relativement faibles, de 40 a 100 Mm dans une
solution de sol.

> Les euhalophytes: pouvant supporter des concentrations salines de I'ordre de 100 a 500 mm, tel
que [’Atriplex pp.

» Les hyperhalophytes: se développant a des concentrations salines excédant celles de I'eau de

mer, tel que Suedaspp, Salicorniaspp (Le Houérou, 1993).

L Atriplex, 1‘une des especes dotée d‘un grand polymorphisme li¢ a sa diversité d‘habitat (Le Houérou,
1992), sont des plantes arbustes vivaces appartenant a la famille des chénopodiacée Ces arbustes sont

considérés comme des plantes fourragere.

Les espéces d'Atriplex qui ont suscité un intérét particulier sont: Atriplex halimus; Atriplex glauca;

Atriplex malvana; repanda; atacamensis; mollis; semibaccata; canescens; vesicaria.

Mais il existe environ cing especes seulement présentant un réel réle pratique dans un avenir immédiat.
Il renferme plusieurs especes distinguables par leur morphologie, leur cycle de développement et par leur

adaptation écologique.

Elles sont reparties dans la plupart des régions du globe et leur nombre total est estimé a 400 espéces

dont 48 sont propres aux régions du bassin méditerranéen (Maalem al., 2011).
Ce sont des Xero halophytes capables a évolué naturellement dans les écosystemes salés.

Cependant, dans la phase de germination, elles restent sensible au stress salin comme le reste des plantes
(Maalem et al., 2010).

L’ Atriplex est un type fréquent dans beaucoup de régions arides et semi-arides, dans les zones seches
dans le monde, surtout dans les habitats qui combinent la salinité et la secheresse des sols.et donc forme un
utile matériel a tous les mécanismes physiologiques impliqués dans Résistance au stress salin (Kachout et
al., 2016).




4.3. Répartition géographique dans le monde

Les plantes du genre Atriplex sont présentes dans la plupart des régions du globe.

Le nombre approximatif, de ces especes, dans divers régions et pays arides et semis arides du monde, est

récapitulé dans le tableau 01 ci-dessous (Maalem, 2011).

Tableau 02: Nombre approximatif des especes d’Atriplex dans diverses régions et pays arides et
semiarides du monde (Bouchoukh, 2010 ; Bouchoul et Hezla, 2017).

Pays ou régions

Nombre d’especes

et/ou sous especes

Pays ou régions

Nombre d’especes

et/ou sous-especes

Etats unis
Australie
Bassin médité
Europe
URSS

Proche orient
Mexique
Argentine
Californie
Chili

A.rosea

A tatarica

A.tornabeni

110

78

50

40

40

36

35

35

32

30
A.mollis
A .portulacoides

Baja Californie
(Mexique)

Afrique du nord
Texas

Afrique du sud

Iran

Syrie

Palestine / Jordanie
Algérie / Tunisie

Bolivie / Pérou

25
22
20
20
20
18
17
17
16

4.4. Répartition en Algérie

En Algerie, I'Atriplex est spontané dans les étages bioclimatiques semi-arides et arides des plus grandes

superficies correspondent aux zones dites steppiques (Batna, Biskra, Boussaada, Djelfa, Saida, M'sila,

Tébessa, Tiaret) (Berri, 2008). En Algérie, les chercheurs ont dénombré 13 especes natives dont cing

pérennes et et huit annuelles (tableau 03) (Qezel et Santa, 1962).




Tableau 03: Répartition des différent esespeces d Atriplex dansl * Algérie (QezeletSanta ,1962; Bouchoulet

Hezla, 2017).
Especes Nom Localisation
A.chenopodioidesBatt Bouhanifia (Mascara) (trésrare).
A littoralis L. Environ d’Alger (rare).
A hastata L Assez commune dans le Tell
et tres rare ailleurs.
A patulaL. Assez commune dans le Tell
et tres rare a Aflou.
Annuelles A tatarical. Annaba et Stif (tres rare)
(Différent généralement par A.rosealL Biskra et sur le littoral

la forme des feuilles, du
port et des valves

fructiferes)

Vivaces

(Différent généralement par la
forme des feuilles, la taille de
I’arbrisseau, le port des tiges

et I’aspect du périanthe).

A.dimorphostegia

A.tornabeniTineo.

A.portulacoides L.

A.halimus L.

A.mollisDesf
A.coriaccaForsk.

A. glauca L.

d’Alger et d’Oran (tres rare)
Sahara septentrional (assez
commune), sahara central(rare).
Sahel d’Alger, Golfe

D’Arzew (tres rare)

Assez commune dans le Tell
commune dans toutes
I’Algérie.

Biskra et Oued —el-khir (trés
rare)

Commune en Algérie

Des résultats consignés dans le tableau 4 souligne le taux moyen de trois especes Atriplex (YYahiaoui

etal., 2014).
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Figure n°02: : Répartition de /’Atriplex halimus en Algérie (Bouchoucha et Ouazeta, 2018)
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5. Morphologie de I'Atriplex halimus

Selon la morphologie I'Atriplex halimus se divise en deux sous espéces:

v' Atriplex halimus L. halimus: est généralement plus feuillée et se rencontre sur les zones du littoral
semi-aride a humide.

v" Atriplex halimus L. scweinfurthii: est caractérisée par des rameaux floriféres dépourvus de
feuilles; c'est une sous espéce des zones arides et désertiques (Franclet et LeHouerou,1971).

v’ L’Atriplex halimus L. est un arbuste fourrager autochtone qui tolére bien les conditions d’aridité

(sécheresse, salinité,...) (Souayah et al, 1998).

5.1.Touffes
Cette espéce se développe en touffes trés denses de plusieurs metres de circonférence et de 2-3 m de
hauteur a un aspect général blanc argenté.Les rameaux dressés portent des feuilles alternes a pétioles courts

et tres variables de formes et de dimensions.

La plante adulte est tres ramifiée, ayant un aspect blanc argenté, a tige dressé d'une couleur blanche-
grisatre, a racine blanchatre s'orientant horizontalement pivotante en surface atteindre 3 a 5 fois la longueur
de tige (Benrebiha.,1987).

L’Atriplex halimus L. subsp.halimus se rencontre en région littorale semi-aride a humide ; c'est un
arbuste généralement plus feuillu, au port érigé, tres ramifié, pouvant atteindre trois métres de haut (Ben
Ahmed et al, 1996).

l Iy

Figure n°03: Plant d’Atriplex halimus .L https://www.florealpes.com
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5.2.Tiges :
Facilement identifiable grace a son habitus droit caractéristique et aux branches fructiféres trés
courtes (20 cm) et recouvertes de feuilles (Walkers et al ,2014 ; Walker et Lutts ,2014), C’est un arbuste
dont le feuillage présente un aspect blanc-argenté, pouvant atteindre un a deux métres de hauteur.

L'écorce a une coloration gris-blanchétre et les tiges sont ligneuses(.Bonnier G et Douin R. (1996) .

La tige est trés rameuse glauque argentée multicaule plus ou moins anguleuse, formé des touffes
pouvant atteindre 1a 3m de diametre. Il est trés polymorphe, son port peut étre dressé, érige ou intriqué, les

rameaux portent des grappes allongées portant des grains (Gouge - A, 2005).

Figure n°04: Tige d Atriplex halimus .L https://lwww.florealpes.com

5.3. Les feuilles
Les feuilles sont persistantes de 2 a 6 cm de long, alternes simples entiéres, avec un court pétiole,
ovale arrondie lorsqu’ elles sont jeunes triangulaires plus ou moins lancéolées ensuite, vertes argentés et
plus ou moins charnus, luisantes couvertes de poils vésiculaires trés riche en sel (Duperat,1997).
Elles sont alternes, pétiolées, ovales, plus au moins charnues et couvertes de poils vésiculeux
blanchétre ou globuleux appelés trichomes (Franclet et Le Houérou, 1971). Elles peuvent étre entiéres ou
Iégerement sinuées, parfois aiguées au sommet et trinervées (Mozafar et Goodin, 1970).

Une variabilité dans la morphologie des poils vésiculeux est également signalée chez Atriplex halimus le
poil est globuleux. (Franclet et Le Houérou, 1971).
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Figure n°05: Feuilles d’Atriplex halimus .L https://www.florealpes.com

5.4.Les fleurs
L’inflorescence est monoique, en panicule d’épis, terminale et nue. La valve fructifére est cornée a la

base.

(Talamali et al.2001) ont observé une grande variabilité dans la structure des fleurs, méme au sein de
populations trés réduites, telles des plantes maintenues en collection dans des conditions contrdlées.

Il existerait deux types d'architecture florale de base : I'une est constituée de fleurs méles pentameéres et
l'autre, de fleurs femelles munies d'un unique carpelle inséré entre deux bractées opposée (Talamali et al.,
2003).

Les fleurs monoiques, jaunatres sont réunies en épis et panicules terminales plus ou moins denses.

Les rameaux floriféres sont défeuillés au niveau des panicules. Les valves fructiferes sont coriaces,
réniformes (Ben Ahmed et al1996).

En ce qui concerne les valves fructiferes, on décéle la présence de plusieurs formes : lisses a marges
entiére (Atriplex halimus var. halimus) ou dentées (Atriplex halimus var. Schweinfurthii) (Franclet et Le
Houérou, 1971).
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https://www.florealpes.com

a. Fleur male a cing tépales Anonyme b. Fleur femelle a deux portefeuilles dont
(sd.) (Consulter 2017). I'antérieure a été rabattue vers |'avant

https://www.florealpes.com

Figure n°06: fleurs d’Atriplex halimus .L https://www.florealpes.com

5.5.Les graines
Les graines, comprimées latéralement, ont un diamétre de 0,9 a 1,1 mm (Castroviejo et al, 1990).

La dormance apparente des graines est liée a laprésence des deux bractées entourant I'ovaire qui

accumulent des substancesinhibitrices de la germination (Khadre, 1994).

Toutefois, Baji et al. (2002) ontdémontré gque le taux maximal de germination pouvait s'observer en
I'absencede sel en conditions contrdlées.
La graine est entourée du péricarpe membraneux de 2mm de diamétre, aplatie en une disposée suivant les

genres dans un plan vertical ou horizontal (Quezel et Santa, 1962).

15




L’orientation de la disposition de la graine est importante a examiner pour séparer les genres.
La graine est d’une teinte roussatre

(Franclet et Le Houérou, 1971, Quezel et Santa, 1962, Mesbah,1998 ; in Maalem, 2002).

Figure n°07: Graines d’Atriplex halimus .

5.6.Le fruit

Le fruit est membraneux, composé par les deux bractéoles indurées ou entiéres, lisse ou tuberculeuses,
farineuses pubescentes ou velues, droites ou récurvées (Ozenda, 1983).
Les fruits d’Atriplex sont trés broutés par les herbivores (Ozenda, 1982- 1964).

Figure n°08: Fruits d Atriplex halimus .LOzanda P.(1983) .
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6.Utilisation d’Atriplex et les domaines d'applications
6.1. En médecine

Les phytothérapeutes d’Arabe indigene utilisent les feuilles pour traiter les maladies cardiaques,
le diabéte (décoction) et le rhumatisme (Walker et al., 2014).

A. halimus est également utilisée pour soigner les inflammations des voies urinaires (cystites)

et les lithiases urinaires (Belouad, 2001; Emam, 2011).

En effet les feuilles d’A. halimus sont utilisées, en décoction, contre les calculs rénaux (Ghourri et al.,
2013).

Grace a leurs propriétés anti oxydantes, certains flavonoides ont un effet protecteur des tissus du foie
contre le cancer (Emam, 2011).

6.2. En alimentation

L’Atriplex halimus est un arbuste réputé pour la valeur nutritive et énergétique de ses feuilles tendres
comme aliment pour les nomades et la population locale steppique, en effet, au printemps, dans plusieurs

régions en Algérie (Djelfa) et en Tunisie (Gabes).

Les jeunes pousses de Guettaf sont consommées par I’homme, en le préparant comme des épinards, bien
que ’acreté provoquée par une élimination insuffisante de saponines pendant la cuisson ne rend pas cet
aliment trés savoureux, sa consommation reste trés acceptable par la population locale (Francelet et
LeHouérou, 1971).

Les feuilles de I'arroche marine sont consommées crues dans les salades, dans certains pays d'Europe.

Elles peuvent aussi étre cuites a la vapeur ou a la poéle.

Dans la région de Gafsa en Tunisie, elles servent a la préparation d'un couscous spécial, le bethboutha.
Dans les zones arides d'Afrique du Nord et du Moyen-Orient, elle constitue un fourrage treés apprécié du

bétai(notamment pour les dromadaires).

Les feuilles sont riches en protéines, vitamines C, A et D et en chrome. Une autre arroche était
connue dans l'antiquité. Ce que Dioscoride (médecin, pharmacologue et botaniste) décrit sous le nhom grec
d’atraphaxis (atra noir, phaxis poil) comme un vegétal cultivé dans les jardins, pourrait étre I'arroche des

jardins (Atriplex hortensis).
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En application, elle servait a traiter les inflammations.

Graines — cuites : Il peut étre broyeé dans un repas et utilisé comme épaississant dans les soupes, ou

mélangé avec des céréales pour faire du pain. La graine est petite et délicate.
La plante donnerait une manne comestible.
6.3. Arbustes fourragers

L’ Atriplex halimus est un arbuste autochtone présente un grand intérét comme une plante fourragére
dans les régions arides et semi-arides en raison de sa rusticité, sa bonne valeur fourragére, sa résistance
élevée a la sécheresse, sa faculté de tolérer des taux de salinité importants, le maintien de son feuillage vert

durant toute I’année et sa tolérance au paturage.

L’Atriplex halimus est riche en protéines, il constitue une source importante en matiére azotée pour

le cheptel, essentiellement en période de disette (EI-Shatnawi et turuk, 2002).

Sa culture pourrait étre envisagée comme source de fourrage dans les zones de grande fragilité

écologique.
6.4 Autres utilisations
Les cendres de la plante brilée sont utilisées comme alcali dans la fabrication du savon.

La plante fait une superbe haie résistante au vent a faible croissance qui peut étre laissée pousser non

taillée ou peut étre taillée.

Il est particulierement précieux dans les zones maritimes, réussissant directement sur la cote, mais peut

également étre utilisé a lI'intérieur des terres.

La plante est extrémement tolérante a la taille et peut repousser méme lorsqu'elle est coupée en vieux

bois.

La plante tire le sel du sol et a donc été utilisée dans des projets de régénération du sol pour

désaliniserle sol.

(El-Shatnawi et turuk, 2002).
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Chapigre 2 sles marquewrs

maoleculaires.




1.Introduction :

Les marqueurs moléculaires renseignent sur le genotype d'un individu et ne sont pas modifiés par
I'environnement. Ils peuvent étre utilisés tout au long d'une expérimentation et sont observables & n'importe
quel stade de développement de la plante et sur n'importe quel organe (I'information génétique de la plante
est contenue en totalité dans toutes les cellules).

Les principaux types de marqueurs génétiques utilisés sont :

- Les marqueurs biochimiques (isozyme, protéine).

- Les protéines d'une cellule végétale peuvent facilement étre extraites et analysées.

- Les marqueurs biochimiques les plus utilisés sont les isozymes.

- lls correspondent aux différentes formes d'une méme enzyme et permettent de déterminer la présence
de I'allele correspondant & chacune de ces formes. Dans ce sens, ce sont des révélateurs du
polymorphisme entre individus pour les séquences codantes du génome.

- Les marqueurs moléculaires d'/ADN. Ce sont les plus étudiés.

Ces marqueurs sont des séquences codantes ou non, présentant un polymorphisme selon les individus.
Par les techniques de biologie moléculaire, plusieurs outils ont été développés, permettant d'obtenir
directement a partir des marqueurs polymorphes de I'ADN des plantes.

- Les plus utilisés sont les marqueurs RFLP, RAPD, AFLP et les microsatellites (Diallo.2002).

2. Historique :
Historiquement, les premiers marqueurs disponibles ont été les marqueurs morphologiques.

Chez les Iégumineuses, la couleur des fleurs chez la luzerne (Medicago sativa), le tréfle violet (Trifolium
pratense) et le lotier cornicule (Lotus corniculatus), le nanisme chez la luzerne, le sens d’enroulement des
gousses chez M.truncatula,

les taches foliaires chez le trefle violet et chez M.truncatula servent de marqueurs.
Puis les marqueurs biochimiques (ou isoenzymes) basés sur des différences de poids moléculaires de
protéines ayant une activité enzymatique ont été mis au point.

Ils ont I’avantage d’étre Co dominants et I’inconvénient d’étre peu nombreux (Julier et al., 2003).
Durant les années 80, les marqueurs moléculaires (marqueurs génétiques) liés a ’ADN ont remplacé
progressivement les marqueurs visuels ou enzymatiques.

IIs offrent en effet plusieurs avantages : ils peuvent étre utilisés tout le long de I’expérimentation et sont

observable a n’importe quel stade de développement de la plante et sur n’importe quel organe (Vedele et
Loudet, 2001).
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3. Marqueurs morphologiques :

Dans les programmes de sélection des plantes, les caracteres morphologiques sont les
premiers a étre observés. Ces caractéres 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 utilisés également pour estimer la variation intra et inter populations.
Ils sont généralement limités en nombre de caracteres relevés et directement
influencés par I’environnement. Néanmoins, ils fournissent des informations utiles pour

décrire et identifier le matériel biologique (Andersson et al., 2006).

4. Marqueurs biochimiques
Les marqueurs biochimiques ont été les premiers marqueurs avoir été mis en ceuvre

pour étudier la variabilité génétique (Harry, 2001).

4.1. Les Allozymes.

Les marqueurs biochimiques dont les allozymes, ont été utilisés pour caractériser
la diversité génétique de plusieurs plantes.

Les allozymes sont des formes moléculaires distinctes d’une enzyme chez un méme organisme et ayant
la méme activité catalytique.

Leurorigine est due a une mutation au niveau de 1’acide aminé qui affecte la charge totale de la
protéine sans affecter le site catalytique.

Leur réveélation se fait par séparation electrophorétique des protéines et puis une coloration des
enzymes.

Des populations naturelles tunisiennes de M.ciliaris et M.intertexta ont été évaluées
pour leur polymorphisme génétique a 1’aide de 7 systemes enzymatiques.

Six locus polymorphes ont été distinguées permettant une analyse du polymorphisme génétique existant

entre ces deux especes annuelles (Abdelkefi et al ., 1997).

La diversité génétique d’espéces annuelles de pois chiche a été étudiée par (Labadi et al., 1996) a I’aide
de marqueurs enzymatiques. Ces marqueurs ont également été utilisés en combinaison avec des marqueurs
morphologiques pour comparer la structuration de la diversité génétique chez M.sativa (Jenczewski et al.,
1999).
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Les allozymes ont I’inconvénient d’étre lourds et difficiles a manipuler, de méme qu’ils présentent
une reproductibilité assez faible.

Vu le faible niveau de polymorphisme révélé par les marqueurs biochimiques et sa variabilité en
fonction des conditions environnementales, il est souvent nécessaire d’utiliser les marqueurs moléculaires

pour compléter I’évaluation et 1’étiquetage des ressources génétiques.

5.Marqueurs génétiques

On appelle un marqueur genétique tout marqueur biochimique, chromosomique ou moléculaire qui
permet de réveler un polymorphisme.
L’analyse biochimique des protéines ou moléculaire du géne donne acces a des polymorphismes sans
traduction perceptible a 1’échelle morphologique ou physiologique et permet de percevoir, a cette échelle,
un polymorphisme génétique non perceptible a I’échelle de 1’organisme (Serre, 2006).
L’identification de formes de polymorphismes dans les especes peut aider a comprendre leur distribution et
leur évolution historique et aussi bien leurs mécanismes d’interaction et leur coévolutions avec les autres

espéces (De Moraes et al., 2007).

6.Présentation d’un bon marqueur:

Selon De vienne (1999) un marqueur génétique idéal doit étre :

e Polymorphe : la matiére premiére du généticien est la variabiliteé,

e Multi-allélique : c¢’est-a-dire possédant plusieurs alléles (donc des séquences d’ADN différentes) sur un
méme locus (Plomion 2003).

e Co-dominant : I’hétérozygote présente simultanément les caractéres

des deux parents homozygotes, il peut étre distingué de chacun des homozygotes parentaux.

e Non épistatique : son génotype peut étre “lu” a partir de son phénotype quel que soit le génotype aux autre
locus.

La codominance et le non €pistasie peuvent étre respectivement définis comme I’absence d’interaction intra

et inter locus.

e Neutre : les substitutions allélique au locus marqueur n’ont pas d’autre effets phénotypiques (et donc
éventuellement sélectifs) que ceux qui permettent de determiner son génotype. Dans leur trés grande
majorité les polymorphismes moléculaires sont neutres

.o Insensible au milieu : le génotype peut étre inféré a partir du phénotype quel que soit le milieu

(De vienne 1998).
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7.. Marqueurs génétiques moléculaires.

Les marqueurs moléculaires correspondent a des différences nucléotidiques existant au niveau de la
molécule d’ADN (d’ou le terme moléculaire), des techniques de biologie moléculaire permettent de
révéler ce polymorphisme de séquences.

Ces différences entre alléles peuvent correspondre a des mutations ponctuelles (substitutions, insertion,
délétion), des réarrangements chromosomiques, ou des mutations silencieuses (sans effet sur 1’expression
du locus), comme elles peuvent se trouver dans des régions codantes ou non codantes.

Les possibles variations tissulaires temporelles ou environnementales de 1’expression des séquences sont
sans effet sur leur détectabilité.

Elles sont en majorité sans effet phénotypique (Samouelian et al., 2009).

Les caractéres moléculaires sont de bons marqueurs génétiques : ils révelent directement la nature
génétique de I’information.

Ceci les différencie des caracteres morphologiques, physiologiques et plus généralement de tous les
caractéres phénotypiques, dus a une addition d’effets génétiques et non-genétiques.

Cet aspect génétique leur confere un avantage du point de vue de la reconstruction de la phylogeénie, par

rapport aux caracteres classiques utilisés en systématique.

8 . Les différents types de marqueurs moléculaires :

Il existe plusieurs types de marqueurs que 1’on peut classer en fonction du polymorphisme qu’ils
détectent. Certaines techniques ont I’avantage de révéler de nombreux fragments simultanément, ce sont
des techniques de révélation en « en masse » de polymorphisme.

Il existe aussi des stratégies permettant de détecter du polymorphisme de fagon individuelle.
Elles nécessitent une certaine connaissance de la séquence d’ADN, comme pour la fabrication des sondes
RFLP.

Les marqueurs moléculaires se divisent en deux catégories, indépendamment de la
technique utilisée, les marqueurs dominants et les marqueurs Co dominants (Falque et Santoni,
2004)
8. 1. Marqueurs dominants revélés en masse (marqueurs anonymes)

Les marqueurs révélés en masse sont tres utilisés puisque ils permettent de découvrir de nombreux locus

sans nécessiter au préalable de connaissance concernant la séquence du génome.
De plus, ils sont faciles et rapides a mettre en ceuvre.
Outre les marqueurs AFLP (Amplifed Fragment Length Polymorphism), bases sur le polymorphisme de

position de sites de restriction d’enzymes (Colwyn et al., 1995),
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les plus utilisées sont les marqueurs RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA), sont basés sur
I’amplification PCR a partir d’une amorce arbitraire, révélant ainsi un polymorphisme de sequence
(Williams , et al., 1990 ; Vroh Bi et al., 1997).

Les marqueurs RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) peuvent détecter un polymorphisme
de séquence li¢ a I’emplacement de sites de restriction et ils nécessitent
des techniques d’hybridation de sondes (Bodstein et al., 1980).
8. 2 Marqueurs Co dominants révélés individuellement

Les marqueurs RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism):
peuvent détecter un polymorphisme de séquence li¢ a I’emplacement de sites de restriction et ils nécessitent
des techniques d’hybridations de sondes (Bodstein et al., 1980).
Alors que les marqueurs SSR (Short Sequence Repeat) renferment les deux catégories de marqueurs, selon
la technique utilisée pour leur révélation. Un autre type de marqueur appelé SNP (single Nucleotide
Polymorphisme) vient d’étre mis en point et permet de rechercher un polymorphisme d’un seul nucléotide.
8. 3Marqueurs réveles par la technique PCR:

Le développement de la technique « réaction chaine polymérase » ou PCR offre I’avantage d’analyser
les marqueurs moléculaires en un temps court tout en utilisant des concentrations faibles d’ADN.
Les marqueurs basés sur la technique PCR tendent a remplacer les systemes classiques (les marqueurs
morphologiques, isoenzymes et RFLP).
Parmi les marqueurs moléculaires qui peuvent étre révélés par la technique PCR, on note les SSR ou bien

les microsatellites qui font 1’objet de ce travail.

8.4 Les principales sources de marqueurs moléculaires .
8.4.1. Critéres de classification
Sur le plan moléculaire, on peut classer le polymorphisme en trois catégories :
Le polymorphisme de séquence, d’insertion-délétion, et de nombre d’unités de répétitions dans les régions
répétés (De vienne, 1998)(Tableau 04).

En dehors du cas particulier des ADN répétés (colonne de droite), il n’y a pas de technique spécifique
pour révéler le polymorphisme d’insertion-délétion : celui-ci est mis en évidence par les techniques de
révélation des différences de séquences.

Lorsqu’un polymorphisme est observé, on ne peut donc savoir quelle est son origine sans expériences
complémentaires.
Sur le plan génétique, cette ambiguité n’a aucune importance, 1’essentiel étant d’avoir acces a des locus

polymorphes, quelle que soit I’origine de ce polymorphisme.
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Tableau 04: Classification des techniques de marquage moléculaire

Critere

Critere moléculaire

géneétique

Différence

recherchée
Co dominants Site d’enzyme
et révéles de restriction(ER)
individuellement

Conformation

Stabilité
Dominants Site d’hybridation
et révélés d’une amorce

«€en niasse» arbitraire
(«empreintes
génétiques»)

Sites ER et amorce

arbitraire

Séquence (et insertion-délétion°a)

Technique

_RFLP
_PCR ciblée
puis CAPS
PCR ciblée
puis SSCP
PCR ciblée
puis D/TGGE
MMAP
_RAPD
_AP PCR
_DAF
_AFLP

_tec MAAP

Nombre de répétitions dans les ADN

répétés

Taille de I’unité
de répétition

| & 4 nucléotides
(microsatellites)

| & 4 nucléotides

(microsatellites)

53> 100
nucléotides
(minisatellites)

Technique

PCR ciblée puis
électrophorese
en acrylamide

Ou agarose

ISSR

(amorce
microsatellite
quelques base
arbitraires)
Southem avec

sonde minisatellite
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8.4.2 Marqueur de type RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism).

La technique RFLP développée par( Botstein et al. (1980)) repose sur la mise en évidence de la
variabilité de la séquence nucléotidique de I’ADN génomique apres digestion par des enzymes de
restriction,
les marqueurs RFLP combinent I’utilisation d’enzymes de restriction et de sondes génétiques et permet de
réveler des mutations présentes au niveau de I’ADN.

Le principe du RFLP consiste a soumettre I'ADN d'un individu a I'action d'enzymes
qui coupent I'ADN a des sites trés précis.
Une multitude de fragments d’ADN de tailles variables est générée par digestion enzymatique, puis séparée
sur gel d’agarose et transférée par capillarité sous forme dénaturée sur une membrane de nylon. S'il
survient un changement de la séquence dans un site de restriction, I'enzyme ne le reconnait pas et elle ira
couper le site suivant.

Donc, le polymorphisme observé entre deux individus est basé sur la différence qui existe dans la
longueur des fragments obtenus aprés la digestion enzymatique.
Le polymorphisme détecté est dd a des mutations au niveau des sites de restriction de
I’enzyme (polymorphisme de site de restriction) et/ou a des délétions/insertions d’un fragment d’ADN au
voisinage de la zone génomique reconnue par la sonde.
C’est le couple enzyme/sonde qui constitue le marqueur.

Les RFLP sont dits Co-dominants parce qu'ils distinguent entre les organismes hétérozygotes et
homozygotes. Un organisme hétérozygote a un locus (Aa) présentera deux fragments de tailles différentes
alors qu'un seul fragment ne sera visible pour organisme homozygote (AA ou aa).

Bien que cette technique soit Co-dominante et permet une analyse génétique complete, elle est lente et

laborieuse. Les étapes de transfert et d’hybridation empéchent une automatisation du travail.
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Les marqueurs RFLP

Individu A Site Individu B

Vo v ¢y veé *y

Digestion et hybridation

Action de I'enzyme ’ etdelasondeS Action de I'enzyme W etdelasondeS

I e
Individu A . R GRS individu A
e N

Individu B L BRSNS S ==  IndividuB

z= Site A B

d'hybridation Révélation A B
’ Sites -

de coupure

e Lo e e
=;nd. s - - Pas de =

Polymorphisme
polymorphisme

de sites de
mis en évidence

restriction

Couple enzyme / sonde = Marqueur RFLP

Figure 09 : polymorphisme de longueur des fragments d’amplification(RFLP) (Anonyme 01 2010).

8.4.3.Technique PCR-SSR
Grace a la technique PCR et I’automatisation de cette dernicre, I’utilisation de ces marqueurs SSR a
considérablement augmenté, ainsi que leur détection (Schlotterer, 2004) .

La plupart du temps, des polymorphismes de séquence sont révelés au sein d’un fragment d’ADN amplifié
par PCR a partir de I’ADN génomique total de I’individu a analyser, a I’aide d’une paire d’amorces

spécifiques des extrémités de la région a étudier.
La PCR, est basée sur ’utilisation d’une enzyme 1I’ADN polymérase thermorésistante.

des produits amplifiés est estimée par électrophorése sur gel d’agarose ou d’acrylamide (Figure 10).
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Figure 10 : La technique d’amplification (PCR) (Moullet et al., 2009).

Un tres grand nombre de copies d’un fragment d’ADN est synthétisé si I’enzyme dispose de petits
morceaux d’ADN simple brin (amorces) complémentaires des deux extrémités de la séquence que I’on veut
copier. La réaction est rendue cyclique gréace a des variations de température, et chaque brin néoformé peut
servir de matrice pour synthese au cycle suivant.

L’amplification de cette séquence est donc exponentielle.

Ces éléments sont uniformément répartis sur I’ensemble du génome d’une espéce et présentent un taux
de polymorphisme élevé. Ce polymorphisme repose sur la variation du nombre d’unités de répétitions
constituant le microsatellite.

Les séquences bordent ces ¢léments répétées permettent de définir les amorces pour I’amplification par

PCR. La taille
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Figure 11 : La détection d’un polymorphisme de répétition (SSR) (Moullet et al., 2009).

8.4.4.Marqueur de type RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

La technique RAPD-PCR a été mise au point en 1990 par William et al.
Welsh et Mc Clelland. Elle est basée sur la réaction d'amplification en chaine (PCR) de séquences prises au
hasard d'’ADN génomique.

Cette technique repose sur l'utilisation de courtes paires d'amorces géneralement de 5 a 15 Pb de longueur.

Une amorce RAPD permet généralement I’amplification d’une dizaine de fragments correspondant a des
locus dominants.

Les produits d’amplification sont généralement visualisés par électrophorése sur gel d’agarose.

Le polymorphisme détecté en RAPD se situe au niveau des sites d'appariement d'une

amorce sur le brin d’/ADN.

Lors de la réaction PCR, les amorces mises en présence de I'ADN dénaturé d'un organisme, vont s'apparier
a deux sites différents situes sur les deux brins complémentaires.

Dans cette réaction, les amorces oligo-nucléotides de séquence aléatoire fonctionnent dans les deux sens

(forward / reverse) de genome a une température constante d'hybridation (Williams et al. 1993). Le
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polymorphisme observé se traduit par la présence ou I’absence de bande chez les différents génotypes
(Adam et Dron 1993).

Le polymorphisme décelé est d0 a des mutations (un changement nucléotidique qui empéche
I'appariement de I'amorce) soit une délétion du site d'appariement de celle-ci ou encore d'une insertion de
nucléotides qui fait en sorte d'augmenter la longueur du segment entre les deux sites d'appariement ne
permettant pas I'amplification.

En conséquence, un polymorphisme de présence/absence sera observé. Dans certains cas on peut observer
un manque de reproductibilité de ces marqueurs (Williams et al. 1990).

Toutefois, lorsqu'un marqueur RAPD a été identifié il est aisé de le transformer en un marqueur SCAR
(Sequence characterized amplified region) qui est specifique a une région de I'ADN.

Les marqueurs RAPD ont été utilisés chez plusieurs espéces pour I'analyse de la diversité genétique, la
caractérisation de ressources génétiques, l'identification de cultivars et la cartographie des génomes. Cette
technique est simple, rapide et ne nécessite ni un marquage radioactif ni une connaissance préalable de la
séquence nucléotidique.

Elle constitue un moyen rapide et efficace pour réaliser des screening en génétique moléculaire en

s'appuyant sur la technique PCR.

Les marqueurs RAPD

Individu A Individu B

Absence de site d’hybridation proche

|
i

PCR : amplification
de fragments d’ADN

[— —
— e -—
Amplification Absence d’amplification
Révélation
des fragments d’ADN
par électrophorése
A B
e site = - -
d'hybridation
de I'amorce - -
I Amorce .
- Polymorphisme
- - de sites
d’hybridation
— — d’amorce
+

Amorce de séquence arbitraire => Marqueur RAPD

Figure 12 : ADN Polymorphe au hasard (RAPD) (Anonyme 01 2010)
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8.4.5. les marqueurs AFLP

La technique AFLP (Amplified Fragments Length Polymorphism) est une variante de la PCR développé
par VVos et ces collaborateurs en 1995.
Cette technique est basée sur la détection par des amplifications sélectives de fragments d’ADN génomique

digérés.

Les ADN génomiques sont doublement digérés par des end nucléases et les fragments obtenus sont
sujets a une ligation avec des adaptateurs spécifiques. Les produits de la ligation sont ensuite amplifiés
sélectivement moyennant des amorces complémentaires aux adaptateurs utilisés.

Les produits de la PCR sont séparés par electrophorese sur gel de polyacrylamide dénaturé et révélés par
radiographie ou bien avec le nitrate d’argent. Ces marqueurs se sont révélés trés informatifs et ont permis

de révéler jusqu’a 16 fois plus de loci que les marqueurs RFLP.

Cette technique a été largement utilisée pour la détection du polymorphisme genétique et la
détermination des liaisons en analysant des individus de populations isolées.

Les AFLP ont été largement utilisés dans I’étude de plusieurs plantes cultivées, comme le cas de ’orge

(Becker et al., 1995 ; Qi et al., 1998 ; Shan et al., 1999), le riz (Mackill et al., 1996)....etc.

Les marqueurs AFLP ont contribué a 1’étude de la diversité génétique chez plusieurs espéces de
tournesol (Ebrahimi, 2008).
Ces marqueurs ont permis de révéler quatre fois plus de polymorphisme que les marqueurs RAPD et ISSR

et aussi de séparer les especes du nouveau monde et ceux de I’ancien monde (Talhinhas et al.,2003).

Les marqueurs AFLP ont été aussi utilisés dans les études de relations phylogénétiques entre deux
especes de lupin L.lupinus et L.cosentinii et les résultats obtenus suggeérent que cette technique est tres

efficace pour la caractérisation du germplasme de lupin(Qi et al ., 1998).
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Les marqueurs AFLP
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Figure 13: Polymorphisme de longueur des fragments d’amplification (AFLP) (Gnispedagogie).

8.4.6.Marqueur de type SSRs (Simple Sequence Repeats) ou Microsatellites.

Le terme microsatellite a été inventé par Litt et Luty (1989), également appelé séquences simples répétées
(SSR). Se sont des éléments d'’ADN qui se répetent plusieurs fois a différents endroits (séquences de di-,
tri- ou tétra- nucléotides répétés en tandem) chez tous les organismes, a la fois les eucaryotes et les
procaryotes. Les séquences répétées sont souvent simples, de taille de 1 a 6 paires de bases et ils sont
présents dans les deux régions codantes et non codantes. Ces régions flanquantes tendent a étre conservées
a ’intérieur de I’espece (Settiet al. 2011).

Les microsatellites présentent un taux de polymorphisme élevé, qui repose sur la variation du nombre
d’unités de répétition constituant ces derniers (Najimi et al. 2003).

Les polymorphismes sont identifiés en construisant des amorces PCR dans la région adjacente de la région

microsatellite (Hajeer et al. 2000). C’est la paire d’amorces spécifique des bordures droite et gauche du
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microsatellite qui constitue le marqueur.

L’analyse des produits amplifiés s’effectue sur gel d’acrylamide.

Les marqueurs microsatellites

Individu A Individu B
microsatellite microsatellite
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—_—

— —
d’hybridation
de I'amorce
I Amorce Polymorphisme
du nombre
d'unités de
répétition
&

Paire d’amorces spécifiques bordant le microsatellite => Marqueur microsatellite

Figure 14 : Polymorphisme de nombre d’unités de répétition (SSR) (Anonyme 012010).

études de la diversité génétique de nombreux agents phytopathogénes (Dutech et al. 2007,Bahri et al. 2009,
Unartngam et al. 2011).

Ainsi que dans 1’élaboration des cartes génétiques des plantes (Roder et al. 1995, Westman et Kresovich
1999).

Si les SSR constituent de bons marqueurs moléculaires (reproductibles, Co dominants et aisés
d’utilisation), leur caractérisation initiale est toutefois assez lourde.

En effet, leur production doit passer d’abord par le clonage et le séquengage de ces éléments répétés(Najimi

et al. 2003).
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Tableau 05 : Avantages et inconvenients des marqueurs SSR

Marqueur Avantages Inconvénients

SSR -les microsatellites sont des marqueurs Co - la répartition des microsatellites est
dominants. assez lourde car il faut cribler une
- lls sont tres largement utilisés. bangue génomique enrichie avec une

- Il'y a une grande fréquence de SSR dans le  sonde microsatellite, sequencer les

génome. clones positifs, synthétiser les amorces
- Les microsatellites sont bien répartis a oligonucléotidiques et tester les paires
travers tout le génome. d’amorces dans un échantillon

- lls sont reproductibles. d’individus.

- Les microsatellites sont faciles a
manipuler.
- On observe un polymorphisme élevé de

SSR dans la population humaine

9.Utilisations des marqueurs.

_Les relations de proximité entre espéces ou populations sont abordées de deux fagons différentes.
_La phénétique est fondée sur les distances génétiques entre les unités taxonomiques et aboutit a la
construction de dendrogrammes.

_La cladistique est fondée sur I'identification des mutations successives et repose sur le principe

de parcimonie qui minimise le nombre d'événements pour décrire un arbre phylogénétique.

_Les marqueurs utilisés doivent étre neutres pour retracer correctement I'évolution des taxons.

Plus les taxons sont proches génétiqguement, plus les marqueurs utilisés doivent avoir un taux de
mutation élevé pour révéler suffisamment de polymorphisme exploitable.

_Les relations entre les taxons sont fondées sur leur divergence qui est croissante au cours du temps.
_Dans le cas de la phénétique, tout marqueur adapté a la construction d'une matrice de distances entre les
unités taxonomiques analysées est utilisable pour la construction des

dendrogrammes.

_Les marqueurs dominants et anonymes comme les RAPD sont inadaptés a la construction
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d'arbres phylogénétiques fondes sur le principe de parcimonie, sauf situations tres particulieres (Backeljau

et al.,1995).

La comparaison des principales techniques de marquage moléculaire est illustrée dans le tableau suivant,

chaque technique de marquage moléculaire présente des avantages et des inconvénients.

Tableau 06 : Comparaison entre différents types des marqueurs RFLP, AFLP et SSR
(Daniel et al. 2006, De vienne 1999).

Marqueur Avantages Inconvénients

-La RFLP est une méthode fiable et -La RFLP nécessite une grande

facilement transférable entre laboratoire.  quantité d’ADN.

-1l s’agit d’un marqueur codominant. -.Elle n’est pas automatisable,

-Aucune information sur la séquence vue les étapes de transfert et

n’est requise. d’hybridation.

RFLP -.Elle est utilisable pour faire des -Certaines espéces possédent un

cartes génétiques de liaisons. taux peu elevé de polymorphisme.
-Un faible nombre de locus sont
détectés par expérience.

-L’ AFLP permet un survol rapide de -La génération d’une grande

I’ensemble du polymorphisme du quantité d’information.

génome. -.nécessite une analyse

-.Elle est hautement reproductible. automatisée et la technologie

-Il n’y a pas besoin de connaitre une informatique.

RAPD séquence et de crées des sondes -.Ce sont des marqueurs

spécifique. dominants.

-.Elle permet la création facile et - Les marqueurs AFLP sont

rapide de cartes génétiques. souvent localisés aux centromeres
et aux télomeres.

SSR -Les microsatellites sont des -La préparation des

marqueurs codominant.

-.Ils sont tres largement utilisés.

-.Ils y a une grande fréquence de SSR

dans le génome.

microsatellites

est assez lourde car il faut

« cribler une banque génomique
enrichie
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-Les microsatellites sont bien répartisa  avec une sonde du microsatellite,

travers tout le génome. séquencer les clones positifs,
synthétiser les amorceoligo
nucléotidiques et tester les paires
d’amorces dans un échantillon

d’individus ».

10. Polymorphisme et variabilité biologique:

A. halimus a été souvent citée comme une espéce trés polymorphe (Ungar . ,1995 ; Kinet et al., 1998),
probablement en relation avec sa grande amplitude écologique et a sa reproduction allogame dominante
(Talamali et al., 2001). Abbad et al. (2004), ont confirmé I’existence, au sein de 1’espéce A. halimus, d’un
grand polymorphisme (phénotypique et génétique) et d’une différenciation qui est d’autant plus importante

que les populations sont éloignées géographiquement et croissent sous un climat différent.

En effet, les analyses ont montré des taux de locus polymorphes et d’hétérozygotie moyenne assez
élevés, exprimant un polymorphisme important des génes. L’indice de fixation moyen des locus est trés

faible, ce qui exprime la présence en excés d’individus hétérozygotes dans les populations.
11.Diversité des Atriplex

Plusieurs auteurs ont montré que les Atriplex sont dotés d’un polymorphisme important qui se manifeste
dans divers caractéres, comme il a été décrit chez Atriplex hortensis , Atriplex patula et Atriplex
triangularis.(Ungar, 1995) Par ailleurs, Franclet et Le Houérou (1971) ; Ben Ahmed. (1995) ; Kinet et al.
(1998), ont mis en évidence (in situ et in vitro) le remarquable polymorphisme de /’Atriplex au niveau de la
morphologie des structures végétatives et reproductrices ainsi que sa grande variabilité au niveau du

comportement physiologique des individus, ainsi que dans la production de biomasse.

Concernant les feuilles, leur forme varie selon I'origine géographique de I'individu, et sur un méme pied,
elle est différente selon 1’état physiologique de la plante ou la position de la feuille sur un méme axe. Ce
polymorphisme semble étre une caractéristique des chénopodiacees (Kinet et al., 1998).

Les differentes especes d 'Atriplex montrent aussi une grande variabilité dans la réponse aux différents

stresses biotiques et abiotiques (Salaman et Ajmel, 1998).
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Il est a signalé que deux formes differentes de feuilles ont été décrites chez deux eécotypes d Atriplex
paludosa par osmond et al. (1980). Chez le premier, les feuilles sont recouvertes d’une dense couche de
trichomes, tandis que le second présente des feuilles glabres. Concernant les trichomes leur forme peut étre
ovoide comme chez Atriplex nummularia ou globuleuse comme chez Atriplex halimus et Atriplex glauca
(Franclet et Le Houérou, 1971).

Selon Osmond et al. (1980), la taille des feuilles et leur épaisseur ne sont pas des caractéres constants, mais
varient en fonction de certains facteurs don la salinité, la disponibilité de 1’eau, la température et la

nutrition.

Les Atriplex varient également dans leur mode de photosynthése. 60% d’entre eux sont du type C4
(Atriplex halimus, Atriplex nummularia) et le reste de type C3 (Atriplex hortensis , Atriplex patula)
(Osmond et al., 1980).

Un polymorphisme est observé par ailleurs au niveau de la ploidie. En effet méme si la majorité des

Atriplex sont diploides (les deux tiers environ), la tétraploidie n’est pas rare.

Chez Atriplex canescens la forme tétraploide atteint 1 métre de haut et de diamétre, alors que la forme
diploide se caractérise par une hauteur de 3 a 4 metres et une envergure de 4 a 5 metres. La germination des

graines est en outre plus rapide chez les formes diploides (Osmond et al., 1980).

Quant aux graines, (Ungar. 1995) a enregistré la présence de deux types de graines, certaines sont petites,
noires et dures, d’autres sont grandes, brunes et moins dures. Les graines noires sont caractérisées par une

variabilité plus importante par rapport aux brunes, mais leur vitesse de germination est plus faible.
12. Diversité génétique:

La diversité génétique d'une population est un facteur qui peut déterminer sa stabilité, sa capacité
d'adaptation et ses possibilités pour survivre dans des conditions environnementales variables.
Il existe de nombreux exemples de I'effet de la variation de I'habitat sur la diversité génétique et la structure

génétique des populations (Prentice et al., 1995 ;Odat et al. ,2004).

Sous différentes conditions environnementales, les facteurs de stress locaux peuvent «corriger» les
structures genétiques, facilitant ainsi I'adaptation. Le degré de cette adaptation est largement déterminé par
I'interaction entre la sélection et le flux de genes entre les populations le long des gradients écologiques
(Lenormand., 2002 ; Forester et al ., 2016).
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Les espéces végetales different sensiblement dans la facon dont la diversité génétique est répartie entre
les populations et parmi les individus, celles qui se croisent principalement et vivent longtemps conservent
la majeure partie de leur variabilité génétique au sein des populations. La variation génétique d'une espece
peut révéler plusieurs points tels que : des événements historiques liés a la colonisation postglaciaire
(Chung et al., 2013), un changement ancien ou récent d’une population (Leimu et al., 2006), I'impact des
facteurs environnementaux et des perturbations anthropiques, ainsi que le systeme de reproduction des
espéces (Aparicio et al., 2002; Leimu et Mutikainen, 2005), I'nybridation (Phillipp et Siegismund, 2003) et
la polyploidisation (Rosenbaumova et al., 2004).

Dans les espéces végétales a distribution continue, la variation génétique dans les régions géographiques
peut résulter de la présence d'obstacles au flux de génes parmi les populations (par ex. une chaine de

montagnes) ou a la suite d'événements historiques a I’instar des glaciations (Hewitt, 1996, 1999).

Concernant le genre étudié, la taille moyenne du génome des espéces d Atriplex est de 3,29 + 1,41 pg
(Bennett et Leitch., 2011). La plus petite quantité d’ADN nucléaire (2C = 0,70 pg) a été enregistré pour A.
fruticulosa Jeps. (Belford et Thompson, 1981), et la plus grande (5,98 pg) pour A. nummularia Lindl.
(Morgan et Westoby, 2005).

13.Margeur moléculaire :

Apercu et applications Les marqueurs moléculaires sont un type de marqueur génétique composé de
fragments d'ADN qui servent de repéres pour suivre la transmission d'un segment de chromosome d'une
génération a l'autre. Avant le développement du marquage moléculaire, les iso enzymes avaient été le
cheval de bataille des généticiens (Tanksley et Orton, 1983), et avaient montré comment I'analyse
génétique pourrait fournir un excellent apercu de la diversité et des systemes d'accouplement chez les
plantes et les animaux .L'avenement de la technique du polymorphisme de longueur des fragments de
restriction RFLP a permis de dépasser le nombre limité de loci d'isozymes et a ouvert le potentiel d'un plus
grand nombre de loci dans les génomes nucléaires, chloroplastiques et mitochondriales (Byrne, 2018).

Les premiers articles décrivant I’application de la PCR ; (Erlich et al., 1991) dans les RAPD (Hadrys et al.,
199).
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14.Chez les Atriplex

Les marqueurs a base d'ADN offrent une alternative efficace pour étudier la diversité génétique et les
relations entre les especes (Gepts, 1993), a I’instar de I' ADN polymorphe amplifié aléatoire (RAPD) qui
s'est avéré utile dans de nombreuses études genétiques (Trindade et Chaves, 2005).

En effet, une étude par Marqueurs RAPD baseée sur la variabilité génétique d'Atriplex effectuée par Ortiz-
Dorda et al. (2005), évaluant la structure génétique de plusieurs populations d'Atriplex halimus, a montré
une nette différenciation de ces dernicres, ainsi qu’une séparation considérable des plantes individuelles
dans la méme population. Récemment, de nouvelles techniques de marquage ont été développées en
fonction de marqueurs ciblés sur les genes. Un nouveau marqueur appelé polymorphisme SCoT (Start
Codon Targeted) a été développé sur la base de la courte région conservée flanquant le codon de départ
ATG dans les genes végétaux, ces marqueurs sont généralement reproductibles et sont similaires aux
RAPD et aux ISSR car la méme amorce unique est utilisée comme amorce sens et sens inverse (Collard &
Mackill., 2009). Ces marqueurs ont été utilisés dans 1’étuded’ Elframawy et al. (2016) qui a montré des
différences dans la diversité génétique entre les populations d'A. Halimus appartenant a différents endroits.
De leur c6té, Bouda et al. (2019), se sont intéressés a la diversité génétique de populations d'Atriplex
halimus L, en utilisant des séquences de la région ITS d'’ADNr.

La diversité génétique au sein de la population était élevée par rapport a d'autres especes ayant des cycles

biologiques similaires.

Sampson et Byrne (2012), ont démontré en utilisant les marqueurs microsatellites que les descriptions de la
diversité génétique dans les espéces polyploides d’A .nummularia étaient possibles et peuvent révéler des

relations entre les populations et les sous-espéces.

Dans le méme chapitre, Kondrysova et al. (2017) stipulent que seize loci microsatellites polymorphes
ont été développés pour Atriplex tatarica. Ces marqueurs seront précieux pour enquéter sur la structure
génétique de la population, le systeme d'accouplement ainsi que le modéle phylogéographique de cette
espece. L'amplification interspécifique de ces marqueurs indique qu'ils peuvent étre largement utiles dans
des especes d'Amaranthaceae. Correa et al. (2019), ont partiellement séquencé les génomes de deux
especes d Atriplex (A. deserticola Phil. et A. atacamensis Phil.), Un total de 127086 microsatellites a été
identifié dans I'ADN génomique d'Atriplex deserticola et un total de 134984 microsatellites dans celui

d’Atriplex atacamensis.

Rappelons que d’aprés Walker et al. (2005), 1’utilisation des marqueurs moléculaires permet d'étudier les

especes présumées hybrides Ainsi que d'utiliser I'analyse de paternité pour comprendre les schémas
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d'accouplement et demontrer le role des dispersions du pollen, méme dans des paysages fragmentés (Byrne
et al., 2008; Millar et al., 2014; Llorens et al., 2012; Sampson et al., 2014).
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Conclusion

La présente etude qui s'intéresse a I'Atriplex halimus ainsi qu'aux marqueurs biochimiques et
moléculaires a permis de mettre la lumiére sur un point important qui est la rareté des travaux qui sont

consacreés a I'évaluation du polymorphisme de I'espéce étudiée grace aux dits marqueurs.

Par ailleurs, d'autres recherches , ont permis d'évaluer une importante diversité florale , foliale ,
palynologique...etc , ainsi que sur le plan intra et inter spécifique corroborant ainsi toutes les données

bibliographiques.

En effet, il est nécessaire de réaliser des études génomiques afin de mieux comprendre la diversité qui
caractérise cette espéce, et de mieux apprécier et évaluer la variabilité génétique ainsi que de trouver les
marqueurs spécifiques et d'établir les relations phylogénétique entre les différentes especes.

Il serait judicieux de s'intéresser d'avantage a I'étude deés population locales d'. Atriplex

Les techniques de biotechnologie et de biologie moléculaire a I'instar des SNP et des microsatelittes

constituent des moyens supplémentaires pour I'étude des caractéres des especes , leur évolution et leur

génétique des populations.
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