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Abstract

Analyze of morphological characteristics of plants are not sufficient for the

identification diversity is an indispensable stage on plant amelioration.

This study aimed a preliminary analysis genetic variability of 14 varieties of astragal by

the means of polyacrylamide gel electrophoresis of the total proteins

The varietal type diagrams shows clear qualitative and quantitative differences, the
polymorphism of the proteins is used as a fingerprint to evaluate the diversity of this

collection
Key-words:

Astragal, SDS-PAGE, polymorphism, proteins, genetics and fingerprints
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Résume

Les criteres morphologiques des plantes ne sont plus suffisantes pour leurs
identifications, c’est pour cette raison que I’étude de la diversité génétique est primordiale

dans I’amélioration des plantes.

Cette étude a pour objectif I’analyse de la variabilité génétique de 14 variétés

d’astragales au moyen de I'électrophorese des protéines totales

Le diagramme de type variétal présente des différences a la fois qualitatives et
quantitatives, le polymorphisme de ces protéines est utilisé comme empreinte genétique afin

d’évaluer la diversité de cette collection.
Mots clés :

Astragale, SDS-PAGE, polymorphisme, protéines et empreinte génétique
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Introduction

Introduction

L’étre humain a toujours cherché a domestique et améliore les végétaux dont il a besoin

en sélectionnant les espéeces les plus intéressantes.

La diversité génétique aide a mieux identifier les variétés ainsi que leur protection, elle
nécessite de nouveaux moyens tel que les marqueurs biochimiques, qui sont nécessaires et
complétent les criteres morphologiques et physiologiques et peuvent jouer un role trés

important dans le contrdle de la pureté variétale.

Ce travail concerne I’identification et 1’évaluation de la diversité génétique d’une
collection de genre astragalus, nous nous sommes intéressés au polymorphisme protéique
afin de mieux estimer la variabilité génétique de I’espéce étudiée, Nous avons utilisé la
technique d’électrophorese mono dimensionnelle sur gel de polyacrylamide en présence de
sodium dodecyl sulfate (SDS-PAGE).

Cette étude a pour objectif de fractionner chez 14 variétés d’astragales les protéines

totales et d’évaluer leur variabilité.

Les données bibliographiques sont présentées dans la premiere partie de ce mémoire
avec une présentation générale de I’astragale, ses caractéristiques, son utilisation et ses
intéréts, le deuxieme partie décrit le matériel végétal étudié et les techniques biochimiques
utilisés, ainsi que les résultats expérimentaux obtenus, leur description, exploitation et

discussion.

Une conclusion générale et quelques perspectives sont enfin données.

1
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Chapitre I : Les légumineuses

Depuis les temps les plus reculés, les hommes ont utilisés leur environnement, d’abord
pour se nourrir, puis en particulier ont utilisés les plantes pour se soigner, les pays du pourtour
du bassin méditerranéen est le berceau de diversification d’un grand nombre d’espéces
veégétales d’intérét fourrager et/ou pastoral, La famille des 1égumineuses appelée aujourd’hui
fabacée occupent une place importante tant au niveau économique qu'au niveau écologique,
elles constituent une source d'alimentation pour I'homme et fourrage pour les animaux
(Moulin, 2002).

1.1 Généralité

La famille des Iégumineuses est une des plus importantes et des plus variées parmi les
dicotylédones, les angiospermes. 11 s’agit de la troisieme plus grande famille chez les plantes
supérieures avec de 720 genres et de 20 000 especes (Cronk et al, 2006).

C'est la famille végeétale qui fournit le plus grand nombre d'espéces utiles a I'nomme,
gu'elles soient alimentaires, industrielles ou médicinales, les Légumineuses sont aussi
considérées comme une excellente source de fourrages, d’engrais verts et produisent un grand
nombre de substances toxiques et médicales en raison de la présence de certains alcaloides
(Unesco, 1960).

Cette famille comprend des plantes herbacées annuelles que des plantes ligneuses ; elle
colonise aussi bien les régions tropicales que les régions tempérés ou arctiques du globe
terrestre (Broughton et al, 2003).

1.2 Notions historiques

L'origine de l'agriculture date de plus de 10 000 ans. L'alimentation des populations
néolithiques reposait principalement sur la culture des céréales et des légumineuses (Albala K
B, 2007). En Amérique du sud et en Amérique centrale, l'alimentation des civilisations
précolombiennes mayas, incas et azteques était a base de mais et de haricots secs. En
Amérique du Nord, le mais, les courges et les haricots secs constituaient I'alimentation de
base des Amérindiens. Séchées et adégquatement entreposées, les Iégumineuses devenaient une
sécurité en période de pénurie alimentaire. Elles possédaient aussi I'avantage de se cultiver

facilement.

2
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Chapitre I : Les légumineuses

Bien que les légumineuses soient appréciées par plusieurs peuples, elles demeurent
historiquement associées a la pauvreté. Dans le passe, lorsque les protéines de source animale
étaient disponibles aux mieux nantis, les légumineuses étaient reléguées aux paysans. Les
Iégumineuses étaient considérées comme des aliments bon marché et une maniere plutot
facile de satisfaire ses besoins nutritionnels. Encore maintenant, dans les pays dont la
population est dense comme la Chine, I'inde ou le Mexique, les légumineuses occupent une
place de choix dans l'alimentation. A I'inverse, dans les pays industrialisés on a attribué le
nom dépréciatif de « viande des pauvres » aux légumineuses et leur consommation est
nettement inférieure a celle des pays ou la population est dense. Malgré cela, les légumineuses
tendent & augmenter leur popularité depuis qu'on leur reconnait des avantages sur la santé
(Geil et Anderson, 1994).

1.3 Les légumineuses (famille des Fabaceaes)

Les légumineuses sont des végétaux supérieurs qui appartiennent a la famille des
Leguminosae (ou Fabaceae), de l'ordre des Fabales. Elles forment lI'une des plus grandes
familles de plantes (Broughton, 1983) et se divisent en trois sous-familles: les Papilionacées,
les Mimosacées et les Césalpiniacées. Les espéces de la sous-famille Papilionacées sont
présentes dans le monde entier (Rachie, 1979) alors que les deux autres sous-familles sont

principalement constituées d'especes ligneuses de régions tropicales ou subtropicales.

La famille des légumineuses est trés diversifiée dans les différentes régions du globe,
avec des sites spécifiques pour certaines especes, C'est une grande famille constituée de
plantes ligneuses (zones tropicales) et herbacées (zones tempérées) avec quelques arbres et
arbustes qui regroupent environ 12 000 especes réparties en 400 a 500 genres
(Bhattacharyya et Johri, 1998).

En Algérie, les fabacées ligneuses occupent une place importante et jouent un réle
important dans I'équilibre du milieu naturel et la lutte contre la désertification (Djabeur K H
et al, 2007).

1.3.1 Classification botanique des Fabaceaes

La taxonomie des Légumineuses est en constante évolution, en effet cette famille est

divisées en 3 sous familles qui correspondent véritablement a des groupes monophylétiques

3
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Chapitre I : Les légumineuses

(Doyle et al 2000), chacune des sous familles est divisée en tribus et sous tribus définies

d’apres des caractéristiques morphologiques et regroupant plusieurs genres apparentés.

Ces trois sous familles sont parfois considérées comme trois familles différentes

(Spichiger ,2004) qui sont :

> Les Papilionacées: devenues la famille des fabacees avec environ 500 genres et 1000
especes ex : (genet, trefle) que 1’on rencontre majoritairement dans les régions tempérées.
» Les Mimosacees: avec environ 2000 espéces ex :(mimosa, acacia).

» Les Césalpiniacées: comportent prés de 2000 espéces ex : (arbre de Judée).
1.3.2 Description botanique des Fabaceaes

La famille des fabacées est une famille des plantes dicotylédones, elles possédent
plusieurs caracteres morphologiques en commun, sont des plantes herbacées, arbustes, arbres
ou plantes grimpantes a lianes volubiles ou a vrilles, & métabolisme azoté élevé et acides
aminés inhabituels, souvent nodules racinaires contenants des bactéries fixatrices d’azote
(rhizobium) (Judd et al, 2002).

- Appareil végétatif :

Les racines sont généralement pivotantes et laissent apparaitre des nodosités a rhizobium
qui se forment si le sol est pauvre en azote (Dupont et al, 2007).

Les feuilles sont généralement alternes, pennées ou trifoliolées et stipulées. Cependant on
peut noter quelques évolutions : la foliole terminale peut étre absente (féve) ou en forme de
vrille (vesce), les folioles sont remplacées par des épines (ajonc), les stipules font place a des
épines (robinier faux acacia), le nombre de folioles peut étre réduit (tréfle, genét), la nervation

peut étre de type palmée (lupin).
- Appareil reproducteur :
Les inflorescences sont des grappes plus ou moins allongées.

Les Fabaceaes les plus primitives (Mimosoidées) possédent un périanthe régulier et
réduit, avec des étamines tres nombreuses. Chez les plus évoluées, on observe une réduction
du nombre d’étamines a 10 et la fleur devient zygomorphe. La préfloraison est imbriquée,

descendante ou vexillaire.

4
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Chapitre I : Les légumineuses

Toutes les Fabaceaes posseédent un ovaire formé d’un seul carpelle. Celui-Ci est supere

et surmonté d’un style et d’un stigmate.

Le fruit est I’élément le plus constant et qui caractérise cette famille, est appelé gousse ou
légume. 1l s’agit d’un fruit qui s’ouvre en général a maturité grace a une double ouverture :
ventrale et dorsale. Chez certaines especes, la gousse subit des transformations. Celle-ci peut
présenter des étranglements entre les graines (gousse omentacée, indéhiscente), elle peut
devenir pauciséminée (jusqu’a une seule graine). En fonction des espéces, la gousse est séche
ou charnue, aplatie ou comprimée, spiralée, arquée, ailée, segmentée, articulée, verdatre ou de

couleur vive. Sa taille va de quelques centimetres a une trentaine de centimétres.

Le nombre d’ovules est variable. Ils évoluent pour former une graine arquée,
exalbuminée, qui est d’ailleurs souvent riche en composés a haute valeur alimentaire comme :
I’amidon (pois, féves, lentilles), des lipides (arachides, graines de soja), des protéines (graines
de soja) (Wojciechowski et al, 2004).

1.3.3 Répartition géographique des Fabaceaes

Les Fabaceaes constituent la troisieme famille des angiospermes de par le nombre de
ses représentants. Elles ont une distribution quasi cosmopolite et se trouvent dans les zones
tropicales, subtropicales ou tempérées (figure 1). Cette famille s’accommode d’une trés large
gamme d’habitats, et inclut autant de plantes herbacées, aquatiques ou xérophytes, que des
arbustes, des arbres ou des plantes grimpantes a lianes volubile vrilles (Heywood V H, 1996).

A~

L

{ ot
o -
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e

k== % - e e
_= R W ~

Fig. 01 : Carte de répartition de la famille des Fabaceaes (Heywood V H, 1996)
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Chapitre I : Les légumineuses

1.3.4 Situation des ressources naturelles des légumineuses au Maghreb

La région du Maghreb, située dans le nord-ouest de 1’ Afrique, comprend cinq pays qui
bordent 1’océan Atlantique (Mauritanie, Maroc) et la mer Méditerranée (Maroc, Algérie,
Tunisie, Libye). Considérant la gestion locale de la biodiversité agricole, on distingue
successivement quatre grands types de milieux : la région cotiere tempérée, les zones
montagneuses, la steppe couvrant les hautes plaines, et les oasis du désert du Sahara. Ces
milieux abritent une flore riche trés typée de la biodiversité en particulier pour les

mécanismes adaptatifs a l'aridité.

La région fait partie du centre d'origine méditerranéen défini par Vavilov pour la
biodiversité agricole et continue d'étre la source de nouveaux caractéres, en particulier de
résistance a la sécheresse et a la salinité, recherchés pour I'amélioration de la production
agricole d'un grand nombre de cultures importantes au niveau mondial comme les

Iégumineuses (luzernes) (El Gazzah et Chalbi1995).
1.3.5 Role des légumineuses spontanées en Méditerranée

Les plantes de la famille des légumineuses sont une composante principale de tous les
habitats du bassin méditerranéen. C'est la en effet ou il y a la plus grande concentration en
nombre d'especes de légumineuses. On compte 91 genres et 1956 especes. Ainsi, la
Méditerranée est le centre de diversité pour les especes de légumineuses (Maxted et Bennett,
2001a), Les légumineuses spontanées jouent plusieurs rbles (Lemordant et al, 1977 ;
Boulos, 1983 ; Le Floch, 1983 ; Boukef, 1986 ; Wickens et al, 1996). Elles jouent un réle
dans les usages médicinaux traditionnels des populations rurales (Ceratonia siliqua), dans
I'alimentation humaine (Ceratonia siliqua, Lathyrus ochrus, Vicia sativa, etc.). Leur role
majeur est dans le fourrage. Cependant certaines de ces espéces peuvent présenter une toxicité
reconnue ou présumée (Anthyllis henoniana, Cystisus villosus, etc.) du moins durant une
période de leur cycle de développement (Maxted et Bennett 2001b), présentent dans leur
revue sur les légumineuses en Méditerranée, une liste des espéces ayant une importance

économique (fourragere ou alimentaire pour I'hnomme) (Lemordant et al, 1977).

6
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Chapitre I : Les légumineuses

1.3.6 Importance des léegumineuses dans les systemes de culture

L’azote fixé par les légumineuses peut étre utilis¢é d’abord par les Iégumineuses, puis
par les cultures suivantes. Utilisées en rotation ou en association dans les systemes de culture
(LaRue et Patterson, 1981).

Les légumineuses apportent une certaine contribution en azote en fixant et en integrant
une partie de 1’azote atmosphérique. Les résidus des légumineuses sont plus riches en azote et
contribuent a enrichir le sol en cet élément. Les cultures succédant aux Iégumineuses peuvent
aussi bénéficier indirectement de 1’azote fixé par I’entremise des résidus laissés par la

I[égumineuse (Chalck, 1998).

Il est maintenant bien établi que les précédentes Iégumineuses augmentent généralement
les rendements des cultures non fixatrices d’azote, effet positif des légumineuse sur la culture
suivante, certains auteurs attribuent 1’effet bénéfique des rotations a 1’amélioration des
propriétés physiques et biologiques des sols (Hoshikawa, 1990) et a la capacité de quelques
Iégumineuses a solubiliser des phosphates de calcium et le phosphore par leurs exsudats
racinaires (Nagarajah et al, 1970 ; Arihara et Ohwaki, 1989 ; Gardener et al, 1981 ;
Subbarao et al, 1997).

1.4 Types des legumineuses

1.4.1 Les légumineuses a graines

Les légumineuses a graines constituent toujours une partie importante de 1’alimentation
du monde, particuliérement dans les pays en développement ou elles sont la principale source
de protéines pour 1’homme, les Iégumineuses qui fournissent des graines séches pour la
consommation humaine sont cultive dans le monde entiere, Les graines de légumineuses sont
plus riches en protéines et moins riches en glucides que celles de céréales (Rienke et joke,
2005).

Parmi ses légumineuses a graines citons le Haricot (Phaseolus vulgaris) en Amérique
Latine, le Pois Chiche (Cicer arietinum), la lentille (Lens culinaris) et la Féve (Vicia faba)
dans le bassin méditerranéen, le Soja (Glycine max) en Asie sans oublier I’ Arachide (Arachis
hypogea) et le Pois (Pisum sativum) dans le monde entier (Gharzouli et Penguedowar,
2006)
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1.4.2 Les légumineuses fourragéres

Les légumineuses sont aussi considérées comme une excellente source de fourrages, les
I[égumineuses fourrageéres sont une autre source de protéines pour I’alimentation du bétail
(luzerne, tréfle) soit sous la forme de foin ou bien consommées dans les prairies ou les

parcours.

Certaines légumineuses peuvent aussi étre cultivées en association avec des céréales et
contribuer ainsi a accroitre la production et augmenter la fertilité du sol. Le dolique est

souvent cultivé en association avec le millet ou le mais (Rienke et joke, 2005).
1.5 L utilisation des légumineuses

1.5.1 L’alimentation humaine

Les légumineuses présentent plusieurs atouts, en tant que source de protéines végétales
pour I’alimentation humaine avec I'évolution des régimes alimentaires incorporant, la plupart
des légumineuses a graine sont destinées presque exclusivement a la consommation humaine,
sont utilisées dans la préparation de quelque recette de cuisine et la fabrication de produits de

boulangerie ou de nourriture pour bébés (Voisin A.S. et al, 2013).

Ces plantes se cultivent facilement et donnent des graines qui sont conservent bien en
hiver lorsqu’elles sont seches. Mais dans la plupart des pays europeens, la consommation de

ces légumineuses a beaucoup chuté (Jean duval, 2008).
1.5.2 L’alimentation animale : Fourrages et granulés

Dans les prairies, on trouve de I’herbe mais aussi des plantes riches en protéines comme
les trefles, le sainfoin, la vesce. Toutes ces plantes sont trés importantes pour 1’alimentation

animale mais elles ne sont pas suffisantes pour les élevages actuels.

Les légumineuses étaient principalement cultivées pour la production de fourrages
riches en protéines. Ces cultures étaient insérées dans les systémes de polyculture-élevage en
raison de leur réle agronomique vis-a-vis de l'azote dans la rotation, la surface de cultures
pures des legumineuses fourrageres est le résultat de la révolution fourragere (Voisin A.S. et
al, 2013).
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Ont favorisées une forte spécialisation des systemes de production pratiqués, avec une
séparation géographique entre production animale et végétale et des rotations de plus en plus
courtes. Cette évolution, basée sur le choix d’espéces cultivées assurant la meilleure
rentabilité a court terme, a conduit a l'abandon d'espéces produisant certains services

agronomiques et environnementaux telles que les légumineuses (Schott et al, 2010).
1.5.3 L’utilisation économiques et leur importance

La vaste sous famille des fabacées regroupe de nombreuses plantes utiles recevant des

applications industrielles, alimentaires ou encore ornementales (Mitaine O et al, 2003)

L’intérét industriel résulte du fait que beaucoup d’espéces de cette famille fournissent
des produits industriels tels que le Soja qui est utilis¢é a grande échelle dans 1’élevage
industriel, les Derris et les Lonchocarpus qui donnent les roténoides insecticides, utilises
contre les parasites des animaux domestiques, des habitations et des végetaux (Linuma M et
al, 1993).

D’autres especes produisent des substances colorantes, et d’autres sont utilisées en
parfumerie comme Pterocarpus santallinus. Certaines espéces sont ornementales tels que le

Robinier, faux Acacia, Cytise, Glycine, ... etc (Antonio G et al, 1997)
1.5.4 L’utilisation thérapeutique

L’intérét pharmaceutique des fabacées est a son tour trés important vu le nombre élevé
d’especes figurant dans les pharmacopées et donnant de nombreux produits utilisables en

thérapeutique (Mekkiou R, 2005)

Beaucoup d’especes de fabacées ont des propriétés thérapeutiques et sont utilisées en
médecine traditionnelle, ce sont des especes de tres grande importance alimentaire et ayant de
leurs propriétés antidiurétiques, stimulantes, diététiques et action antihémorragique au niveau
des capillaires (Mekkiou R, 2005).

Des études épidémiologiques examinées la relation entre la consommation de
légumineuses (haricots Pinto, haricots rouges, doliques & ceil noir, arachides et beurre
d'arachides) et la diminution des facteurs de risque nutritionnels des maladies

cardiovasculaires, Toutefois, les mécanismes biologiques exacts expliquant l'influence des
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fibres alimentaires sur la santé cardiovasculaire ne sont pas entierement compris (King DE,
2005).
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Chapitre Il : L’ Astragalus armatus

11.1 Historique

Les végétaux peuplaient la planéte bien avant ’homme et ont d’abord servi a le nourrir
via la cueillette puis la culture (Lorrain E, 2013). Leur emploi a rapidement évolué en
constatant leurs propriétés thérapeutiques pour traiter les blessures et les maladies.
L’utilisation des aromes était également connue des civilisations de 1’antiquité pour des

usages religieux, cosmétiques mais aussi thérapeutiques (Lardry et Haberkorn, 2007).

Le mot astragale est d'origine grecque ; il désigne l'os de la cheville ou plus exactement
I'un des os de larticulation tibiotarsienne. La dénomination d’astragale vient de la
ressemblance du bruit des graines séchées de la plante avec celui de I'os, quand ils tombent
sur une surface solide (James L et al 1981), un grand nombre d'études ont été réalisées a la
fois sur les astragales du Nouveau Monde et de le monde ancienne (Bunge, 1868)

11.2 Le genre Astragalus

Le genre Astragalus est I'un des plus importants genres de la famille des légumineuses.
Ce genre est représenté dans le monde par plus de de 3 000 especes (Scherson et al, 2008) a
fort taux de diversification, de spéciation et d’endémisme (Sanderson et Wojciechowski,
1996) et dont I’origine probable est I’Eurasie, ont été identifiés deux centres de diversification

qui sont I’Eurasie et I’Amérique du Nord (Wojciechowski et al, 1999).
11.2.1 Description botanique

Les astragales sont des plantes herbacées annuelles ou vivaces a feuilles composées
imparipennées généralement stipulées a plus de 3 folioles. Les fleurs sont hermaphrodites a
périanthe double. Le Calice est caduque ou persistant, tubuleux en cloche, a 5 sépales
subégales ou inégales. La corolle est papilionacée dont les pétales sont généralement
onguiculées. L étendard est dressé, la caréne égalant souvent les ailes, Les étamines sont au
nombre de 10, a filets didelphes soudés en un tube staminal fendu, contenant au sommet un
ovaire pluri ovulé a ovules sur 2 rangs. Le fruit est une gousse de forme variée, le plus
souvent sec, pluriloculaire a 2 loges plus ou moins completes par intro flexion de lI'une des

sutures, déhiscente ou indehiscente (Quézel et Santa, 1962).
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11.2.2 Répartition géographique

L'Astragalus L. (Fabacée), est un genre largement distribué dans toutes les régions
tempérées du monde, Il est distribué principalement dans les régions froides, les régions
montagneuses arides et semi-arides de I’Hémisphére Nord (Europe, Asie, Amérique du Nord)
et en Amérique du Sud. En Afrique du Nord (Khalfallah et al, 2014).

Dans les pays du bassin Méditerranéen cing cents espéces ont été décrites dont une
cinguantaine en Afrique du Nord (Raynaud C, 1982 ; Johandiez E et Maire R, 1932). Au
Sahara Algéro-Marocain, une quinzaine d'espéces ont été identifiées (Ozenda P, 1958).

La croissance des espéces du genre Astragalus se produit de I'automne au printemps.
Elles demeurent vertes pendant I'hiver quand I'herbe est peu disponible (Colegate et al, 1985).
Chez certaines especes, les graines peuvent maintenir leur vitalité pendant quarante ans
(James L F et al 1981 ; Nielson D B, 1978).

Fig. : 02 : Répartition du genre Astragalus dans le monde (Bel-kassaoui, 2007).
11.2.3 Le genre Astragalus en Algérie

Le genre Astragalus est assez bien représenté en Algérie. En effet, la flore algérienne
comporte 40 espéces d’astragales (45 taxons en comptant les sous espéces). Ces especes se
divisent en espéces annuelles et vivaces qui colonisent plusieurs types d’habitat et
appartiennent a différentes aires de répartition (Tab 1). Parmi ces espéces, une seule espece
(astragalus armatus) ont fait 1’objet de cette étude (Quézel et santa, 1962).
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Tableau 01. Especes du genre Astragalus L. en Algérie décrites par (Quézel et Santa, 1962).

(2n)" Type

Section® Espéces de Chorologie Habitat
plante
A. cruciatus Link.” 16 A Méd.- Sah.  Paturages, clairiéres, rocailles arides
A. mauritanicus Coss. et Dur. 28 A Bet.- RIf. Péaturages rocailleux
A. geniorum Maire 16 A End. Lit des oueds desertiques
Annulares DC A. corrugatus Bertol. 32 A Sah.-Sind.  Paturages desertiques
A. gyzensis Del. 48 A Sah.-Sind.  Paturages sablonneux
A. eremophilus Boiss. 16 A Sah.-Sind.  Lit des oueds sahariens
A. mareoticus Del. 28 A Sah.- Can. Steppes, Oueds sahariens
A. gryphus Coss. et Dur, 16 A End. W.N.A.  Paturages arides
A. scorpioides Pourret 48 A Ibéro.- Maur  Broussailles, paturages
A. sesameus L. 16 A W. Med. Paturages, foréts claires
Sesamei DC A. stella Gouan 16 A Méd. Paturages
A. geniculatus Desf. 16 A Ibéro-Maur  Paturages, foréts
A. sinaicus Boiss. 16 A Meéd.-Iran-Tour Paturages arides
A. tribuloides Del. 16 A Sah. Paturages désertiques
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Astragalus Boiss  A. pseudotrigonus Batt. et 16 A End.- Sah. Paturages sablonneux désertiques
Trab.™
A. gombo Coss. et Dur. 16 A End. N. Sah.  Paturages sablonneux désertiques
A. gomboeformis Pomel 16 A End. N. Sah.  Paturages sablonneux désertiques
A. akkensis Coss. N/A A End. Sah. Rocailles desertiques
A. Faurei Maire N/A v End. Traras Rocailles
A. edulis Coss. et Dur. 14, 28 A Bet - Mar. Paturages
Buceras DC 32,24, 40, 44, . . .
A. hamosus L. A Méd. Paturages, foréts Claires
46, 48
A. falciformis Dest. 16 v End. EN.A.  Paturages
Drepanodes Bge . End. G Aflas- .
A. Reinii Ball. N/A v Broussailles
Quar
o A. glaux L. 16 v W. Med. Foréts claires. Broussailles
Hypoglottidei DC ) A
A. bourgeanus Coss. N/A \ Ibéro- Mar.  Paturages
A incanus L. 16 v W.Méd. Paturages arides
Incani DC ) T )
A. monspessulanus L. 16 WV Med.- Eur. Forets claires, paturages
A. Font-gueri Maire et ] ,
) MN/A V End. E.Mar. Paturages arides
Platyglottis Bge Sennen
A. peregrinus Vahl. 16 A E. Méd. Steppes
AlopecuroideiDC A Narbonensis Gouan 16 \' W.Méd. Foréts claires, steppes
Caprini DC A. caprinus L. 16 A Med. Broussailles, paturages
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CyamodesBge A baeficusL. 30 A Méd. Foréts claires

EpiglottisBge A eniglottis L T A Méd.  Broussailles, pafurages
Hermpocaulos Bge A Vogelii (Webb.) Borm T NA A Paléo-trop. Sah | Paturages desertiques
Onobrychoidei DC  A. Onobrychis L. 16, 32, b4 V' Eur-Iran-Tour. Rocailles arides
Ornithopodium Bge  A. tenufoliosus Maire N/A V. Ibéro-Maur.  Paturages arides

Pentaglottis Bge A echinafus Murr. 28 A Méd.  Broussailles, temains argileux
PoterionBge A amausWild G A EndNA  Paiurages andes
TapinodesBge A depressusL. 16 V. Oro-Méd.  Rochers des hautes montagnes
Incertain A lusitanicus Lamk 16 V Med.  Foréts claires, broussailles

A : annuelle, V : vivace, N.A. : Nord-Africain, Ibéro-Maur. : Ibéro-Mauritanien, Ibéro-Mar. : Ibéro-Marocain, Mar. : Marocain,
Bét- Rif.: Bético-Rifain, Méd. : Méditerranéen, Sah. : Saharien, Sah-Sind. : Sahara —Sindien, Afr. : Africain, End. : Endémique, Trop. : Tropical,
Paléo-trop. : Paléo-tropical, Irano-Tour. : Irano-Touranien, Oro. : Montagnard, Eur. : Européen, Can. : Canarien, N.: Nord; S. : Sud; E. : Est; W.:

Ouest.
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I1.2.4 Les composés chimiques d’Astragalus

Le genre astragale semble fortement uniforme d'un point de vue chimique, avec deux
genres de principes pharmacologiquement actifs et trois genres différents décomposés
toxiques. Dans l'ancien groupe les polysaccharides et les saponines se tiennent dehors, et dans
la seconde, les alcaloides d'indolizidine (swainsonine et son dérivé d'N-oxyde, et le
ntiginosine) les endecaphyllinsnitro de composés (dérivés nitropropionque d'acide-glucose) et
3-nitropropylglucosides, et les dérivés sé€léniferes (selenocysteine, - cystathionine, - cystine,
etméthionine) 1a sont d'autres composés intéressants, tels que des flavonoides (flavonols,
flavones, isoflavones, et flavylions) sous les formes libres et glycosidiques ; lespterocarpans
liberent et comme glucosides et dérivés acides organiques (acides homopilosinique et

phaseique) (Rios J L et al, 1997).
I1.2.5 Importance économique de I’Astragalus

Du point de vue économique et industriel, certaines espéces sont utilisées comme source
de gomme adragante, un aliment trés connu et un émulsifiant pharmaceutique, substance
largement utilisée dans l'industrie pharmaceutique et dans la production de divers produits
alimentaires comme les crémes glacées, les lotions, les spiritueux et les gommes a macher

(Gentry, 1957 ; Zarre-Mobarakeh, 2000).

L'utilisation la plus commune de l'astragale est comme fourrage pour bétail et animaux
sauvages, bien que 32 ait été identifiés pour ’utilisation en nourritures, un certain nombre
d'especes sont toxiques pour le bétail et dans beaucoup de cas les toxines ont pu étre

transférées aux humains par la viande ou le lait (Riosj L et al, 1997).
I1.2.6 Intérét médicinal de I’Astragalus

En médecine traditionnelle, les plantes sont utilisées depuis des millénaires par les
Hindous et les Chinois (Chaudhary et al, 2008). En Inde, la pate de feuilles est utilisée pour
réduire le taux de sucre dans le sang (Anonyme, 1985), alors que les racines sont machées par
les femmes pour stimuler la lactation. D’autres études bibliographiques ont confirmé qu’A.
malacophyllus Benth. Présente des activités antituberculeuses, antitussives et de purification

du sang (Verbeken et al, 2003).
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En Chine, les racines d'astragales sont utilisées comme tonique, pour le traitement du
diabéte et des néphrites (Chaudhary et al, 2008). Elles sont ¢galement utilisées pour la
régénération des tissus, la cicatrisation des plaies et la fabrication de médicaments visant a
renforcer le systtme immunitaire apres les traitements anticancéreux (Gao et al, 2001 ; Duan

et Wang, 2002 ; McCulloch et al, 2006 ; Tin et al, 2007).
I1.3 L’espéce étudiée

La plantes étudiée ont été choisies en fonction de leur emploi généralement trés
fréquent en Algérie, notamment dans la région semi-aride de Tébessa (Bir el-Ater), elle
possede une vertu thérapeutique efficace, leur utilisation la plus connue comme une source

des fourrage (astragalus armatus).
11.3.1 Astragalus armatus

Astragalus armatus est un arbuste endémique de I'Afrique du Nord (Algérie, Maroc,
Tunisie), Espére méditerranéenne présente dans la zone pré désertique du Sahara
septentrional, elle est associée a la désertification dans les zones arides en raison de
surpaturage. En Algérie sur tout dans la région semi-aride de Tébessa (Bir el-Ater) connu

sous le nom el kdad (khalfallah et al, 2014).
I1.3.2 Descriptions botaniques

C’est un arbrisseau de 80cm de hauteur, trés rameux, Cette espece est treés épineuse a
épines blanchatres figure 3, le rachis des feuilles se transforme en épine acérée apres la chute
des folioles. Les pétioles deviennent durs et aigus, les folioles petites tres caduques ; rameaux
écailleux et glabres. Les feuilles fraiches bien vertes avec de nombreuses avec petites folioles
forment d'abord un bouquet serré puis elles s'éloignent de la tige, en séchant les folioles
tombent. Il ne reste plus qu'une longue épine. La floraison a lieu a la fin de I’hiver et se
poursuit jusqu’a la fin du printemps. Les fleurs sont blanches et nombreuses tout autour de la

tige. Le calice est poilu et renflé. 1l contient le fruit (Sahara Nature ; Ozenda, 2004).

Les gousses sont uniloculaires, demeurent enfermées dans le calice fortement

accrescent, a parois parcheminées, glabres réticulées (Quezel et Santa, 1962).
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Fig. 03 : L 'Astragalus armatus L (Fabaceae)
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I1.3.3 Classifications botaniques

Embranchement Spermaphyte

Sous embranchement Angiosperme

Classe Dicotylédones

Ordre Fabale

Famille Fabaceae

Genre Astragalus

Espece : Astragalus armatus L (Ozenda, 2004).

v Nom commun :

Nom binomial : Astragalus armatus L
Nom vernaculaire Algérien : El Kdad

Nom vernaculaire Francais : Astragale vulnérant
I1.3.4 Répartitions géographiques

Ce taxon est trés répandu, elle possede une aire géographique treés vaste en Afrique du
Nord, en algerie ['Astragalus armatus présente en colonies dans la zone pré désertique du
Sahara septentrional. C’est ’'un des plantes les plus populaires en Algérie puisqu'il se
rencontre dans tous les montagnes des régions semi-arides, la croissance des especes du genre

Astragalus, se produit de I'automne au printemps (Boual, 2014).
I1.3.5 Les composés chimiques de I’Astragalus armatus

L'Astragale contient de nombreux éléments actifs, tels que des flavonoides, des
polysaccharides, des glycosides triterpénes (de type astragalosides), des acides aminés et des
traces de minéraux. L’ Astragale contient également un flavonoide nommé astragaline, qui est

un puissant antioxydant (Khalfallah ez al, 2014).
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I1.3.6 L’utilisation thérapeutique de I’Astragalus armatus

L'Astragale en Nord de la Chine. Les parties de la plante utilisées sont les racines
cueillies au printemps et séchées pendant 4 ou 7 ans. Cette la plante a été la plus étudiée et
soumise a des recherches intenses en botanique comme en pharmacologie. Les différentes

recherches sur I'Astragale démontrent que :

- Les propriétés immunitaires de cette plante semblent ramener a un niveau normal le
nombre de cellules T (un globule blanc de la famille des lymphocytes) dans les cas de certains

cancers.

- Les recherches en laboratoire sur certains extraits de la racine ont démontré un effet
protecteur au niveau des cellules hépatiques soumises a certains toxiques. Un effet anti-

inflammatoire a également été constaté.

Comme agent thérapeutique, ’astragale est recommandée dans les cas de: faiblesse,
engourdissements, asthme, nervosité, tendance aux infections, transpirations nocturnes,
rhumes et grippes, douleurs arthritiques, déficience du systéme immunitaire et insuffisance de

production d'urine.

Ainsi malgré le fait que 1'Astragale soit un des remedes naturels les plus utilisés, on ne
reporte cependant aucun cas de toxicité ou de problemes quelconques reliés a son utilisation.
On considere donc que cette plante ne présente aucune contre-indication lorsque utilisée selon
les recommandations, et que son usage prolongé ne présente aucun probleme (Khalfallah ez

al, 2014).
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I11.1. Matériels végeétales

Les graines d’astragales étudiées ont éte collectées sur terrain de différentes zones de la

wilaya de Tébessa et sont rapportée dans le tableau suivant.

Tableau 02 : Variétés d’astragales étudiés

Variétés Zone symbole
01 Youkous Yo
02 Youkous Yo
03 Youkous Yo
04 Tnoukla Tn
05 Tnoukla Tn
06 Tnoukla Tn
07 Saf Saf Sf
08 Saf Saf Sf
09 Saf Saf Sf
10 Bir el ater Ba
11 Bir el ater Ba
12 Bir el ater Ba
13 Bekaria Bk
14 Bekaria Bk
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111.2. Préparation des échantillons

On fait un broyage des graines au mortier jusqu’a 1’obtention de la farine, Pour chaque

échantillon mette 1 g de graine broyée dans les tubes Eppendorf (fig. 04).
111.2.1 Extraction des protéines totales

Plusieurs protocoles expérimentaux ont été pratiqués pour procéder a I’extraction des
différentes fractions protéiques, la mise au point du protocole d’extraction des protéines est

réalisé selon le technique de (Laemmli, 1970) qui a été améliorée au niveau du laboratoire.

Grain broyé (19)

20 ul de la solution d’extraction

v

Etuver a 65 °C pendant 30 min

Centrifugation a 12000 tours / 10 min

Fig. 04 : Extraction des protéines totales selon la technique de (Laemmli, 1970)
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111.3. Technique d'électrophorese

L'électrophorese est une technique physicochimique qui sépare des constituants ionisés
dans un champ électrique. Cette technique biochimique de séparation fondée sur le fait que
des molécules portant des charges électriques différentes migrent a des vitesses différentes
lorsqu'elles sont placées dans un champ électrique. Si 1’idée d’utiliser cette caractéristique
pour séparer des molécules remonte a la fin du dix-neuvieme siécle, c'est le biochimiste
suédois Arne Tiselius (1902-1971), prix Nobel de chimie en 1948, qui réussit le premier a
séparer par cette technique les protéines contenues dans des liquides biologiques complexes
comme le sérum sanguin et le lait. Aujourd’hui, I’électrophorése est devenue une technique
de routine dans les laboratoires ou on 1’utilise pour séparer notamment les protéines et les
acides nucléiques. L’¢lectrophorése des protéines peut étre réalisée sur des supports variés,

notamment sur gel de polyacrylamide ou sur gel d’agarose selon les informations recherchées.

L’électrophorése de protéines sur gel d’agarose est la technique la plus aisée et la moins
colteuse a mettre en ceuvre dans un établissement d’enseignement avec un matériel limité.

Elle nécessite simplement une cuve a électrophorese et une alimentation continue.
111.3.1 Principe de I'électrophorese

L'électrophorese est une technique qui permet de séparer des molécules, notamment des
protéines, selon leur charge électrique. Quand elles se trouvent a un pH différent de leur pH
isoélectrique, les protéines sont électriquement chargées. Placée sur un support, gel d'amidon
ou d'acrylamide, et sous l'action d'un champ électrique pendant un temps déterminé, les
protéines se dirigent vers I'électrode de charge opposée et parcourent une distance
proportionnelle & leur charge électrique. Leur distance de migration dans le gel est fonction de
I'intensité et de la durée du courant appliqué, du pH auquel s'effectue la séparation et de la

résistance mécanique opposée par le gel (Bourgoin-Greneche et al, 1993).

Une autre technique d'électrophorése (électrophorese en présence de SDS) consiste a
enrober les protéines avec des charges négatives et a les séparer suivant leur taille en
choisissant comme support le gel d'acrylamide qui joue un role de tamis moléculaire. Les

petites protéines migrent alors plus vite que les grosses.
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A la fin de la migration, les protéines sont mises en évidence par une réaction
biochimique qui révéle chacune d'entre elles sous forme d'une bande colorée. L'ensemble des

bandes observées constitue le diagramme protéique.
Deux types de protéines sont généralement etudiés :

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

nombreuses réactions biochimiques, permettant la transformation d'un substrat en un produit.

Elles sont mises en évidence de facon spécifique : au cours de la révelation le produit
accumulé par I'enzyme est impliqué dans une seconde réaction qui conduit a la coloration

visualisée sur le gel.

- Les protéines totales (protéines de réserve ou protéines de structure) sont mises en
évidence de facon aspécifique : toutes les protéines en quantité suffisante pour étre détectées

sont révélées par la coloration.

La mobilité est fonction de :

. La charge électrostatique nette des protéines a un pH donné

. La dimension et la forme des protéines

. L'intensité du champ électrique (tension aux électrodes, conductibilité du support)
. La taille des mailles du support solide

. La force ionique tu tampon

. La température de I'électrolyte
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111.3.2 Préparation des gels

Les plaques de verre qui servent de moule pour la polymérisation des gels sont
nettoyées a I'éthanol. Elles sont ensuite assemblées avec 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¢ d'acrylamide a 35% (p/v), de N, N’méthylene bis-
acrylamide a 2% (p/v), de tris-HC1 1M a pH 8,8 de SDS a 10% (p/v).La réaction de
polymeérisation est catalysée par de I'ammonium persulfate (APS) & 1% ainsi que du Temed.
Le gel est bien mélange puis coulé entre les deux plaques. Ces derniéres ne doivent pas étre
remplies completement, afin qu'une couche de gel de concentration, d'une hauteur de 4cm
puisse étre coulée. Une fine couche de n-butanol est déposée sur le gel de séparation. Elle
constitue une barriére entre le gel et l'air. Le gel polymérise 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 role de concentrer les protéines, de les mettre au méme niveau
et de retenir les impuretés. 1l a la méme composition que le gel de séparation, sauf que le
trissHC1 est a pH 6,8. Apres polymérisation du gel de séparation, le n-butanol est rincé et le
gel de concentration est coulé de facon a remplir les moules. Des peignes a 15 puits sont
rapidement insérés dans le gel de concentration. Ce dernier polymérise entre 90 et 180
minutes. Les peignes sont ensuite enlevées et les puits sont remplis avec du tampon avant le

dépdt des échantillons.
111.3.2.1 Tampon d'électrophorése

Aprés dépdt des échantillons, la cuve d'électrophorese est remplie avec un volume

suffisant de tampon de migration, composeé de glycine, de Tris et de SDS.
111.3.2.2 Conditions de migration

La température de la cuve est maintenue aux environs de 10°C grace a un systéme de
refroidissement qui lui est raccordé. Pour une cuve de deux gels de 180 x 160 x 1,5mm de
dimension chacun, la migration est menée a une intensité de courant de 80m A avec une

tension maximale de 1200 V.
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111.3.2.3 Fixation, coloration et décoloration

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

décolorés deux fois a I'eau.
I11.4. Lecture des diagrammes

Pour chaque diagramme électrophorétique, l'intensité des bandes polymorphes

obtenues est appréciée sur le gel a I'ceil nu et elle est estimée en 1 (présence) et 0 (absence).
I11.5. Etude statistique

L’ensemble des mobilités de toutes les bandes a été exploité par 1’établissement d’un
tableau dichotomique d’identification variétale ainsi que 1’établissement de groupes de

variétés et le calcul d’indices de ressemblances.

Les traitements statistiques et graphiques de I’ensemble des résultats obtenus ont été

réalisés avec le logiciel MINITAB.
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IV. Résultats et Discussions

Notre travail & portée sur une méthode d’électrophorése monodimensionnelle révélant

au mieux le polymorphisme, pour cela nous avons opté pour la technique de Laemmli (1970).

La figure (05) montre I’analyse électrophorétique des extraites des protéines totales de

graines de I’astragale isolées selon le protocole décrit précédemment.

Sur le profil électrophorétique (fig. 05), on distinguer 4 groupes de bandes selon I’ordre
croissant de leur migration avec des mobilités différentes.

On constate qu’il y a une différence assez nette entre les profils, En se basant sur la
mobilité, les bandes lentes correspondent a le zone A, les bands intermédiaires correspondent

aux zone B et C et les bands rapides corresponds a la zone D.

Les diagrammes renferment, selon les variétés, un nombre différents de bandes
électrophorétiques. Chaque variété présente un nombre différent de bands électrophorétiques

décelables.

Chacune de variété présente un profil unique qui lui est propre et qui pente ressembler
Ou pas a une autre variété par la présence ou I’absence d’une ou de plusieurs bandes, un tel

polymorphisme peut étre utilise comme empreinte génétiques pour 1’identification variétale.
IV.1. Etude de la diversité des protéines totales

Le diagramme électrophorétique de 14 échantillons d’astragales analysés renferment, de
14 a 132 bandes décelables qui se répartissent sur les 4 zones, le diagramme sont lus par zone
on a identifié 363 bands de protéines totales de mobilités différents. Tout échantillon

confondu répartis comme suit
En comparant les profils des 4 zones, nous pouvons relever les observations suivantes :

14 bandes pour zone A
94 bandes pour zone B
132 bandes pour zone C
123 bandes pour zone D
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Les 4 zones sont caractérisées par les mobilités suivantes :

13 mm > Zone A > 28.5 mm
29 mm >Zone B > 49.5 mm
50 mm >Zone C > 74 mm

75.5 mm >Zone D > 99,5 mm

Yol Yo2 Yo3 Tnl Tn2 Tn3 Sfl Sf2 Sf3 Bal Ba2 Ba3 Bkl Bk2

R | ZO0ne A

Zone B

Zone C

Zone D

Fig. 05 : Profil électrophoretique des protéines totales des variétés d’astragales étudiées

Yol : youkous, Y02 : youkous, Y03 : youkous, Tnl: tnoukla, Tn2 : tnoukla, Tn3: tnoukla,
Sfl : Safsaf El Ouesra, Sf2 : Safsaf EI Ouesra, Sf3 : Safsaf EI Ouesra, Ba : Bir el Ater, Ba2 :
Bir el Ater, Ba3 : Bir el Ater, Bk1 : bekkaria, Bk2 : bekkaria.
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IV.2. Choix de la région de lecture

Les résultats obtenus par le SDS PAGE montrent que les zones B et C sont les plus

polymorphes.

La zone A : constitue de 14 bandes numérotées de la band le plus lent a la band le plus

rapide, elle est notées A; a A

Les configurations fréquentes sont celles notamment une seul band ayant par deux

mobilités 1.45 et 1.85 qui apparaissent chez 03 variétes

Yol Yo2 Yo3 Tnl Tn2 Tn3 Sfl Sf2 Sf3 Bal Ba2 Ba3 Bkl Bk2

—

(=

Fig. 06 : Electrophoregramme de zone A pour les protéines totales

La zone B : dans cette zone on remarque de 94 bandes numérotées de la bandes le plus

lentes a la bandes le plus rapide, elle est notées B; a By,

Les configurations fréquentes montrent une seul bande ayant la mobilité 3.8 qui apparait
chez 5 variétés et celle ayant une mobilité de 4.7 qui apparait chez 6 variétés, celles montrant

la mobilité 4.3 apparue chez 7 variétés.

Yol-Yo2-Yo3-TnlTn2~Tn3-Sfl~Sf2-~5f3-Bal~Ba2~Ba3~BklBk2

it
i =
——
— - o | ZONEB
- L) e -
srrs puadey MG " ron— S = =

Fig. 07 : Electrophoregramme de zone B pour les protéines totales
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La zone C : ¢’est la zone la plus polymorphe, constitue de 132 bandes numérotées de la
band le plus lentes a la bandes le plus rapide, elle est notées C; a Ci3

Les configurations remarqués sont celles montrant une bande ayant les mobilités 5.5 qui
apparait chez 7 variétes, et celle ayant une mobilité 7.3 qui apparait chez 8 variétés également,

et celle ayant une mobilité 5.4 qui apparait chez 9 variétes.

Yol-Yo2-Yo3-TalTn2-~Tn3 Sfl-8f2-Sf3-Bal-BalBa3-BklBk2

!! - - --—— —---
o
”.

zﬂnn
e i e T “-M

Fig. 08 : Electrophoregramme de zone C pour les protéines totales

La zone D : elle est constituée de 123 bandes numérotées de la band le plus lent a la

band le plus rapide, elle est notées C; a Cio3

Les configurations fréquentes sont celles montrant une bande ayant les mobilités 7.6 et
7.8 et 86,4 qui apparaissent chez 7 variétés et les mobilités 8.9 et 9.5 qui apparaissent chez 8

variétés.

Yol-Yo2-Yo3 Tnl ‘Tl Tn3 Sf1-8£2-813BalBa2-Ba3 Bkl Bkl

‘
ZoneD
ni 263

Fig. 09 : Electrophoregramme de zone D pour les protéines totales
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IV.3. Etablissement du diagramme type variétal

L’analyse du diagramme montre des différences variétales, on a établi un tableau
dichotomique d’identification variétales qui est fondé sur un caractére qualitatif (absence ou
présence d’une composent), qui aboutit a 1’établissement des groupes de variétés ainsi que le
calcul de ressemblance entre les variétés afin d’évoluer le polymorphisme génétique entre les

variétés étudiees.
Tableau 03 : Clé de détermination des variétés d’astragales représentés dans la figure (5)

0 :absence 1: présence

P OO0 0O 00000000 O0OPFRPRO0O0O0DO0ODO0OPFPROO0OO0DO0OO0DO0OO0DO0O0OO0OOoOOoLErOo
OFRPR P OO0OO0OPFRPRO0OO0OO0OOPFRPPFPOOOODOOPRPOPOOPFPR OOOOOOOOLEPErOo
OO OPFrRPOOPFRPOPFRPOPFPOPOOPFPOOOPRPROOOPFRPROPFRPOPRFRP,PFPOOOOODaO
OFRP OO0 0000000 O0OPFRPOO0O0ODO0ODOPFRPOO0ODO0ODO0ODO0ODO0ODO0OO0ODO0OO0OOO0O O oo
O OO PR OO0 O0OOPFrRPROO0OOOPFRPOOPFRPROOODOO0ODO0OO0ODO0OO0ODO0ODOOFr OO OOo
elell elleoleloleololololeloll Jlellelolelolel Jlolelelollel lielielelo oo e
OO OPFRPROPFRPPFPOOPFPFOOOOOOOOODOPFrRPROOPFrRPROOODOOOOPRKr oo o
OPFRP OO0 0O PP O0O00D0DO0OPFPO0O0O0DO0DO0DO0ODOPFPROO0OPFPOO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OOOEr OO
OO OPFPRPOO0OO0OPFRPOO0OO0OPFRPOOPFRPOPOOCOCOPOO0ODO0OO0ODOODORFr OO O o oo
OO OPFPRPOO0OO0OPFRPOO0OO0OPFRPOOPFRPOPOOCOCOPOO0ODO0OO0ODOODORFr OO O o oo
O OO O0OPFPRP OO0 OPFRPOPOO0ODO0ODO0ODO0ODO0ODO0ODODOPrPOOPFPOOOPFr OO o oo
O OO PFPRPOO0OO0OPFRPOO0OO0DO0DO0CDO0ODO0DO0ODO0ODO0ODOPFRPROO0OPFPOO0ODOO0OOO0OOOOOoOOoOOo
O FRP OO OO0 O0CDO0ODO0DO0DO0OCDO0ODO0OO0OPFRPOO0OPFPOO0OO0ODO0ODO0DO0ODO0ODO0OO0ODOO0OOOOEr oo
O OO PFRPOO0OO0OCOO0OFRPROORPRPOO0ODO0ODO0ODORFRPROO0ODO0ODO0ODO0ODO0ODO0OODOOOFr OO oo
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Ce tableau renferme les configurations réelles des protéines dans le gel, il permet de
conserver une image réelle du gel. Il peut aussi servir comme base de donnés pour
I’établissement d’un catalogue et ont de ce fait une application directe dans 1’identification

variétales.
IVV.3.1 Diagramme observé chez les variétés étudiées

Les diagrammes sont lus par zone, quatre zones ont été identifié (fig05), Le diagramme
peut présenter des zones bien individuelles de bandes, pour chaque zone des types (groupes
de bandes) sont definis un méme groupe referme des variétés qui ont le méme profil

électrophoretique et qui sont étroitement apparentés.

D’un autre coté les variétés n’appartenant pas au méme groupe peuvent avoir des profils

trés proches.

Le calcul de quelques indices de ressemblances permet d’évaluer le degré de parenté

entre les variétés.
1V.3.2 Calcul de I’indice de Similarité (IRS)

Des variétés qui n’appartiennent pas au méme groupe peuvent avoir des profils trés
proches avec parfois une différence au niveau d’une seule bande c’est pour cela que le calcul

de IRS permet d’évaluer le degré de parenté entre les variétés.
Selon la méthode de (Dedio et al, 1969).
IRS = 1AS /N x100

IAS : c’est I’indice de similarité absolu, et il présente 1’ensemble des bandes qui ne sont

pas significativement différente d’une autre lorsqu’elles sont de méme mobilité.
N : nombre totale des bandes présentes.

Les valeurs de I’IRS sont rassemblés dans le tableau 3 sont considérés comme

significativement élevés de 85 a 100%, et significativement faibles de 0 a 100%.
Le calcul de I’indice de similarité a permis les observations suivantes :

- Les valeurs de ’IRS varient entre 04% et 100%.
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- Les variétés qui ont des IRS significativement élevés (entre 85% et 100%) sont tres

proches ou trés apparentées ce qui signifie qu’il y a un grand polymorphisme.

- Les variétés ayant des IRS bas (entre 0 et 10%) signifient que les diagrammes

présentent de grandes dissemblances.
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Tableau 04: Indices de ressemblances entre les diagrammes €lectrophoretiques des protéines totales en %

Yol Yo2 Yo3 Tnl Tn2 Tn3 Sfl Sf2 Sf3 Bal Ba2 Ba3 Bkl Bk2 Variétés
100% 20% 14% 11% 12% 10% 11% 18% 08% 06% 17% 14% 11% 11% Yol
100% 14% 13% 12% 10% 13% 21% 10% 10% 16% 10% 13% 13% Yo2
100% 8% 07% 05% 08% 06% 04% 04% 11% 11% 06% 10% Yo3
100% 08% 15% 13% 10% 13% 12% 15% 12% 43% 11% Tnl
100% 04% 20% 08% 18% 19% 18% 11% 14% 42% Tn2
100% 16% 12% 11% 10% 13% 14% 15% 06% Tn3
100% 12% 21% 19% 16% 13% 15% 20% Sfl
100% 11% 10% 15% 11% 13% 08% Sf2
100% 47% 09% 14% 12% 15% Sf3
100% 09% 15% 12% 14% Bal
100% 10% 12% 15% Ba2
100% 09% 09% Ba3
100% 07% Bkl
100% Bk2
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IV.4. Exploitation des résultats

IV.4.1 Dendrogramme de similarité

Fig. 10 : Dendrogramme de similarités des protéines totales

Les résultats obtenus confirment la variabilité entre les variétés étudiées, on remarque
dans le diagramme de similarité représente dans la (fig. 10), qu’il y a une grande dissimilarité

entre les astragales, il est possible de différencier en 3 groupes (G1, G2, et G3).

Le groupe 1 constitue des variétés Ba3, Bal, Sf3, Tn3, Bk et Tnl, on devisée se premier

groupe en 2 sous-groupes 1 et 2.

Le premier sous-groupe est forme par les variétés Bal et SF3 qui a un seuil de similarité

de 96.53%, et 1’échantillon Ba3 s’associe a eux au seuil de 55.16%.

Le deuxiéme sous-groupe formé par les variétés Tnl et Bkl qui est trés similaires

91.84% la variété Tn3 s’associe a eux au seuil 55.16%.
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Le groupe 2 est constitué des variétés Ba2, Sf1, Bk2 et Tn2 ou on note qui les variétés

Tn2 et BK2 sont trés proches (90%), est que la variété Sfl s’associe a eux au seuil (59.81%),
et que la variété Ba2 vient les joindre au seuil (55.16%).

Le troisiéme groupe est composé par les variétés Yol, Yo2, Sf2 et Yo3 on remarque
Y02 et Sf2 sont similaires a 53.44% et que Yol s’associe a eux a 59.09%.
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Conclusion

Conclusion et perspectives

Ce travail nous a permis d’évaluer la diversité génétique de /’astragalus armatus, étant
donné que nous avons utilisé les protéines totales comme marqueurs biochimiques afin de

faire I’identification variétale et comparer les différentes plantes étudiées.

L’application de I’extraction protéique a donné des diagrammes satisfaisants et a permis
de voir la diversité des protéines totales qui présentent un polymorphisme intéressant. Nous

avons décelés des bandes de mobilités différentes.

L’électrophorése mono dimensionnelle sur gel de polyacrylamide en présence de

Sodium Dodecyl Sulfate (SDS-PAGE), donne une bonne résolution des protéines totales.

Le calcul des IRS ainsi que 1’établissement du dendrogramme ont été fait en se basant

sur le polymorphisme electrophoretique des protéines totales.

Les indices de ressemblances ont permis de voir le degré de parenté des variétés, ils ont
des valeurs variables plus ou moins faibles ce qui indique une importante dissemblance entre

les protéines totales des astragales étudiés.

D’autres études sur d’autres types de protéines ou sur des systemes enzymatique ainsi
que sur d’autres variétés d’astragales seraient nécessaires afin de mieux apprécier et évaluer la

variabilité genétique.

Par ailleurs, la biologie moléculaire et ses techniques telles que : Les RFLP, les RAPD,
les Microsatellites...etc, sont un bon moyen pour étudier les caracteres génétiques des
populations d’un cOté et permettent d’une autre c6té le control de la pureté variétale, ces

marqueur peuvent également servir a reconstituer 1’histoire de la genése d’une espece.
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Annexes

Annexe 1 : solution utilisées pour la SDS-PAGE

Solution stock
Tris pH 6,8

Eau distillée
SDS
Bleu de bromophénol

Glycérol

6,25 ml
12,05 ml
24

10 mg
10 ml

Solution mére d’acrylamide a 35% (a préparer avec gants et masque)

Acrylamide

Eau distillée

359
100ml

Solution mere de bis acrylamide a 2% (a préparer avec gants et masque)

Bis acrylamide
Eau distillée

Solution stock de SDS a 10%

Sodium Dodécyl Sulfate

Eau distillée

29
100 ml

109
100 ml

Solution d’APS (Ammonium Presulfate) a 10% : & préparer ex temporairement

APS

Eau distillée

01g
10 ml

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

Tris (hydroxyméthyl aminomethan)

Eau distillée

Ajuster a pH 8,8 avec du HCI fumant

Eau distillée

60,57 g
qsp 400 ml
8a10 ml

qsp 500 ml

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

Tris (hydroxyméthyl aminomethan)

Eau distillée

Ajuster a pH 6,8 avec du HCI fumant

Eau distillée

30,285 g
gsp 200 ml
19,5 ml

gsp 250 ml
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Annexe 1 : suite des solutions utilisées pour la SDS-PAGE

Tampon d’électrophorese

Glycine 70,55¢

Tris (hydroxymethyl amino Ethan) 159

SDS 54

Eau distillée gsp 5000 ml

Solution de coloration (pour deux gels)

TCA 60% 100 ml
Solution mére de bleu de Coomassie R 250 25 ml
Eau distillée gsp 500 ml

Solution mere 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 1’éprouvette, avec un barreau aimanté. Le
bleu de coomassie est ensuite ajouté (sinon le bleu prend en masse au fond du contenant).

Laisser en agitation au moins deux heures, puis filtrer la solution.
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Annexe 2 : préparation des gels pour électrophorése des protéines totales

(Quantites pour une cuve de deux gels)

Gel de séparation (running gel)

Acrylamide a 35% 35 ml
Bis Acrylamide & 2% 6 ml
Eau distillee 16.6 ml
Tris-HCI pH 8,8 37,6 ml
SDS a 10% 1ml
APS a 1% 2,5ml
Temed 50 pul

Gel de concentration (stacking gel)

Acrylamide a 35% 3,42 ml
Bis Acrylamide & 2% 0,86 ml
Eau distillée 30,4 ml
Tris-HCI pH 6,8 5mil
SDS a 10% 0,4 ml
APS a 1% 2mi
Temed 40 pl
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Annexe 3 : Cle de détermination des protéines totales

Bal | Ba2 | Ba3 | Bkl | Bk2

Sf3

Sf2

Yol | Y02 | YO3 | Tnl | Tn2 | Tn3 | Sfl1

1.3
1.45
1.5
1.6
1.7
1.8
1.85
2.85
2.9
2.95
3.05

3.1

3.15
3.2

3.3

3.35
3.4
3.45

3.5

3.65
3.7

3.75
3.8

3.9

3.95

4.05
4.1

4.15
4.2

4.25
4.3

4.35
4.4

4.45
4.5

4.55
4.6

4.65
4.7

4.8

4.9

4.95

51

5.15
5.2

5.25
5.3

54
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Annexe 3 : suite de clé de détermination des protéines totales

5.5

5.6

5.7

5.75
5.8

5.9

6.05
6.1

6.15
6.2
6.3

6.35
6.4
6.45
6.5

6.55
6.6

6.65
6.7

6.75
6.8

6.85
6.9

7.05
7.1

7.2
7.3

7.4
7.55
7.6

7.65
7.7
7.8
79

8.1

8.15
8.2

8.25
8.3

8.4

8.45
8.5

8.55
8.6

8.7

8.8

8.85
8.9
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Annexe 3 : suite de clé de détermination des protéines totales

o

9.1
9.2
9.3
9.35
9.4
9.5
9.55
9.6
9.65
9.7
9.8
9.9
9.95

[llelleollelleolle]] Jleliell o]l o))

O IO|0O|FRO0O|0|0|0O|O|0o|0|F

[elidlell Jllellellel] Jllellel el ] o] o]
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[=lillellellell Hiellellell Jlieliell Ul o]
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Annexe 04 : Analyse hiérarchique des variables : Yol; Yo02; Yo03; Tnl; Tn2;
Tn3; Sf1; ...

Analyse hiérarchique des variables : Yol; Y02; Yo3; Tnl; Tn2; Tn3; Sf1; ...

Distance du coefficient de corrélation, Liaison compléte Etapes de fusion

Nombre
d'obs. dans
Nombre de Niveau de Niveau de Groupes Nouveau le nouveau

Etape groupes similarité distance liés groupe groupe
1 13 96,5384 0,06923 9 10 9 2
2 12 91,8478 0,16304 4 13 4 2
3 11 90,0047 0,19991 5 14 5 2
4 10 61,8630 0,76274 2 8 2 2
5 9 60,2703 0,79459 5 7 5 3
6 8 59,8116 0,80377 1 2 1 3
7 7 55,8845 0,88231 4 6 4 3
8 6 55,5066 0,88987 5 11 5 4
9 5 55,1681 0,89664 9 12 9 3

10 4 53,4460 0,93108 1 3 1 4
11 3 48,9102 1,02180 4 9 4 6
12 2 44,2478 1,11504 1 5 1 8
13 1 38,6414 1,22717 1 4 1 14
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