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Résumé

Le polymorphisme des protéines de réserve et des avénines, a été testé pour évaluer la diversité de trois especes
spontanées polyploides de la flore algérienne : deux annuelles colonisatrices Avena barbata et A. sterilis et une
vivace endémique A. macrostachya. Les résultats ont montré une nette différenciation interspécifique corrélée au
niveau de ploidie et aux facteurs de I’environnement. Les affinités entre A. sterilis et ’espéce cultivée A. sativa,
utilisée ici comme référence, soulignent I’importance des espéces spontanées comme ressources
phytogénétiques.
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Summary

The polymorphism of seed storage proteins and avenins has been used to assess the diversity of three
spontaneous polyploid species of the Algerian flora: two annual and colonizing species Avena barbata and A.
sterilis, and one endemic and perennial A. macrostachya. Results showed a clear interspecific differentiation
correlated with ploidy level and environmental factors. The affinities between A. sterilis and the cultivated A.
sativa, used here as a reference, highlight the importance of spontaneous species as resource for plant
improvement.
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1. INTRODUCTION

Le genre Avena L. (Poaceae) comprend plus de 26 taxons dont 1’espéce communément
cultivée A. sativa L., (Badaeva et al., 2005; Loskutov, 2008). Dans la flore algérienne, ce
genre est représenté par 12 taxons spontanés annuels ou vivaces, autogames ou allogames,
avec trois niveaux de ploidie 2n = 2x = 14, 2n = 4x = 28 et 2n = 6x = 42.

La diversité spécifique, la polyploidie et I'amplitude écologique font de ces taxons, une
précieuse source de génes d'intérét. En effet, leur taux particuliérement élevé en prolamines,
leur résistance aux pathogeénes et leur tolérance aux conditions extrémes de tempeérature sont
des caractéristiques recherchées pour les programmes d'amélioration des avoines cultivées
(Leggett et al., 1992). Plus généralement chez de nombreuses Poaceae, I’hétérogénéité des
prolamines s'est avérée un outil résolutif dans les études de la variabilité intra et inter
spécifique et de ses relations avec les facteurs environnementaux (Amirouche et Misset,
2003 ; Branlard, 2009; Boczkowska et al., 2017).

L’objectif de cette étude est d’évaluer le polymorphisme électrophorétique des avénines,
protéines de réserve spécifiques des avoines, comme marqueur de diversité et d’adaptation.
L’approche s’appuie sur trois espéces spontanées représentatives du genre Avena : A. barbata
Pott., A. sterilis L. et A. macrostachya Bal. Les deux premieres sont des annuelles
respectivement tétraploide (2n=4x=28) et hexaploide (2n=6x=42) ; A. macrostachya Bal., est
en revanche une avoine vivace tétraploide (2n=4x=28), endémique des monts du Djurdjura et
des Aureés.

2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Matériel végétal

Trois populations correspondant a A. barbata, A. sterilis et A. macrostachya ont été récoltées
dans le nord de I'Algérie respectivement dans un maquis préforestier de I'Atlas Tellien, en

bordure d’une formation rudérale littorale et dans les pelouses du Djurdjura (Tableau 1 ;
Figure 1).

Tableau 1. Caractéristiques des especes étudiées et des stations de récolte

Taxon Ploidie Station ,Aileztr:tumc;e Bioclimat Formation végétale

A. barbata 2n=4x=28 Boghni 400 Sub-humide Clglrlere_de maquis
préforestier
Pelouse a Festuca,

A. macrostachya  2n=4x=28 Tikjda 1750 Humide Bromus et Hordeum
bulbosum

A. sterilis 2n=6x=42 Bab-Ezzouar 10 Sub-humide Formation rudérale de
bord de champ

Une quatrieme espece, Avena sativa L. est utilisée comme référence; c’est ’espéce
communément cultivée, représentée ici par les variétés saba et hamel fournies par le Centre
National de Contréle et Certification des semences et plantes (CNCC).



Figure 1. Photographies in situ des trois espéces d’avoines spontanées étudiées.
(@) : Avena barbata (2n=4x=28); (b) : Avena sterilis (2n=6x=42) ; (c) : Avena
macrostachya (2n=4x=28)

2 .2. Extraction des protéines de réserve

Les proteines totales et la fraction des avénines ont été extraites selon le protocole préconisé
par 'UPOV (1994). Les extractions sont effectuées sur environ 100 mg de farine de caryopse.
Les caryopses sont broyées dans un mortier puis triturés dans un tube Eppendorf avec 1500 pl
de solution d’extraction constituée de 28.33 ml de solution tampon de base, 7.91 ml de 2-
mercaptoéthanol, 15 ml de DMF (diméthylformamide) et d'eau distillée (QSP 100 ml). Pour
les avénines, un volume d'isopropanol équivalent a 50% de la solution d'extraction, a été
rajouté. Le tampon de base contient 6,25 ml de tampon Tris-HCI 1M a pH 6.8, 12.05 ml
d’eau distillée, 2g de SDS (Sodium Dodecyl Sulfate), 10 mg de pyronine G et 10 ml de
glycérol.

2 .3. Electrophoreses

La séparation des prolamines totales et des avénines a été effectuée par SDS-PAGE
(Laemmli, 1970). Les gels de résolution sont respectivement de 15% et 13%; le gel de
concentration est a 5% dans les deux cas. La migration est effectuée dans un tampon Tris-
glycine 0.5 M, pH 4.5, 0.2% SDS sous 20 mA.. Les gels sont fixés pendant 30 mn dans 100 ml
d’une solution & 15% TCA (Acide trichloracétique). Aprés ringage, le gel est placé dans 150
ml de solution de coloration a température ambiante durant 12 heures environ. La solution de
coloration est composée de 25 ml d'une solution A, 559 de TCA, 65 ml d'acide acétique
glacial, 180 ml de méthanol et d'eau distillée (QSP 1000 ml). La solution A comporte 0.25 g
de bleu de Coomassie G-250, 0.75g de bleu de Coomassie R-250 ajustée a 100 ml d’eau
distillée. Les gels sont ensuite décolorés dans 1’acide acétique a 10%.

2.4. Traitements statistiques

Apres lecture et analyse des électrophorégrammes, des matrices de présence absence de bande
ont été constituées. Elles serviront de base aux analyses multivariées : Classifications
Ascendantes Hiérarchiques (CAH) et Analyses des Correspondances (AC) réalisées a l'aide
du logiciel STATISTICA software package (StatSoft Inc. 1984-1997) version 5.1.



3. RESULTATS
3.1. Diversité des protéines totales

Les électrophorégrammes des protéines totales ont révélé trois zones de migration bien
distinctes A, B et C comportant au total 29 électromorphes (Figure 2). C’est la zone
intermédiaire B qui est la plus variable avec un nombre élevé d’électromorphes (> 11). Les
zones de migration A et C sont constituées d’un faible nombre de bandes (< 6). La
combinaison des 29 électromorphes a permis de spécifier 5 phénotypes principaux (P1 a P5),
comprenant de 17 a 21 bandes.
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Figure 2. Electrophorégramme et principaux phénotypes des protéines totales chez quatre
especes d’avoines. 1-P1 : A. sativa var. saba; 2-P2 : A. sativa var. hamel; 3-P3 : A. sterilis; 4-P4 : A.
barbata; 5-P5 : A. macrostachya.

3.2. Diversité des avénines

Les électrophorégrammes d’avénines montrent également 3 zones de migration distinctes
avec seulement 10 électromorphes (Figure 3). La zone anodique rapide comporte 3
électromorphes (1, 2 et 3), la zone intermédiaire 4 bandes (4, 5, 6 et 7) et la zone lente
cathodique 3 électromorphes (8, 9 et 10). Cing 5 phénotypes sont établis.
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Figure 3. Electrophorégramme et principaux phénotypes d’Avénines chez quatre especes
d’avoines. 1-P1: Avena sterilis; 2-P2 : A. barbata; 3-P3: A. macrostachya; 4-P4: A. sativa var.
saba; 5-P5: A. sativa var. hamel.



3.3. Relations interspécifiques et polyploidie

Chaque taxon est caractérisé par des électromorphes et donc par un profil particulier tant pour
les protéines totales que pour les avénines.

La classification ascendante hiérarchique réalisée sur la base des protéines totales (Figure 4a)
montre 2 clusters bien individualisés. Le cluster | associe a une distance d < 1.25, les espéeces
hexaploides (2n=42), A. sterilis et les 2 variétés d’A. sativa. Le cluster Il regroupe a d <1.75,
les tétraploides (2n=28) A. barbata et A. macrostachya.

Cette différenciation entre espéces polyploides 6x et 4x, est mise en exergue par 1’analyse des
correspondances (Figure 4b). A. barbata et A. macrostachya sont en effet positionnées dans la
partie positive de I’axe 1 se distinguant 1’une de 1’autre par trois (23, 28 et 29) et deux
électromorphes (1 et 21) mais partageant trois bandes (5, 7 et 13). Dans la partie négative de
I’axe 1, I’espéce spontanée A. sterilis montre de fortes affinités avec A. sativa ; chez ces deux
espéces hexaploides, le nombre de bandes est compris entre 17 a 20 dont plusieurs sont
partagées.
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Figure 4. Classification hiérarchique (a) et Analyse des correspondances (b) de quatre
espéces d’avoine, basées sur le polymorphisme des protéines totales.

Am: Avena macrostachya; Ast: A. sterilis; Abar: A. barbata; Ash: A. sativa var. hamel; Ass: A.
sativa var. saba.

L’analyse des phénotypes d’avénines montre un nombre de 6 électromorphes chez les
tétraploides A. barbata et A. macrostachya tandis que ce nombre est de 8 et 9 électromorphes
respectivement chez les hexaploides A. sterilis et A. sativa.

Tant en classification hiérarchique qu’en analyse des correspondances (Figures 5a et 5b), la
diversité des avenines accentue la différenciation des espéces. L’espece vivace endémique A.
macrostachya d’une part et I'espéce annuelle A. barbata d’autre part se distinguent nettement
des deux autres especes hexaploides A. sterilis et A. sativa.



La différenciation entre tétraploides est due a un électromorphe (5) propre a A. macrostachya
et deux électromorphes (7 et 9) propres a A. barbata. Les similitudes entre les hexaploides A.
sterilis et A. sativa sont dues aux électromorphes 2 et 10.
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Figure 5. Classification hiérarchique (a) et Analyse des correspondances (b) de quatre
especes d’avoine, basées sur le polymorphisme des avénines. Am: Avena macrostachya; Ast:
A. sterilis; Abar: A. barbata; Ash: A. sativa var. hamel; Ass: A. sativa var. saba.

4. DISCUSSION

La diversité des protéines de réserve et des avénines a été détectée chez un grand nombre de
Poaceae de différents groupes taxonomiques et, en particulier, chez les plantes cultivées et
leurs apparentées spontanées (Daussant et al., 1983 ; Gepts, 1990 ; Alvarez et al., 2006).

Chez des espéces spontanées du genre Hordeum (Nevo, 2001 ; Amirouche et Misset, 2003) et
du genre Aegilops (Bandou et al., 2009), le polymorphisme des prolamines est relié également
a la polyploidie et aux facteurs écologiques.

Les avénines sont utilisées comme marqueurs d’identification de cultivars d’avoine (Peterson
et Brinegar, 1986 ; Smith et Smith, 1992). Des études sur différents génotypes notamment de
I’avoine cultivée ont montré que la variabilité des avénines est en relation directe avec le
niveau de ploidie et 1’origine écogéographique des taxons (Kim et al., 1979; Portyanko et al.,
1998 ; Mirza et al., 2007; Dumlupinar et al., 2011; Boczkowska et al., 2017).

5. CONCLUSION

L'analyse du polymorphisme éléctrophorétique des protéines de réserve et des avénines, a
permis de révéler une nette différenciation de 3 especes spontanées de la flore algérienne :
deux annuelles Avena barbata et A. sterilis et une vivace endémique A. macrostachya. Cette
différenciation corrélée a la polyploidie et aux facteurs de ’environnement, se traduit par la
présence d’électromorphes propres a chaque taxon.
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