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Avant-propos

Un grand nombre d’études portant sur de multiptgseees animales et végétales ont eu
pour objectif de caractériser la répartition deilgersité génétique entre populations et ont
tenté d’expliquer l'origine de cette structuratidies mesures de structuration génétique
sont classiquement utilisées pour «mesurerflles géniqgues» au sein d'une espece,
en considérant que les populations ont atteint guilibre entre dérive et migration.
Toutefois, I'histoire des populations et notamileur démographie (expansion, effet
de fondation, mélange de populations) ont ayssi affecter la distribution de la
diversité génétique entre populations. La corsaaise de la structuration génétique d’'une
espece constitue de plus un outil précieux powotsservation des ressources génétiques
d’'une espéce. La diversité génétique est laatv@n qui existe au niveau des genes
d'un individu, d’'une population, d'une espécai d'une communauté. En d'autres
termes, la diversité génétique est définie leaniveau de similarité ou de différence
dans la composition génétique des individus, mgsulations et des especes. Elle peut
donc se mesurer a différents niveaux : de lindivad la communauté. Cette diversité
génétique est extrémement importante car elle septé le matériel de baseen
amélioration des plantes sur lequel peut agirllecténneur.

La connaissance de la structure génétique d’'uneécespeut aussi représenter un avantage
direct pour la sélection, a lintérieur des popolas, de génotypesperformant,
I'idéotype, vis-a-vis des contraintes. Sachant lguealeur adaptative d’'un caractere étant
généralement supérieure pour un gene présentaiepta états alléliques (hétérozygotie)
ou pour une population formée d’individus difféieret complémentaires. D’ailleurs, Y.
Demarly le souligne trés biefil.e matériel de départ pour un sélectionneur coaset
variétés deéja existantes, en populations entretensmit par lui-méme, soit par des
instances nationales ou des centres internationaoxjes peuplements naturels et en des
especes apparentées, ancestrales, spontanées, e@gt'ilpossible d'utiliser comme
ressource$Elle peut de plus se concevoir comme une uraese permettant
'adaptation a de nouvelles conditions emunementales. Plus une population ou une
espece est diversifiée génétiquement, plus certleinses membres arriveront a s’adapter
aux modifications survenant dans I'environnem@n sein d’'une espece la diversité
génétique présente généralement une varia@ogrgphique. Les especes sont souvent
subdivisées en populations dont les fréquencebgaks et génotypiques divergent d’'une

région a l'autre. Cette variation est la résultaditen équilibre entre des forces tendant a
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créer une divergence entre populations et cedmdant a produire une homogénéité
génétique. Les forces créant une divergenaeétiggie sont la mutation, la dérive,
due a des tailles de populations finies, etélaction naturelle quand elle favorise une
adaptation locale. Les forces créant une h@mégation sont les mouvements de
gametes ou d'individus (dispersion), qui contrituaax flux de génes entre populations,
et la sélection qui favorise une plus fodigersité intra-population.



Résumétes contraintes environnementales représententearfatteurs limitant pour la
productivité agricole et jouent un réle importaand la distribution des espéces végétales
a travers différents types d’environnements. L'étparte sur la diversité et les aptitudes
d’acclimatation a un stress par basse tempéraamajqué pendant la croissance post-
germinative de 16 génotypes appartenant a quapeces annuelles ddedicago (M.
aculeatawilld., M. polymorphal., M. truncatulaGaertn. eM. ciliaris Krocker.), par une
caractérisation de la diversité génétigue a laidfeutils biométrique (caracteres
morphologiques), biochimique (peroxydases et est&)aet moléculaire (14 microsatellites
(SSR) utilisés).Les résultats révelent que: (aflestypes présentant les meilleurs ratios
racines/tiges sous un régime de basse températnteasux qui présentent une meilleure
toléerance au froid ;(b) L’activité globale des perdases et des estérases,des plantes
soumis a un régime de basse température, estdardzi la durée du traitement et du degré
de tolérance des différents écotypes étudiéest domstion de I'espéece.Cette activité est
plus importante chez les écotypes tolérant qusdesibles. Les profils électrophorétiques
peroxydases et des estérases ont permis de réleSldrandes d’activité enzymatique qui
ne s’exprime que sous stress froid en comparaisen keurs témoins respectifs. Cette
expressionde ces isoenzymes est plus importante lekgopulations tolérante que chez
les populations sensibles ; (c) Un total de 118 edl a été détecté au niveau des quatorze
locus SSR. Le pourcentage de polymorphisme au €89 varie de 7% a 84.62 %
respectivement, dénotant d’un grand polymorphisimez cces populations a travers les
locus marqueurs utilisés. Certains alléles détemigsveau des locus marqueurs Mtic-131,
Mtic-432, Mtic-079 semblent avoir une relation avactolérance au froid et 'origine
géographique des écotypes.

MotsClés: Medicaggstress froid, développement post germinatif, pgilases,

estérases,microsatellites (SSR), polymorphisme.



Abstract-The study was carried on 16 accessions of anMedicago species Nl.
truncatula Gaertn.M. ciliaris Krocker., M. aculeataWild. and M. polymorphal.). a):
Seedlings of different accessions collected frotassof contrasting altitudes (10 to 1170
m) were subjected to different durations of low pemature regimes. Root to shoot ratios
of acclimated and non-acclimated plants were coetpab): The Comparison of the
profiles of esterase and peroxidases between tesditamd control groups, showed in most
cases an increase in band intensity profile otb&ted compared to control. This increase
in antioxidant enzyme activity is maintained atighhlevel throughout the duration of
stress in tolerant genotypes. C): Among the 16smigers studied, 12 were used to assess
the degree of genetic polymorphism by SSR micrdgate Results showed that
accessions originate from high altitude had a bettet to shoot ratios so best ability to
cold acclimation than accessions originate from laeltitude (lower ability to cold
acclimation). Testsdifferentiationbetweenspecies fisher pairindicated thatall species
weredifferent from eachother. Results showed thgh Hevel of homozygosity for all
species (> 80 %). Moreover, there were differenoesveen populations of the same
species of cold acclimation, which will encourage & study of association between cold
acclimation and molecular polymorphism.

Keywords: Cold acclimation, root: shoot ratios, esteraseyoxydases,molecular
polymorphism (SSR), annuals populatidsdicago.
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Introduction

Les propriétés agronomiques et alimentaires desriégguses sont connues depuis plus de
2000 ans. Les légumineuses, caractérisées pacadpacité a fixer I'azote atmosphérique
présentent un double intérét. D’'un point de vue-agrvironnemental, elles ne nécessitent
aucune fertilisation azotée et contribuent natameint a enrichir le sol en azote. En se
substituant aux engrais de synthése, elles éatast les pollutions liées a leur fabrication,
leur transport et leur épandage. D’un point dealireentaire, elles constituent des sources
importantes de protéines a la fois pour les hometeses animaux d'élevage. Les
légumineuses qui fournissent des graines séches lpoconsommation humaine sont
cultivées dans le monde entier. Certaines feveshfesent une huile, comme I'arachide et
le soja (source oléagineuse), d'autres se consotpnraripalement cuites ou comme
légumes secs. Les graines sont parfois mouluearare fpour la préparation de différents
plats. Ce qui reste de la plante une fois less@g@rées constitue un tres bon fourrage ou
peut étre enfoui sous terre pour la fertiliser.t@iaes légumineuses peuvent aussi étre
cultivées en association avec des céréales etilmostrainsi a accroitre la production et
augmenter la fertilité du sol (Nieuwenhuis et Nielink, 2005). En terme de surfaces et
de quantité produite, les Légumineuses camsiit la seconde famille de plante
cultivées apres les céreales (Cazaux, 2009). Syiae botanique, les Iégumineuses
(Leguminosae sont une famille de plantes a fleurs, égalemémocthmée Fabacae en
classification phylogénétique. La plupart des lémeuses présentent la faculté de fixer
I'azote atmosphérique grace a une symbiose étabke des bactéries du sol du genre
Rhizobium dans des excroissances racinaires appelées tésdosCette fixation
symbiotique, complétée de prélévements d'azotereléddment présent dans le sol, leur
permet d’assurer leur nutrition. Ces plantes nesgtent donc aucune fertilisation azotée
pour leur croissance. En agriculture, les légunmseeusont soit cultivées pour leurs
graines, riches en protéines (féve, féverole, sogas sec, lentille, haricot...) qui sont
utilisées en alimentation humaine et animale, poiir leur appareil végétatif (luzerne,
trefles, sainfoin) utilisé comme ressource fourrageElles comptent plus de 14000
especes, réparties en 3 sous-familles : les Césadg, les Mimosacées et les
Papilionacées, colonisant des biotopes variésaiy les continents. Les |égumineuses
cultivées appartiennent aux Papilionacés etré&martissent majoritairement sur deux
clades : les Phaseolides, d’origine tropicéeg. le sojaGlycine max le haricot

commun Phaseolus vulgaris le haricot mungoVigna radiatg et les Galégoides
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d’'origine tempérée (e.g. le poiPisum sativumla lentille Lens culinaris la luzerne
cultivée Medicagosativa, la luzerne sauvage) (Brunel, 2008).

Le genreMedicagq qui fait partie de cette grande famille, comprem# cinquantaine
d’especes annuelles ; ces especes de bonne duoalitégére se trouvent a I'état naturel

sur tout le pourtour méditerranéen (Lesins et lsif79).

Dans le Nord de I'Afrique, I'essentiel des ressesrtourrageres et pastorales provient en
général des milieux naturels. Les légumineusesrdgeres et pastorales occupent une
place importante,elles constituent souvent la bask flore des paturages, des jacheéres et
des prairies (Abdelguerfi et al. 2000). Les travaexrecherche menés sur les ressources
génétiques n’ont souvent pas abouti a la créatwr@tale et a la production de semences a
cause des difficultés anthropiques, socio-éconoesigtechniques et politiques. Devant la
globalisation, le retour vers le développementpmhasrages et des fourrages basés sur des
légumineuses locales permettrait aux pays de lemrédglassurer certaines productions
spécifiques.

En Algérie, les productions fourrageres connaisseniéficit chronique. Ce déficit se
traduit par de faibles productions animales (Senhetdal. 2000). 50 % des superficies
fourragéres sont occupées uniquement par les clsawailes et jachéres ; alors que les
fourrages cultivés ne représentent que 10%.Cesaiges cultivés n’occupent que 7.23%
seulement de la SAU au niveau national avec urefaliversité des especes fourrageres
dont les luzernes annuelles. Les ressources génétitps populations annuelles du genre
Medicago,dont plusieurs espéces adaptées, peuvent ganastiproduction conséquente
en paturage en remplacement de la jachére peu qiregllet dans le systemé.ey-
Farmind dans les zones ou les facteurs limitant sévis§&atlleurs, ces auteurs mettent
en avant 'importance des ressources génétiqugenieMedicagodont plusieurs espéces
adaptées, garantissant des productions conségdansele systemd. ey-Farming dans
certaines zones. Donc, I'intégration céréalicukélevage nécessite la création de paturage

d’especes annuelles tedicagopour la substitution des jachéres peu productives.

Dans les milieux naturels, la distribution spatidks individus au sein des populations
dépend souvent des facteurs environnementaux @eotefit I'établissement des jeunes
plantes, telles que la température, la pluviomgli@iédongueur croissante des saisons et des
changements dans la durée des journées en foragmiatitudes (Prosperi et al. 2006).

Pendant longtemps, les caracteres morphologique®&timiques ont été les seuls outils
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disponibles pour caractériser des populations pewr adaptation locale. Cependant, ces
derniers sont souvent influencés par I'environndmées marqueurs microsatellites,
s’affranchissant de cette contrainte, sont souugligés en association avec les caracteres
phénologiques et biochimique pour caractériserpegulations et leur adaptation aux
milieux (Badri et al. 2007; Dias et al. 2008; Ldzet al. 2009; Zeng et al. 2009; Sharma et
al. 2010; Bagavathianan et al. 2010; Zaccardekil.e2012; Cui et al. 2013 ; Avia et al.
2013).

Ce mémoire de these s’inscrit dans le contexteedbercher a la fois des marqueurs
morphologiques, biochimiques, et moléculaire,eati@h avec la tolérance au froid d’'une
collection de populations annuelles appartenantud@tre espéces du genkéedicagq
par(i) : une approche biométrique, qui consatel’évaluation de la variabilité de la
toléerance a un régime de basse température (4°Cllgsm parameétres morphologiques
(longueur de la plante, longueur de la tige et lmuy de la racine), (ii) : une approche
biochimique qui consiste en ['étude de [leffadlu stress froid sur l'activité et
I'expression izoenzymatique des peroxydases et edt@rases, et en fin, (iii): une
approche moléculaire, par une caractérisatiofaidel de marqueurs microsatellites de
types SSR, tout en essayant de répondre a la iquestxiste-il une relation la tolérance
au froid des populations étudiées et leur siteigiioe (basse ou haute altitude) et les

marqueurs étudiés, morphologique, biochimique déoutaires.
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Revue bibliographique

Chapitre I. Développement des plantes sous stressifi

I.1. Les végétaux face aux stress abiotiques

Les plantes sont souvent confrontées a des consligmvironnementales défavorables
gu’on peut dénommer ‘stress’ et qui ont pour consége une diminution de la croissance.
Constamment soumises a toutes sortes de stresoremamentaux d’origine biotique
(agressions par des agents pathogénes) ou abiofepe®s ou défaut de lumiere,
fluctuations brutales de température, hypoxie sstigydrique, salinité, etc.) et incapables
de se mouvoir elles ont développé, au cours deolldwn, des stratégies variées et
ingénieuses pour se défendre et s’adapter a leinoenement changeant, en déclenchant
des spectres parfois tres complexes de réponse®cutmtes, métaboliques et
morphogénétiques. La connaissance accrue de I'dsedes meétabolites formés (ou
métabolome), des génes correspondants et des raaeutranscription contrélant leur
expression devrait permettre d’envisager un coatm@isonné de «l'usine» chimique
végétale dans une optique utile a I’'homme.

Indépendamment des stress biotiques provoquéspagents pathogenes des plantes, il y
a une multitude de stress abiotiques, tels quéisponibilité de l'eau (sécheresse), de
température extréme (refroidissement, congélatibaleur), de salinité, de métaux lourds
(toxicité d'ion), d'irradiation photonique (UV-BYlindisponibilité d'éléments nutritifs, et
de structure dans le sol. Les stress abiotiquessadt, séparément ou en association, a des
effets néfastes généraux et spécifiques sur Iasance et le développement des plantes,
pour arriver finalement aux rendements des récoltes principaux stress abiotiques
(sécheresse, salinité, gel) ménent a une dispié@ilbdduite de I'eau pour des fonctions
cellulaires essentielles et a I'entretien de lagom de turgescence.Cependant, au-dela des
mécanismes communs, la réponse a ces stress prasentspécificités.La plupart des
plantes ont développé de divers mécanismes d'duaptat de désintoxication pour
surmonter ces états de stress. Certaines de épenses les plus communes pour la
tolérance aux stress abiotiques sont la surpramtucke plusieurs corps dissous organiques
compatibles nommeés des «osmoprotectants» ou dedytem(tels que le saccharose, les
bétaines, la proline) pour l'ajustement osmotiqtiepmtection des structures sous-
cellulaires, changements métaboliques cellulaiprediiction secondaire de métabolite,
activité protéolytiqgue, homéostasie ionique, regiatdes état redox, activation d'enzymes

antioxydants etc.), changements anatomiques et holmgiques des tissus, induction
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d'expression de génes, activation des génes inggigans des voies de transduction de
signal (tels les génes codant pour des protéiness&s) aboutissant a des changements
complexes de I'expression de génes ayant pourtag$ablaptation des plantes aux stress
abiotiqgues(Avia et Lejeune-Hénaut, 2007).

Les contraintes environnementales représentent es fdcteurs limitant pour la
productivité agricole et jouent un role importaand la distribution des espéces végétales
a travers différents types d’environnements (Sieghl. 2002; Dita et al. 2005; Zhang et
al. 2008;Saibo et al. 2009 La sécheresse, le froid et la salinité des sasésentent un
obstacle pour les especes cultivées. Ces strasigaleis entrainent une diminution de 70%
du rendement des plantes de grandes cultures, egaatiérations morphologiques et
physiologiques (Boyer, 1982). De ce fait, la corhprésion des mécanismes de tolérance a
ces stress constitue un enjeu économique majechasa que les stress abiotiques
présentent des éléments communs a la fois pouddesmages occasionnés et pour la
réponse de la plante. La mort cellulaire induitelpastress a été la plus étudiée dans le cas
des interactions plantes-pathogenes, ou il a étdli@ue les modifications redox, surtout

liées a la production de formes actives d’oxygenesime le HO,, jouent un role

important. Tous les stress impliquent des réacttnsignalisation capables d’aboutir a la
mise en place de défenses ou de déclencher une cmbulaire programmée. La

sécheresse, la salinité et le froid induisent wesstosmotique et un stress oxydatif qui
entrainent un déseéquilibre de 'homéostasie et fumgilisation des membranes et des
protéines. La perception puis la transduction daai aboutissent a I'expression de genes
régulateurs qui eux-mémes controlent les genestetfes permettant la mise en place des

mécanismes de tolérance aux stress (figure. 1).
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Perception du signal et transduction

Récepteurs
Messagers secondaires (Calcium, ROS, Inositoldephate)
Cé&’*sensor, CDPKs, PPs

4

Régulation des genes régulateurs
Facteurs de transcription
(CBF/DREB, ABF, bZip, MYC, MYB, etc.)

!

Régulation des géenes effecteurs
LEA, HSP, Aquaporine, SOD, Synthese de sucres ssnpic.

ll

v'  Rétablissement de I'équilibre osmotique
v" Protection des membranes et des protéines
v Détoxification

J

Figure.1 Réponse des plantes aux stress abiot{géelseresse, froid et salinité des sols).

Adaptée de Wang et al. 2003.

ROS: Reactive Oxygen Species, CDPK: Calcium DepanBeotein Kinase, PP: Phosphatase Prot
CBF: Crepeat Binding Factor, DREB: DRE Binding ta¢tABF: ABRE BindingFactor, LEA: Late
Embryogenesis-Abundant, HSP: Heat Shock Proteil): 8diperOxide Dismutase.

pin,
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[.2. Développement des végétaux sous basses tempées

[.2.1. Acclimatation des végétaux au froid

Selon Pearce (1999), les espéces sont diviséesigatégories : Les plantes tolérantes au
gel qui sont capables de s’acclimater pour survavaes températures inférieures a 0° C.
Les plantes tolérantes au froid mais sensiblesshgug sont capables de s’acclimater a des
températures inférieures a 12°C mais ne survivasitgol gel. Les plantes sensibles au froid
pour lesquelles des températures inférieures a ERt@inent des dommages. Quand les
plantes sont soumises a des températures sub-tggifeatre 10 et 20°C), des dommages
tissulaires et cellulaires apparaissent et a depédeatures négatives, les parties aériennes
meurent. L'acclimatation est I'ensemble des pragessduits lors d’une exposition de la
plante a des conditions particulieres du milieuurPles basses températures, elle est
induite principalement par les températures modérde sein d'une méme espece la
réponse varie en fonction du génotype. Ces diffEaeront été acquises au cours de
I’évolution car chaque population s’est adaptéees dimats différents. Au niveau de la
plante, la réponse varie en fonction du stade deldgpement, des organes ou tissus
concernés. Les mécanismes de réponse au stressnpétre spécifigues ou communs a
plusieurs stress. La régulation de I'expressiong#e®es sous stress peut induire aussi des
changements spécifique ou universels au niveaurdascrits des génes chez certaines
plantes (Shinozaki et Yamaguchi-Shinozaki, 200@sésur I'universalité et la spécificité
des mécanismes de tolérance aux stress abiotique@euvent se chevauchées (cross-
talking) a des étapes différentes de perceptiodeetransduction, les plantes pourraient
avoir de multiples perception du stress et de wifftes voies de transduction du signal
(Chinnusamy et al. 2003). On parle de cross-totErdarsque les méme voies de réponse
sont employées pour répondes a des stress difér@Pastori et Foyer, 2002).
L’acclimatation au froid est aussi définit commenldurcissement ou la tolérance au froid
elle est décrite comme le développement ou l'augatiem de la tolérance par I'adaptation
des mécanismes cellulaires (Pirzadah et al. 2Q1a&)climatation au froid est un caractére
quantitatif avec des processus complexe impliquist changements physiologiques et
métaboliques sous contréle génétique. L'acclin@taéiu froid implique aussi un grand
nombre de génes et est associée aux changememislpbigues et biochimiques dus a
des changements d'expression de genes (Thomas88W;, Hughes et Dunn, 1996; Palva
et Heino, 1998; Thomashow, 1999; Lee et al. 266no et Palva, 2003; Ouellet, 2007;
Gupta et al. 2011; Gulzar et al. 2011; Pirzadadl.€2014).

21



Les végeétaux, immobiles, ne peuvent échapper aogitbons climatiques défavorables.
Le froid est la limitation majeure de la distritanides especes sauvages et la baisse de la
productivité des cultures, suite aux gelées soedatiautomne ou a des températures

inhabituellement basses en hiver, est considérable.

Les plantes doivent étre capables d’appréhenddiulgsiations transitoires aussi bien que
les changements saisonniers de température epdrd® a ces changements en ajustant
activement leur métabolisme pour y faire face. Upéeiode d’exposition a de basses
températures positives conduit, chez beaucoup €desp a une tolérance augmentée aux
températures négatives. Dans la nature, les btmsgeratures de la fin de 'automne ou
du début de I'hiver sont les principaux déclencheale I'acclimatation au froid bien que la
qualité de la lumiere et la photopériode peuvessaétre impliquées dans cette réponse.
Ainsi, chez le pois, cette adaptation au froid,cgraux températures basses, n'a pas lieu
quand l'intensité lumineuse est faible. Par corguend l'intensité lumineuse est normale,
les pois d’hiver acquiérent une plus grande tol&zaau gel que les pois d’été (Bourion et
al. 2003). L’'acclimatation est un processus réeb&squi disparait une fois que les
températures remontent au-dessus de zéro (un rgoenoant I'hiver ou le retour des
conditions printaniéres). Les plantes qui restetives pendant I'hiver doivent maintenir
leur métabolisme primaire essentiel pour consemmercroissance minimale. Elles doivent
lutter contre le froid qui diminue la vitesse dé&mations enzymatiques, et modifie la
conformation des lipides membranaires et d’autrescromolécules ce qui a des
conséquences sur la plupart des processus biokmiffstitt et Hurry, 2002). De plus,
quand la température est inférieure a zéro, laeglae forme dans les espaces
intercellulaires ou la concentration en solutésfatie ce qui facilite la prise en glace.
Cette formation de glace provoque la perte d’eaucddiules d’ou la déshydratation de la
plante. Ceci explique que les résistances au dh@islset au stress hydrique partagent des

mécanismes communs (Thomashow, 2010).

[.2.2 Influence des basses températures sur la mism place et la distribution des
plantes

Les basses températures ont un impact négatifasuride en place et I'émergence des
cultures limitant ainsi leur distribution. Le froebkt parmi les facteurs les plus importants
controlant et limitant la germination des grainesgdéveloppement des jeunes plantules
(croissance post germinative), la croissance déleloppement de la plante adulte, ainsi
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gue la distribution des plantes dans le monde (Bay@82; Mohapatra et al. 1989; Yahia
et Fyad-Laméche, 2003; Fyad-Laméche et al. 200alat al. 2007; Baruha et al. 2009;
Dias et al. 2010; Kim et Tai, 2011). La germinateifa croissance post-germinative sont
des parameétres peu ciblés par les sélectionnepégiagement pour la tolérance aux
températures extrémes (basses et hautes). Augnesi@snnaissances sur ces stades peut
conduire a des améliorations génétiques indéniaptas la sélection de nouveaux

cultivars tolérants au froid (Dias et al. 2010).

[.2.2.1. L’acclimatation au froid chez les especemnuelles de légumineuses

Parmi les légumineuses, les espéces annuellepsadablement les plus adaptées et les
plus appropriés que les espéces perennes poulinetscmeéditerranéens ; souvent elles
constituent plus de la moitié de la végétation alerdgion alors qu’elles représentent
rarement plus du un-neuvieme dans d’autres paftienonde (Blondel et Aronson, 1999).
Les légumineuses annuelles intéressent les udlismicomme, fourrage frais, ensilage, ou
bien encore comme couverture végétale (Masson etzltkirger, 2000). Cependant,
'adaptation et la persistance a long terme desunhgeuses annuelles en climat
méditerranéen dépendent largement dans la capiestéolantes a compléter leur cycle
reproductif, assurer la production des grainegwt $urvie a travers les saisons (Del Pozo
et Aronson, 2000). Les Iégumineuses annuelleseteénd croitre et de se reproduire
pendant les saisons froides et pluvieuses, paredagoroissance est sérieusement limitée
en saison chaude (Shrestha et1&8098). Pour ces raisons, les plants adaptés matcét
aux conditions meéditerranéens ont besoin de creites basse température pour pouvoir
étendre leur saison de croissance (Sultan. @08l1). Quand les plantes sont exposées aux
basses températures, des séries d’événements ratias iqui résultent du fait de
I'acclimatation au froid, permettant ainsi a ceanpés d’acquérir plus de résistance aux

températures gélives.

Le degré de tolérance dépend a la fois de la teahpéret de la durée d’exposition au

stress froid. La tolérance au froid peut permattee« baliser » pour la résistance au gel.
Les plantes originaires des régions tempérées tetdrantes au froid, cependant assez
d’espéeces ne sont pas résistantes au gel maisauaibles d’augmenter leur résistance par
une exposition au préalable a des températuredepice qui est communément connue
par « acclimatation au froid », durant laquellespurs changements physiologiques et

moléculaires surviennes (Thomashow, 1999). Uneefallinformations concernant les
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réponses au froid chez les Iégumineuses sont $éealisurtout sur les especes pérennes.
En dépit d'un grand intéressement pour l'utilisatides espéces annuelles dans les
systemes d’agriculture, peu de travaux et peu @métions concernant leur performance
durant les saisons hivernales et leurs capacitéeckithatation au froid et leurs
mécanismes de résistance au gel, sont connus (bleleteal 2006). Ces mémes auteurs,
menant des expériences sur la résistance au tgd ehangements biochimiques pendant
I'acclimatation au froid de quatre types de légusnses, do¥ledicagopolymorphd. cv.
Anglona, etM. truncatulaGaertn. cv. Paraggio, natives du bassin méditezrgrmévelent
que toutes les especes diminuent leurs surfacéairésl spécifigues et que le ratio
racine/tige est plus important chez les cultivalérants que les sensibles; notamment chez
le cultivar"Anglona’ (Medicago polymorpha..) que chez le cultivar sensiblParaggio
(Medicago truncatulaGaertn.). lls rapportent aussique l'acclimatatian feoid induit
'accumulation de solutés au niveau racinaire, isp@ment les sucres solubles totaux,
couplée avec des changements d’activité de cer&aimgmes impliqués dans la synthese
du saccharose au niveau des feuilles.

Les travaux de Betty et al. (2000), d8rassica oleraceaget les travaux de Brunel et al.
(2009), suMedicago truncatulaont mis en évidence une forte variabilité géngtigour

la germination et la croissance post-germinativesam stress de basse température.

La détermination de la nature des genes et desniséuas responsables de la tolérance et
des mécanismes de régulation qui activent |'actéitian a la réponse au froid fournirait
un potentiel pour de nouvelles stratégies d'anddimm la tolérance aux basses
températures des plantes agronomiques (Thomashi®$9).1De telles stratégies seraient
fortement plus intéressantes que les approchetidratklles de sélection de plantes qui
ont eu un succes limité en améliorant la tolérancé&oid (Sarhan et Danyluk, 1998).
Baruah et al. (2009), dans une étude sur la tatéran froid chez des espéces sauvages et
cultivées de riz, a des stades précoce de germmatnontrent que le froid affecte la
germination ainsi que I'implantation de jeunes @&ss Ces auteurs stipulent d’ailleurs que
pour déterminer le degré de la tolérance au feédticulierement aux stades précoces de
croissance, la croissance post-germinative eskl'des caractéristiques majeures pour
différencier les deux sous espéces cultivées deotiz ce stress. Cependant, les variations
géneétiques de la tolérance au froid sont étroiter@es aux origines géographiques et la
distribution des espéces. Des questions peuvemtsétrievées au regard des différences
génétiques pour la tolérance au froid. Au regasilises mémes de la tolérance au froid,

les études récentes, concernant des analyses das»xQévelent que plusieurs d’entre
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eux sont impliqués dans la tolérance au froid et sépartis sur plusieurs chromosomes
suggérant que l'acclimatation aux climats froidtdaipérativement impliquée des voix
complexes physiologiques et génétiques. En examguael était le réle de la tolérance au
froid dans I'adaptation locale, ils montrent, aad&t post germinatif, qu'aucune différence
n'est trouvée pour la tolérance au froid parmi thérentes espéces des différentes
régions. Mais que cette différence est beaucoup ptanoncée a un stade plus avancé,
stade plumule, et qu’il y avait une corrélation ipes entre la latitude et la tolérance au
froid, alors qu’elle n'a pas pu étre mise en évaepour la germination et les premiers

stades germinatifs (Burowet 2010).

La germination et I'établissement de jeunes plgots’en suivent sont affectés par les sols
froids et la température de l'air. Les basses teatpées induisent linhibition de la

germination et I'émergence en plein champ constttuan probleme des espéces
originaires des environnements chauds. Il esterfant établit que, que chez les jeunes
plantules de riz, les méristemes racinaires etahggont directement influencés par les
basses températures au sol. Il est aussi démom¢rdeqdéveloppement des feuilles est
étroitement contrblé par les températures au selapisoit en plein champ ou bien en
conditions controlées de laboratoire(Hundet a008). D’aprés ces auteurs, deux
hypotheéses contradictoires se présentent. La premiest que la température agit
directement sur le développement des tiges, effectd La deuxieme : la température

entraine une faible croissance des racines, coastitun effet indirecte sur la croissance
des tiges en limitant 'apport en nutriments etean. Ceci reflete dedifférentes stratégies
eéco physiologiques des génotypes,ainsi que la lpbiside développer une structure

racinaire plus importante constitue une voie ma&equour la croissance, la résistance en

I'occurrence, sous le stress froid.

Il est évident que les changements imputés au freisiexpriment rapidement que chez les
cultivars sensibles (i.e. des les premieres heandss premiers jours du traitement), alors

que pour les cultivars tolérants ces changementsmieent en action que bien plus tard.

Concernant le développement végétatif, les plantsuitivar sensible meurent au bout du
14™jour alors que les plantules du tolérant perststeac un retard assez important dans

leur croissance par rapport au témoin.
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[.2.2.2. La luzerne et le développement sous froid

Les espéces adaptées par une sélection naturedeeauvironnements froids, ont
développés un certain nombre de moyens morpholegiget physiologiques afin
d’améliorer leurs survies face a de longues périddefroid (Guy, 1999). En regle
générale, ces especes, ont de petites tailledaible surface foliaire et un ratio racine/tige
important Les plantes adaptées au froid ont tendance & aweicroissance lente, un mode
photosynthétique des plantes de type C3 et un easiregnent des sucres au niveau des
tissus racinaires. Elles ont mis au point un systégspiratoire efficace, qui leur permet de
mobilier rapidement les réserves stockées pendarmdurtes saisons de croissafdemska

et al. 2010). Les deux stratégies distinctes negeglace par les plantes pour combattre le
stress froid sont I'évitement et la tolérance. litément implique la prévention de la
congélation des tissus sensibles. Par exemple, lekezspéces succulentes sont capables
d’emmagasinées (grace a leurs tissus gorgés d’'dawdaleur pendant le jour, pour la
dissiper graduellement lors de I'abaissement depdeatures nocturne (Nilsen et Orcultt,
1996).

La survie de la luzerne dépend en grande partisadeapacité a répondre ades facteurs
climatiques pendant les phases critiques de sole esytal (Ouellet, 2007). Lesfacteurs
abiotiqgues les plus importants en ce qui concemecdractere survie a l'hiver des
Légumineuses fourragéres sont : les températuteegiéla présence d'une couverture de
neige, I'humidité du sphinsi que l'alternance de gel et de dégel.

Chez la luzerneMedicago sativacultivée, une association positive entre la rédacde
I’élongation de la tige et la survie en basse taatpée est souvent observée (Castonguay
et al 2009). D’'apres ces auteurs, les mutations quiisniment au niveau des genes de
tolérance au froid et au gel sont masquées paatiaran méme tétraploide de la luzerne

(Medicago sativa

Selon Paquin(1984),les plantes de luzerne acclesas# froid peuvent survivre a des
températures gélives de -20 a -26 °C pendant unelmturée (quelques heures), mais elles
sont rapidement endommagées une fois exposées.argemielques jours, a des

températures de -8 a -10 °C.

McKenzie et al (1980) rapportent que les parametres mesuréscemaktions contrélées
de laboratoire sont positivement corrélés avecidaeur des plantules mesurée sous les
conditions de plein champ. Il est clairement étahlssi que la vigueur et le taux de
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germination des graines sont étroitement lies dgepoids, la taille, I'épaisseur, et le
tégument des gaines (Wang et2010). Ces auteurs relatent d’autre part, quétésse et
'uniformité de germination sous différentes comis sont sous le contrdle de
mécanismes génétiques de base similaires; et gu@®Té&s pour la vigueur des graines
coincident étroitement avec les QTLs pour le poé la taille des gaines. La dormance
des graines, quant a elle,elle est, en partie aée les mémes mécanismes génétiques de

base.

Les organes des plantes different dans leur tadéran froid, typiquement les racines sont
plus sensibles que les collets (Mackersie et LesH&84), chose incompréhensible du
moment ou les collets sont le siege majeur desst@énes impliqués dans la formation de
nouvelles racines a la fin de la période du fr@idnska et al. 2010). Chez les espéces
annuelles, la tolérance au froid survivent grade dormance des organes et des graines,
ou bien encore protéger les méristemes par ddiete(iKacperska, 1999).

Une stratégie plus élaborée implique la surfussupércooling), procedé par lequel la
nucléation des cristaux de glace endogene estéahibans les cas les plus extrémes, les
plantes trés tolérantes au froid ont la capacit§@élerer a 'intérieur de leurs cellules ce
gu’on appelléliquid glas$ une solution hautement visqueuse qui prévienutdéation de

la glace. De telles cellules deviennent osmotiquemehermodynamiquement et
mécaniquement désensibilisées a la présence de ghkterne (Wisniewski et Fuller,
1999).

La détection du stress froid est fonction du taexeafroidissement (cooling), dT/dt, qui est
la diminution progressive moyenne de la tempérgbarerapport a la température absolue
T (Solanke et Sharma, 2008). Un certain nombre d’ebsens indiquent que les cellules
végétales sentent le taux de variation de temp@watuMinorsky et Spanswick (1989)
montrent qu’un rapide taux de refroidissement sasdé fortes dépolarisations de jeunes
plantules de concombre.
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[.3. Acclimatation au froid et changements métabotjues

Les températures froides se divisent en deux caésgole «chilling» correspondant aux
températures fraiches et positives et le «freezoayrespondant aux températures geélives.
Ces deux types de froid peuvent affecter la craissat le développement de la plante

ainsi que sa répartition géographique.

La tolérance au froid est la résultante de la &mlée intrinseque et de la tolérance induite
appelée acclimatation. La tolérance intrinsequeedé de la mise en place, au cours de
microévolution des especes, d’adaptations lentggagressives ayant des conséquences

morphologiques, physiologiques, et métaboliques swucontrble génétique (figure. 2)

Les basses températures perturbent l'activité rokgaie, empéchent la fonction normale
des processus physiologiques et peuvent mener raota en causant des dommages
permanents. Les températures de congélation peaagrarticulier engendrées des pertes
significatives dans la productivité végétale etrslimiter le revenu des agriculteurs. Les
plantes subissant les températures négatives peswvigre deux stratégies principales pour
survivre: une stratégie d’évitement de la congaéhgtiou une tolérance a la congélation
(Sakai et Larcher, 1987). L'action d'éviter la o&lagion est principalement obtenue par la
surgélation de I'eau des tissus. Cependant ce liséuaest limité aux organes spécifiques
tels que des graines ou des bourgeons (Sakai ehdrar1987). L'acquisition de la
tolérance a la congélation est donc le mécanismpéukecommunément développé par les
plantes pour survivre aux tres basses températaresonditions normales, la réponse aux
basses températures est le facteur primaire qungieaux plantes d'augmenter leur
tolérance, un phénomene connu sous le nom d'adaliora (ou endurcissement) au froid
(Levitt, 1980; Sakai et Larcher, 1987; Guy, 19908pmashow, 1999; Ouellet, 2007; Gupta
et al. 2011). Ainsi, la maniére la plus logiquentiiorer la tolérance de congélation des
plantes est d'exploiter leurs capacités normalasclitnatation. Lors de I'abaissement
progressif de la température (basses températosgtvps), les plantes qui tolérent le gel
(basses températures négatives) sont celles quplwrdjuster leur métabolisme et leur
fonctionnement fondamental cellulaire aux contesnbiophysiques, imposées par le
passage aux basses températures positives. Sarlte pe peut ajuster ses processus
cellulaires pour un fonctionnement normal durantlomg moment d’exposition a des
basses températures positives, il est fort imprebajo’elle soit ou qu'elle devienne

tolérante au gel (Guy, 1990; Thomashow, 2010).
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La totalité des métabolismes est donc affectée Ipafroid. En ce qui concerne la
photosynthese, le taux optimum est obtenu quandbatlance appropriée entre la vitesse
de carboxylation et la synthése de sucres exisggisDet al. (1993) ont montré que la
tolérance au gel est fortement corrélée avec laatpd’augmenter la photosynthése et les
pools de glucides solubles pendant l'acclimatatian froid. Ces relations sont
particulierement importantes dans les feuilles etlement formées (Hurry et al. 2000).
En effet, elles présentent une augmentation dgi&ssion des enzymes impliqués dans la
synthese de sucres. Les basses températures sendellem ces auteurs, inhiber plus
fortement les réactions sombres de la photosyntipésde transport d’électrons. Le risque
devient alors un excédent de pigments photo asginils actives dont la libération risque

de générer des radicaux libres et de conduirerasssbxydatif.

Kim et Tai (2011), en quantifiant les changememsHhimiques et physiologiques chez les
jeunes plantules de deux cultivars de riz, 'u@taht et 'autre sensible au froid, montrent
que le cultivar sensible affiche des augmentataars les parametres étudiés durant toute
la durée du traitement par le froid, alors queecatigmentation et assez réduite au niveau
du cultivar tolérant. Pour la proline et I'acidecasbique, le cultivar sensible augmente
drastiquement ces deux parametres, dés les prejoigss de traitement par rapport au
témoin. Le cultivar tolérant quant a lui, exhibaupmi pas de changements pour ces deux
parametres comparé au témoin et ceci durant taudarée du traitement par le froid. Pour
le glutathion réduit et le malondialdehyde, quitsdeux antioxydants, qui rentrent dans
certaine chaine de synthése d’enzymes tels quedesxydases, les changements ne
surviennent pas les premiers jours du traitemeat.cultivar tolérant affiche des taux
similaire au témoin pour le glutathion réduit pemideute la phase de froid, alors que le
cultivar sensible présente des changements coabidérsous stress froid. Cependant, le
cultivar tolérant montre au i’ﬁejour du traitement par le froid une augmentationrges

taux de la proline et le malondialdehyde.

1.3. Perception et transduction du signal lors d’urstress froid

En raison de leurcaractére sessile, les plantescemstamment soumisesa de multiples
stress de I'environnementa des degrés divers. BEseqaence, Les plantes sont équipées
demécanismes de réponseimpliquant plusieursprodaitgenesinduits parle stress, pour
leur permettre de maintenir I'homéostasie cellalais-a-vis de cescontraintes. Le stress

est éléement central de la signalisation au nivesuptntes soumises aux stress.
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En conséquence, les plantes ont congues des ndearasla fois spécifiques et complexes
pour percevoir et répondre aux conditions de st(égpinar et al. 2012).Pour qu’'une
plante mette en place des mécanismes efficacdétanoe au froid il faut (i) tout d’abord
que les températures basses soient percues, i@)goe le signal soit transmis afin de
réguler les génes appropriés, (iii) et enfin queepmtéines soient synthétisées pour limiter
les dommages causés par le froid.

Le stress serait percu par des récepteurs memimangili initient un signal, ensuite
transmis par lintermédiaire de messagers secagslaiomme le calcium, les espéces
actives d’oxygene ou bien l'inositol triphosphdtéaugmentation de calcium cytosolique
est analysée par des senseurs de calcium qui prenbgne cascade de phosphorylation
donnant lieu a l'activation des genes impliquéssdi@nréponse au stress (régulateurs et
effecteurs). Ces génes permettent la mise en placeécanismes pour la survie de la
plante: rétablissement de I'’équilibre osmotiquetgetion des membranes et des protéines,
et détoxification par élimination des espéces astid’'oxygéne. Donc ces contraintes
induisent un stress osmotique et un stress oxydaiifentrainent un déseéquilibre de
I’'homéostasie et une fragilisation des membranedestprotéines. La perception puis la
transduction du signal aboutissent a I'expressiengdnes régulateurs qui eux-mémes
contrélent les genes effecteurs permettant la mmselace des mécanismes de tolérance

aux stress.

1.3.1. Perception du signal et réle de la membrar@asmique

Lors de l'acclimatation au froid, une augmentatthntaux d’instauration des acides gras
constituants des lipides membranaires et une augtian du rapport phospholipides sur

protéines sont observées dans les membranes. Léasgndes lipides de la membrane

semble contribuer a la stabilité de cette derngéetmsse température (Sung et al. 2003).
Ces changements empéchent la fuite d’électrolyiefautres molécules de la cellule vers

le milieu extérieur et la perturbation du fonctienment des protéines de transport qui ont
un réle important dans le contréle des flux métajuels.

Le stress est percu en premier lieu par des réospteembranaires cellulaires (Smallwood
et Bowles, 2002Solanke et Sharma, 2008geidarvand et Amiri, 2010)(figure 3), puis le
signal est alors transduit en aval pour généresdesnds messagers tels que le calcium, les
ROS et l'inositol phosphate (Mahajan et Tuteja,308elonSolanke et Sharma (2008), le

signal induit par basse température est perclai@itient par la membrane plasmique soit
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par la fluidité membranaire, ou bien grace a desecas membranaires tels que |€Cles
kinases, les récepteurs de lhistidine kinase, &t ghospholipases. Par la suite, la
réorganisation du cytosquelette et I'influx’Gaytosolique prennent place. L’augmentation
du Ca2+ cytosolique est captée par les CDPKs, Hespghatases et MAPKSs, dont le réle
est la transduction des signaux pour activer laames transcriptionnelld.es appareils
photosynthétiques sont eux aussi responsabledalpesception du froid et la transduction
du signal. Cependant, le stress did au froid a dess\wde signalisation communes avec
d’autres stress biotique et abiotique suggéranrtanoss-talking» entre eux (Chinnusamy et
al.2004).
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Figure 3. Les différents récepteurs membranairg@éidgurés dans la perception du stress

Dans uneétude Thomashow (2001) souligne les prag@ents dans l'identification de
genes impliqués dans le role de I'acclimatatiofr@d.Environ 20 genes ont été identifiés
chez Arabidopsis thalianacomme des régulateurs de froid, et il semblenait gourrait

étre relativement facile a modéliser le réseau asdatempérature de régulation
transcriptionnelle (Thomashow, 2010). Depuis Idesdéveloppement et l'utilisation de
puces a ADN et d'autres outils génomiques ont edi@pprendre, que l'exposition des
plantes a basse température déclenche un progradgheenenté tres complexe qui aboutit

a une réorganisation en profondeur du transcriptome
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Ces changements comprennent des régulations «dgwetrégulation » de certains genes
qui se produisent lors de I'exposition des plandeshasse température (Fowler et
Thomashow, 2002; Maruyamaet al. 2004 ; Hannah. &08l6 ; Vogel et al. 2005; Oonoet
al. 2006 ; Kilian et al. 2007; Robinson et Parlkd008). Kilian et al. (2007), en étudiant
une analyse de classification hiérarchique des d@mmndu transcriptome, révelent
clairement ces caractéristiques et provoque umicenbmbre de questions fondamentales.
Comment les plantes ressentent les basses tenmeératComment cette information est
traitée et régulée pour activer la premiere vagugehes de froid ? Quelle est la logique
réglementaire qui sous-tend le motif en cascad&skau génique a basse température ? Et
guelles fonctions biologiques peuvent étre attrdsu@ des genes qui constituent les
différents circuits du réseau ? A I'heure actuds, réponses a ces questions sont loin

d'étre compléte, mais des connaissances importante&té acquises.

L’évolution des stratégies adaptatives permet aassicellules de la plante de sentir les
stimuli environnementaux et d’activer les réponpesir la survie. Pour répondre aux
basses températures, les plantes doivent doncvopéarde stress, transmettre le signal au

noyau et activer I'expression de génes impliqués des mécanismes d’adaptation.

Le froid est d’'abord ressenti par la membrane pigsen ou par des complexes
moléculaires cytoplasmiques et chloroplastiquestrsmettent le signal (Breton et al.
2000). Un transmetteur connu dans les cellulekestlcium. Or, aux basses températures,
Knight et Knight (2001) ont observé une augmentatiapide de la concentration
cytoplasmique de calcium et aussi une augmentatipide dépendante du calcium de
I'activité de la protéine phosphatasella. Orvalet(2000), quant a eux, ont mené leurs
études sur des cultures de cellules de Luzerneuspession. lls ont montré que la
rigidification de la membrane induit la réorganisat des microfilaments d’actine et
I'ouverture des canaux calciques ce qui semblesséee que le cytosquelette d’actine soit
couplé a la membrane plasmique aussi bien gu'anawacalciques. Le signal froid est
alors transmis via une cascade de kinases et deppam@ses menant a I'activation de
facteurs de transcription spécifiques qui activienttranscription des génes carold
regulated gene (Breton et al. 2000). L'expression de ces genssresponsable de
I'ajustement métabolique de la croissance a deebasmpeératures et du développement de
la tolérance au gel. Mais pour comprendre les c@amts du signal en amont menant a
I'activation de genes spécifiques, il existe deffiadiités car les génes répondant aux
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basses températures sont souvent aussi induitBaudares stimuli tels que la sécheresse, la
salinité ou I'acide abscissique.

La difféerence majeure qui existe entre les memlwraghe plantes acclimatées et non
acclimatées est que le matériel membranaire ratdetiau cours du cycle de gel et dégel
chez les cellules tolérantes. Les cellules destgdatolérantes sont capables de modifier
leur paroi et la membrane plasmique pour protégeddnte des blessures causées par le
gel. C'est pour cela que les dommages comme Iesiticms de la phase lamellaire a la
phase hexagonale Il (Hrr) et les lyses induitesl'pacroissement cellulaire sont beaucoup
moins nombreux. En effet, les protoplastes de pfamtcclimatées ne forment pas de
vésicule endocytotique qui ménerait inévitablentenne perte de surface. En revanche, |l
y a formation d'extrusions exocytotiques qui petergta la membrane de retrouver sa
surface initiale sans subir de déchirement lorageriode de dégel (Uemura et al. 1995).
Plusieurs études ont montré que, lors d'un strasfaid, les teneurs en stérols et en
phospholipides de la membrane plasmique augmerRantcontre, les teneurs en stérols
glucosides acétylés et cerébrosides (CER) dimin&sg modifications ont été observées
chez Arabidopsis,le seigle et I'avoine lors de l'acclimatation aoidr Ces changements
auraient un rdle dans la cryostabilité de la memdralasmique lors du gel (Uemura et
al.1995).

Le type de Iésion observé chez les plantes nonrsatges est la transition de la bicouche
lipidique d'une phase lamellaire vers une struchwe bicouche hexagonale-Il qui peut
causer la déstabilisation des membranes. Un deexigme de Iésion est la perte du
protoplasme chez la plante, lorsqu'elle se récbasfiite a une exposition a des
températures entre 0°C et -5°Elle survient parce que suite a une contractionade
cellule, il y a une perte irréversible de la suefacembranaire par vésiculation (Uemura et
Steponkus 1989). Un autre type de lésion rencastréa fusion des endomembranes avec
la membrane plasmique a des températures plus lagese5°C.Ce type de Iésion est
grandement diminué chez les plantes acclimatéesisecde modifications au niveau de
lipides (Uemura et Steponkus 1997; Steponkus @098i3). Cette modification accrue de la
tolérance au froid de plantes est due aux propwtiplus élevées de phospholipides
insaturées et des changements quantitatifs et taifali au niveau des stérols et
cérébrosides (Thomashow, 1998). En outre, il espgeé que des déhydrines, des

protéines tres hydrophiles et solubles a I'ébalitipeuvent stabiliser les membranes soit
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par une interaction directement avec la surfacent®branes, ou indirectement, par leur
forte interaction avec l'eau environnante (Pe&061).

De plus, plusieurs études ont rapporté I|'accunoratd'osmoprotectants durant

I'acclimatation telle que le saccharose et d'awdgoeses simples (Thomashow, 1998). Ces
sucres servent a augmenter la pression osmotigue ldacytoplasme; ils peuvent aussi

stabiliser les protéines et les membranes contiédhydratation associée au stress de gel.

1.3.2. Les osmoprotecteurs

Pendant le phénomeéne d’endurcissement, les cellidieent étre protégées du gel et en
particulier lutter contre la formation de glace gsoustrait I'eau disponible des
compartiments cellulaires et provoque des dommagexaniques aux systemes
membranaires. Des protéines LEA (LateEmbryogenésisdant) sont accumulées dans
les tissus pendant les périodes d'acclimatationea stress qui mettent en jeu la
déshydratation comme le froid. Ce sont des pro$éhrmutement hydrophiles qui restent
stables méme aprés avoir bouilli. Elles ont une pmsition en acides aminés simple et
contiennent des motifs répétés en acides aminésadotaines régions sont capables de
former des hélicea-amphipathiques. Ces hélices permettraient auxéired de stabiliser
les membranes contre les dommages du gel (Thomast@®®). Leur tolérance aux
conditions dénaturantes suggére que leur rble pibutre de stabiliser les structures dans
un environnement pauvre en eau. Le groupe 2 desddtA&onstitué de déhydrines parmi
lesquelles 1 a 5 répondants au froid ont été démtess par espéce (Pearce, 1999). Les
déhydrines par leur action au niveau des cellubes des cryoprotecteurs tout comme les

sucres peuvent I'étre.

L’accumulation des sucres est & méme de diminutgnigérature de cristallisation de la
glace et la quantité de glace formée. En effetz das plantes pérennes tempérées, une
forte augmentation en sucres solubles et une ditomwle la teneur en amidon dans les
tissus en automne et en hiver sont observées (Galy £992). Bourionet al. (2003), dans
leurs études sur le petit poBigum sativur)) ont montré que la teneur en sucres solubles
augmente rapidement pendant les 7 premiers joufsoieet diminue légérement durant
les 7 jours suivant. Le stockage des sucres cheRols d’hiver peut avoir un réle
nutritionnel pendant l'acclimatation au froid masissi participer directement a la
tolérance au gel comme moyen d’assurer, égalentent,yoprotection des tissus de la

plante surtout ceux comme les feuilles qui sontesgaires pour amener I'énergie a la
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plante.Chez différentes plantes ligneuses, ce tssmcifiguement I'accumulation du

raffinose qui est corrélé a la tolérance au geh lgjee le réle exact du raffinose dans la
protection contre le gel reste a élucider. Chezhesacées, ce sont généralement le
saccharose et parfois des polymeéres solubles \amemtomme les fructanes (inuline chez
la Chicorée et phléanes pour les Poacées) quicenrélés a cette tolérance au gel. Des
changements de concentration et de distribution sleses pourraient constituer un

mécanisme pour protéger des compartiments spéedigandant la déshydratation. Selon
Gerhardt et Heldt (1984), il existe des changemeotsidérables dans la localisation des
sucres entre le jour (vacuole) et la nuit (cytoplels chez I'épinard. Des changements
similaires pourraient étre observés entre des lesllde plantes acclimatées ou non au

froid.

D’autres composées peuvent jouer le rble d’'osmeptetirs. Ce sont des protéines
solubles, la proline,la glycinebétaines, le sottto des polyamides mais aussi les sucres
solubles (Paquin, 1984). Ces constituants sontehaerit solubles et non toxiques pour
'organisme. Les osmoprotecteurs servent a augmdateression osmotique dans le
cytoplasme et peuvent aussi stabiliser les pratéiae les membranes quand les
températures sont défavorables (Breton et al. 2Q0&cumulation de ces solutés dans le
cytoplasme contribue a la survie des cellules endeagel, en réduisant les pertes d’eau
durant la déshydratation induite par la cristali@ade I'eau extracellulaire pour former la
glace. lls séquestrent aussi les ions toxiquesretegent les macromolécules de la
dénaturation induite par la déshydratation (Stepenk984).

1.4. Régulation de I'expression génétique dans l@éponse aux basses températures

Dés 1985, Guy et al.,ont observé des changements l@xpression des génes pendant
I'acclimatation au froid, et en concluent que déseas répondant au froid permettent de
réaliser des changements biochimiques et physmlegi nécessaires pour la croissance et
le développement a basse température. Pour Hugaks(£996), les études biochimiques
montrent que la croissance a basse températurgossible grace a la production
d’'isoformes de basses températures d’enzymes iogaigidans les fonctions vitales pour
les cellules. Ainsi, cheArabidopsis thalianaune désaturase d’acide gras, FADS, et chez
I'Orge, une protéine de transfert de lipides, BLEdnt exprimées lors de I'acclimatation

au froid pour permettre des changements de conosippidique membranaire.
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Des protéines chaperonnes Hsp70, chez I'épinartisp0, chez le colza, sont aussi
exprimées et stabilisent les protéines contre éemtlirations induites par le gel. Un grand
nombre de genes induits par le froid ont été iselésaractérisés : des acides gras, des
protéines chaperonnes, des protéines impliquées ldahiosynthése d’osmoprotectants,
des protéines antigel et des composants de laatémulgénique tels que des facteurs de
transcription, des kinases et des phosphatasess rbhaaucoup restent encore
inconnus(Thomashow, 1999).Parmi ces genes, ceuantdds dehydrines de la famille
WCS120 fheat cold-specificchez le blé sont au nhombre de sept. Ce sont éSinpes
riches en glycine et thréonine. Le nombre de copid®rganisation des génes inductibles
chez les cultivars de blé sensibles et tolérantgehgont les mémes. Mais I'expression des
genes induits par les basses températures telgV@#120 dans les espéces tolérantes est
maintenue a un haut niveau pendant I'exposition lzasses températures tandis qu’elle
diminue dans les especes moins tolérantes. Le dbgrdlérance au gel d’'une plante
dépend donc de sa capacité a maintenir I'expreskagenes inductibles par le froid a un
haut niveau pendant la période d’acclimatation. drancipale régulation des genes
inductibles par le froid est une régulation traimannelle. Cette régulation est en grande
partie modulée par des protéines se fixant sur sites spécifiques dans les régions
promotrices des genes. Le motif CCGAC (ou CRT pGtrepeat) forme le motif d’un
LTRE (lowtemperature responsive elementi DRE (lehydration responsive elemgrCe
motif ou des variantes sont présents dans les pgear de COR15A ou CORG6.6
d’Arabidopsis de BLT4.6 de I'Orge, ou de BN115 du Chou. Un endément nommé
TCA peut aussi intervenir. Il est présent dans tggion importante du promoteur de
WCS120 et s'il est tronqué, la réponse au strddsessicoup moins efficace ce qui montre

son implication dans cette réponse au stress (@u2a002).

1.4.1.C-repeat binding factor (CBF)

Les CBF (C-repeatbinding factor) sont des factedes transcription qui régulent
I'expression de plusieurs génes en relation avecstess abiotiques (Zhao et al. 2011 ;
Guo et al. 2011)(figure). Les CBF sont des régulateles genes de froid, les COR (cold
regulatedgenes) induits par les basses températireonferent la tolérance a des
températures sub-zero (acclimatation) (Galiba eR@09). Les genes CBF sont appelés
aussi (DRE)-bindingfactors) génes qui codent paoar tlanscription de séquences
conservées de genes COR (CCGAC [C-repeat (CRT)datignelement (DRE)]) au

niveau des promoteursde plusieurs genes de répansestress incluant les genes de
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réponses au stress de déshydratation précocestteds froid(Stockinger et al. 1997 ; Liu
et al. 1998 ;Shinozaki et Yamaguchi-Shinozaki, 200tmashow, 2001).

Cold stress
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Figure 4. Régulation et facteurs de transcriptsmss un stress froid

Des études ont montré que I'expression des gegeesepar le froid ne sont pas tous sous
le contrdle des CBF/DREB (Fowleret Thomashow, 2808g et al. 2003).

Une multitudes de genes en relation avec la tobérasu froid ont été identifiés et
caractérisés. COR15a chézabidopsis thaliana(Artus et al. 1996; Liu et al. 1998;
Gilmour et al. 2004), Casl15 chez la luzerMedicago sativa..) (Monroy et al. 1993),
chez I'orge Hordeumvulgarel..) (HVA1) (Thomashow, 1999), chez le ri@ryza sativa
L.) (Ito et al. 2006). Qui et al. (2004) et Zharigk (2004) pour le maiZéa maid..) et la
tomate Lycopersiconesculentum.) respectivement.Xion et Fei (2006) mettent aess
évidence ces facteurs de transcription au niveasedjle Secalecerealé.). Les CBF (C-
repeatbinding factor) ou DREB (dehydration respamgiementbindingprotein) régulent et
activent I'expression de plusieurs génes COR (cgelgulatedgene)par plusieurs voies
distinctesde transduction du signal (Ishitani et B997 ; Shinozaki etYamaguchi-
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Shinozaki, 2000; Fowler et Thomashow, 2002 ; Sung).e2003; Galiba et al. 2009; Guo
et al. 2011).Ces auteurs trouvent que l'expressien génes de tolérance au froid
(GbCBF1) chez le coton est enclenchée deux heymes ain traitement de 4 °C pour
atteindre un maximum apres 16 heures de traitemeifitoid et décroit significativement

apres 24 heures.

1.4.2. Voies ABA

Le stimulus par température basse est transmislagavoies ABA indépendantes et des
voies ABA dépendantes. L’ABA est, en effet, impkgdans la réponse au froid car une
augmentation transitoire des concentrations d’ABAageéne (trois fois) est observée chez
Arabidopsis thalianaet une application d’ABA exogéne peut induire aogmentation de
la tolérance au gel chez les planteardbidopsisqui ont poussé a 22 °C (Hughes, 1996).
Pour cette voie ABA dépendante, les éléments =cmsont les ABRE (ABA
responseelemenavec pour séquence consensus C/TACGTGGC dansomeopeur des
genes répondant a 'ABA et au froid grace a cetiie.vQuant aux €léments « trans », ce
sont les AREB1 et AREB2 (ABAesponsive elementbindingproteitont les génes qui les
codent répondent a la sécheresse, au sel et a |kg@&o et Palva, 2002).

1.5. Le stress oxydatif induit par le froid

A cause de leur nature sessile et poikilothermitpgeplantes sont constamment exposées
a des stress divers (biotique et abiotique). Gecal conduits a développer des mécanismes
adaptatifs leur permettant de sentir les changesmenvironnementaux et activer des
réponses qui augmentent leur tolérance. Le from seulement réduit la croissance et la
distribution des plantes mais aussi cause de sédemmages a de nombreuses cultures
(Janska et al. 2010; Sanghera et al. 2011). [eiftés espéces de plantes different
largement dans leur habilité a tolérer les bassempdratures (Levitt, 1980; Sakai et
Larcher, 1987). Selon Heino et Palva (2003) lee=p tropicales sensibles au froid
peuvent étre endommagees de maniere irréparable fraid. Ces dommages peuvent se
résumées en une altération du processus du métaleolpar des altérations des propriétés
de la membrane, par les changements dans lawtutdés protéines et les interactions
entre macromolécules ainsi que l'inhibition destiéas enzymatiques. Chez les espéces
tolérantes au froid mais sensible au gel, les ptargont capables de survivre a des

températures légérement au-dessous de zéro, nmisé&@rement endommagées lors de
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la formation de glace dans les tissus. D'autre, past plantes tolérantes au gel sont
capables de survivre a des niveaux variables dpéeatures de congélation, mais le degré
réel de tolérance dépend de I'espéce, du stadéveéogpement, et de la durée du stress.
Le dénominateur commun chez plusieurs stress, antlles basses températures, est la
production des espéces réactives d'oxygene (RQE)eqgvent générer des dommages aux
différentes macromolécules au niveau des cellbiekérsie et Bowley, 1998).

Les basses températures en combinaison avec @esitas lumineuses élevées peuvent
causer d'excessives productions de ROS et doncldeance au gel est corrélée avec
I'efficacité du systeme de piégeage de ces ROSfpoarface a ces stress oxydatifs (Inze
et Van Montagu, 1995).

La terminologie de "stress oxydant" est générafgmnutilisée pour toute agression
environnementale ayant pour conséquence une produatcrue d’oxydant, molécules
toxiques dérivées de I'oxygene. La particularité dégétaux réside dans le fait qu’ils sont
producteurs de l'oxygéne, molécule a la fois vitatenocive. La présence de cette
molécule entretient de surcroit toute une chaineré&detions radiculaires ayant pour
conséquence la génération de molécules oxydantesammment appelées “especes
réactives de I'oxygéne : Reactive oxygene spe®€3S)". Dans les cellules végétales, les
chloroplastes, les mitochondries et les peroxysomest les principales sources
génératrices des ROS (Hernandez et al. 2001; Qittes. 2006).

Les stress d’origine biotique ou abiotique ont poamséquence une forte accumulation de
radicaux libres oxygénés et d'une altération deorfi@ostasie cellulaire. Les plantes
exposees aux basses températures produisent dassfaéactives de I'oxygene qui
endommagent les lipides membranaires, les protéilmeschlorophylle et les acides
nucléiques.Méme si les formes réactives de l'oxggesont formées au cours du
métabolisme normal de la plante, 'augmentatiodede concentration intracellulaire est
souvent synonyme de stress. Elles peuvent intandams les cascades de signalisation
responsables de l'induction et de la régulatiomndmbreux genes de défense protéines
chaperonnes, enzymes antioxydants, ascorbate pmk®xy gaiacol peroxydase,
glutathionne S transférase (Kang et Saltveit, Zo@iatsuki et al. 2003; Bernardi et al.
2004; Parent et al. 2008) et leur production est eponse cellulaire commune a de

nombreux stress chez les végétaux (Ouellet, 2Ba@réntet al. 2008; Mittler et al. 2011).

Pour éliminer les formes réactives de I'oxygéeng,diantes ont développé des mécanismes

pour et des systemes enzymatiques antioxydantsjuels les superoxydesdismutases, les
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catalases, les estérases et les peroxydases (Oh9@0r, Scebba et al. 1998; Cipollini,
1998;Xiong et Zhu, 2002; Kuk et al. 2003;Jandal.e@07; Ducic et al. 2003; Jang et al.
2004; Bernardi et al. 2004; Ashraf et Harris, 20B#nonovicova et al. 2004; Tasgin et al.
2006;Chakroun et al. 2007; Li et al. 2010). Cede&syes enzymatiques sont considérés
comme étant les composés protecteurs principauxgésgdans I'élimination des radicaux
libres et des formes réactives de I'oxygéne (Boguaret al. 2008).

41



Chapitre Il : Stress et systeme enzymatiques

Les diverses réponses des enzymes a une varidaetdars environnementaux peuvent
étre utiles pour prédire la capacité de survie @’aapéece de plante ou d’'une variété aux
conditions de stress (Syros et al. 2005). MajourbatBaaziz (2004) préconisent

l'utilisation des peroxydases comme marqueurs paucaractérisation des ressources
génétiques afin d’améliorer la tolérance aux stlegsques et abiotiques qui entravent le
développement de la culture du palmier. D’apresléhat Baaziz(2006) les peroxydases

sont fréquemment utilisées comme marqueurs desistaéce aux contraintes.

I1.1. Stress froid et ROS

Certains symptomes observés en situation de stf@sgine biotique ou abiotique sont la
conséquence d’'une forte accumulation de radicdaredi oxygénés et d’'une altération de
I’'homéostasie cellulaire. Les plantes exposeées lzasses températures produisent des
formes réactives de I'oxygéne qui endommagentipédels membranaires, les protéines, la
chlorophylle et les acides nucléiqgues.Méme si t@snés réactives de I'oxygene sont
formées au cours du métabolisme normal de la plahéeigmentation de leur
concentration intracellulaire est souvent synonglaestress. Elles peuvent intervenir dans
les cascades de signalisation responsables deidliod et de la régulation de nombreux
génes de défense protéines chaperonnes, enzymegydants, ascorbate peroxydase,
glutathione S transférase (Funatsuki et al. 20@3n&di et al. 2004; Parent et al. 2008) et
leur production est une réponse cellulaire commande nombreux stress chez les
végeétaux (Ouellet, 2007; Parent et al. 2008; Bttt al. 2011).

Baek et al. (2000) indiquent que I'activité desgxgdases augmente avec I'élévation de la
production d’'HO, chez les plantes transgéniques. Ces moléculesimmiiquées non
seulement dans le développement des symptdmes amss dans la signalisation lors de
la réponse des plantes aux stress (Parentet &8).280ssi les plantes réagissent face au
stress, qui occasionne la production de ces métabobxiques, par une augmentation des
systémes enzymatiques antioxydants. D’apres Taetgal. (2006) il est crucial que les
plantes puissent maintenir les activités de ceyreag pour s’accommoder de ces stress
oxydatifs. Certains auteurs signalent que sousdeslitions de stress, il est vital pour
toutes les espéces d'ajuster leurs systemes adtaky pour changer la concentration des
formes réactives de I'oxygéne(Jandaet al. 2003rasét Harris, 2004; Roy et Mandal,
2005). Dailleurs un équilibre entre la productide radicaux oxygéneés et leur destruction
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est requis si la fonction et I'efficacité métabolkgdoivent étre maintenues a la fois dans
les conditions normales et de stress (Gulen etEdi34). D'autant que les formes réactives
de l'oxygene (ROS), sont particulierement déléterissa-vis de tous les constituants

cellulaires (ADN, protéines, lipides...).

Les ROSsont considérées comme des molécules pkigioés qui peuvent étre impliqués
dans les processus de vieillissement des plan@®er(Pet al. 2008).La contributionde
certains genesa contrblerles ROSsous stress @toédArabidopsisa été suggéréeparlLeeet
al. (2002). Les auteurs Seki et al. (2002)et Thdmmas (1999) ont montré qu’une
contraintespar basse températurepeut induire, suitmmeaccumulation deB.dans les
cellules dArabidopsis un certain nombre degéenes de froidcommele RDRIN]1, KIN2,
COR15A, COR47, DREB1A, DREB2A, etERD10.

Moon et al. (2003) ont met en évidence qu’une esgyom accrueet l'activitéenzymatiquede
la CAT,détectéedans des plantes transgéniquesmlnidopsis thalianadiminue le niveau

deHO.dans bien plusque celle des plantesde type sauvage.
[1.2. Les différents types de ROS

Les ROS sont des produits a divers compartimedtglaiees dans la cellule comme les
chloroplastes, les mitochondries, la membrane denpd, les peroxysomes, I'apoplaste, le
réticulum endoplasmique et les parois cellulairessEs et non stressées. Les espéces
réactives de l'oxygene peuvent étre classifiéemndels radicaux centrés et les radicaux
non- centrés par rapport al'oxygene. Les radicaentrés par rapport a I'oxygene sont
I'anion de superoxyde (0, le radical hydroxyle 'QH), le radical alcoxyle (RQ et le
radical de peroxyl (ROQ) alors que les radicaux non-centrés par rappboixggene sont

le peroxyde d'hydrogéne {8) et le singulet oxygéne'@,). Les autres ROS sont des
especes contenant de I'azote telles que le lW®ioxyde nitriqgue (Ng), et le peroxynitrite
(OONOQO) (Simon et al. 2000 ; Huang et al. 2005). Les RIOBt produit a la suite d’'une
fuite d’électrons d'@au niveau de la chaine de transport d'électrorhienia la suite de

plusieurs procédés biochimiques localisés danggsin@mpartiments cellulaires.
[1.3. Les systémes de défenseantioxidatifs

Les espéces réactives d'oxygene(ROS)sont génémesdas cellules veégétalesparle
métabolisme cellulairenormal ouen raison deconaktio

environnementalesdéfavorables,telles que la sé&dwrka salinité, les métaux lourds, de la
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sécheresse, des herbicides, descarences enélémantsfs, ou d'un rayonnement.
Leursproductionssont contrélées pardifférents sysg&enzymatiquesetnon enzymatiques.
Parmi lessystemes enzymatiques antioxydantes omtréan CAT, APX, POX, SOD,
MDHAR, DHAR et GR, et pour les systemes antioxydambn enzymatiques, on trouve
I'ascorbate, le glutathion, les caroténoides, ca@p@hénoliques, la proline, la glycine
bétaine, le sucre, et les polyamines (Ahmad et 2808; Gill et Tuteja 2010;
Karuppanapandian et al. 2011).La synthese des RD¥epransport d'électrons par le
systeme photosynthétique, en conditions normatecagrebalancée par des systemes de
"scavenging incluant la Cu/Zn-superoxide dismutase, I'asderba@eroxidase, le
superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT),ldgathion réductase (GR), gaiacol
peroxydase (GPX) ou POD (Noctor et foyer 1998; Rnel et al. 2009).

[1.3.1. Superoxyde dismutase (SOD)

Le systtme SOD Métallo-enzymeest un antioxydanteatigueintracellulaire le
plusefficaceomniprésentdans  tous les organismdsaéetdans  tous les
compartimentssous-cellulaires. Il est bien étabé g systemeSODest trés important dans
les mécanismes de la tolérance de la plante vis-des stresset a fournirla premiéreligne
de défense contreles effets toxiques desniveawé£ldesROS.LesSOD éliminent 1@n
catalysantsadismutation, en yn€duit aHO.et un autreoxydée en(Mettler 2002).

11.3.2. Catalase(CAT) EC 1.11.7.6)

La CATest une enzymecontenantde I'néme-tétramere caalyseles réactionsde
dismutationde KD,enH,OetGetest indispensablepourla désintoxication des R das

conditionsde stress.

La CATest également importantedansl'éliminationd@igénérédansles peroxysomesau
cours de IB-oxydation des acides gras, la photo-respiratioleetcatabolisme des
purines(Ahmad et al.2008;GilletTuteja, 2010;Karupga@andianet al.2011).Diversstress
abiotiquesinduisentl’activité de la CATdans desditbonsn vitrodans différentesplantes,

y comprisl’hyperhydricité, la salinité, a la séasse, et le rayonnementgamma(Saher et
al.2004;Chakrabartyet al.2005;RahnamaetEbrahimzadélb; Erturket al.2007)par contre,
le stress par la carenceenFeréduit l'activitédeAa(MohamedetAly, 2004). Les activités
de la CAT ont été considérablement induitesau nideaclones deMledicago Sativa

ameliorés par la méthode de sélectiorvitro, et sous un traitement de PEG, lors d’'un
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stress salin (Safarnejad, 2004).En outre, lesit&divle la CATont été détectées avecune
analysePAGE-natifen plusdes mesures spectrophatesi&hakrabartyet al.(2005)ont
indiqué que par la suitedel'analysePAGE-natif,strbandes d’isoenzymesCAT(CAT-1,
CAT-2, etCAT-3) ont été observeés surlesgels.Deente eux(CAT-1 etCAT-3) ont été
fortementinduitsdans les feuilleshyperhydriquepol@me par rapport aux feuillessaines.

[1.3.3Les peroxydases

[1.3.3.1. Définition des peroxydases

Les peroxydases firent partie des premiéres enzgtoesees lorsque Schonbein, en 1855,
observa l'apparition d'une coloration intense arsgmce de peroxyde d'hydrogengpp),

de gaiacol et d'extraits animaux ou végétaux (Delgpret al. 2004).

On distingue deux grandes familles de peroxydasks: peroxydases animales,
principalement détectées chez les animaux, et, gposition, les peroxydases non
animales détectées chez les plantes, les champigries bactéries et les protistes.
Les peroxydases non animales sont actuellementdsoigges en 3 classes : IEfasses |
contenant les Catalase-Peroxydases (CP), les AstesrbPeroxydases (APXx) et les
Cytochrome ¢ Peroxydases (CcP) ; @ksses llou lignine peroxydases uniguement
détectées chez les champignons, qui sont capabldégtader la lignine ; lg8lasses Il
présentes seulement chez les plantes.Les perosydaseplantes (Ec.1.11.1.7) appelées
aussi peroxydases de classe Ill, catalysent I'axydade plusieurs substrats dont les
phénols en présence de peroxyde d’hydroges@Jkfigures).

Ce sont des glycoprotéines contenant de la fetapasphyrine XI comme groupe
prosthétique et du calcium. Les peroxydases jodergrands réles dans la croissance, le
développement et le systeme de défense des pl&rssenzymes forment des familles
multigéniques. Ainsi, un séquencage complet a pedaimontrer I'existence de 73 génes
codant une peroxydase de classe Ill cAeabidopsis thalianala plupart de ces genes
sont exprimeés, soit de facon constitutive, soia&ulite de divers stress (Tognolli et al.
2001).
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11.3.3.2. Classification des peroxydases
Selon Delannoy et al (2004) il existe plusieurssifications des peroxydases établies en

fonction du caractére étudié.

11.3.3.2.1. La classification de I'Union internaticnale de biochimie et de biologie
moléculaire (IUBMB)
Elle est basée sur les mécanismes de réactionssesubstrats mis en jeu. Elle est

disponible sur le site internet de I'UBMBt{p://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/

avec des mises a jour récentes. Selon Linossi€98§18t les recommandations de la
commission de nomenclature de I'"'UBMB (NC-IUBMBgslperoxydases appartiennent au
groupe des oxydoreductases (EC |) utilisant leoxyyeles (EC 1.11) et dont elles sont
d'ailleurs les seules représentantes (EC 1.11l8s Bont subdivisées en treize groupes
dEC 1.11.1.1 a EC 1.11.1.14. Ce sont des proténesme, sauf les NADH et NADPH-
peroxydases (EC 1.11.1.1 et 2) qui sont des flatepres et les glutathion-peroxydases
(EC 1.11.1. 9) qui sont des séléno-proteines.

11.3.3.2.2. La classification de Welinder

La classification repose sur les caractéristique$adstructure primaire des peroxydasesa
héme ferrique. Elle exclue les NADH et NADPH perdages, les glutathion
peroxydases,les peroxydases a deux hemes, dongtdehmome c peroxydase (CcP)
dePseudomonas aeruginos&t les haloperoxydases qui catalysent I'halogématie
composés organiques. Welinder (1992) distingue aiis superfamilles :

- les peroxydases animales comprenant les perogydabalogenes et les prostaglandines
synthases ADDIN (O'Brien. 2000) ;
- les catalases ;

- les peroxydases végeétales.

Il. 3.4. Les peroxydases végétales

Les peroxydases végétales présentent une gran@bilig au niveau de leur séquence
protéigue, bien que partageant entre elles unigemtanbre de points dont une structure
tertiaire globale similaire, dix hélices a commur8shuller et al. 1996) et un héme de
type b relie de maniére covalente a la protéindggroupement imidazole d'une histidine

conservée sur le cote proximal. Welinder (1992skgsare en trois classes.
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La premiére classe renferme les peroxydases dierfyiocaryotique dont La cytochrome ¢

peroxydase (CcP) dBaccharomyces cerevisides ascorbate peroxydases (AsP) et les
catalase peroxydases (CaP) bactériennes. Ce adat tdes peroxydases intracellulaires
(EC 1.11.1.5.6/.11); la deuxieme classe conti@® peroxydases secrétées par les
champignons (EC 1.11.1.13/.14) et derniérementdsiéme classe est les peroxydases

secrétées par les cellules des plantes (EC 1.11.1.7

11.3.4.1. Role des peroxydases de classe Il damsrhétabolisme des parois

Les peroxydases sont depuis longtemps soupcont@&esichpliquées dans la formation et

la modification de la paroi des cellules végétalrgaison de leur localisation pariétale et
de la nature des substrats. Elles intervienmentles réactions de couplage permettant la
formation des grandes molécules composant ce coimeat. Néanmoins, l'attribution

d'un réle précis a chacune des nombreuses isof@réssntes reste encore a déterminer.

De nombreuses études ont associe les peroxydassegrahése de subérine et de lignine.
En effet, les derniéres étapes de la formation delignine consistent en la
polymérisationdes monolignols, monomeéres de lairignBoudet, 2000), pour former
cette structure macromoléculaire rigidifiant la ggades cellules végétales. Dans cette
derniere étape, plusieursgroupes d'enzymes sengadambir intervenir (Lewis et al. 1999)

. les peroxydases, les laccases (EC 1.10.3.2) quesid'autres oxydases. Néanmoins, il
n'existe pas encore de preuve indéniable de lecipation de I'un ou l'autre de ces groupes
dans la lignification, méme si, dans le cas deexy@lases, plusieurs arguments militent en
faveur de leur implication.

Les peroxydases ont une forte affinité pour lesymseurs de la lignine (Leon et al. 2002) ;
leur action sur ces substrats aboutit a la formatioligomeres proches de ceux que l'on
retrouve dans la lignine (Fournand et al. 2003activité ou lI'expression de génes de
peroxydases est souvent associée a un depot deeligBhanati et al. 2002). LD,
nécessaire au fonctionnement des peroxydases foétra produit en partie par
l'autoxydation des monomeres de lignine (Pomat. &082) ou par les peroxydases elles-
mémes en présencede NAD(P)H et de*Mnialliwell, 1978). Par contre, les résultats de
suppression de l'expression de certains génes dexypases sont contradictoires
concernant la lignification (El Mansouri et al. B)9laissant planer un doute sur leur role
exact. Il est possible que ces peroxydases n'imflpas sur la quantitéde lignine produite

mais sur sa structure et sa composition (Elfstreindl. 2002). Les peroxydases peuvent
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étre impliquées dans des modifications de la paégétale par l'incorporation d'autres
composes tels que des flavonoides, des hydroxyamesggelon un processus
physiologique (Buschmann et al. 2000; Dehon e2@D2) ou en réponse a un stress. Si
l'action des peroxydases sur les parois influe lssirphénomenes de croissance et de
développement de la plante, cette influence s'gupliégalement par leur implicationdans
I'équilibre hormonal de la plante.A l'inverse des ¢éactions permettant de renforcer la
paroi, certains génes de peroxydases peuventrgpiquées dans I'augmentation de la
croissance (Kawaoka et Ebinuma, 1998; Yoshida &04I3).

11.3.4.2. Stress abiotiques et peroxydases

Les mécanismes de résistance des plantes aux stbeésSques sont extrémement
compliqués, cette résistance est quantitativementr@ée par plusieurs génes codant
I'activité des iso enzymes. Les isoenzymes sonvestiuexaminés par rapport au stress
environnementaux. Les diverses réponses des enzymese variété de facteurs
environnementaux peuvent étre utiles pour prédireapacité de survie d'une espece de
plante ou d’'une variété aux conditions de stregsoSet al. 2005). Majourhat et Baaziz
(2004) préconisent l'utilisation des peroxydasest®@ marqueurs pour la caractérisation
des ressources génétiques afin d’améliorer laaont&r aux stress biotiques et abiotiques
qui entravent le développement de la culture dmgal D’aprés Khales et Baaziz(2006)
les peroxydases sont fréquemment utilisées commeuears de la résistance aux
contraintes.Le stress d’'une maniere générale ertiés processus meétaboliques ou sont
impliquées les peroxydases. Ce phénomeéne est frégest rapporté dans la littérature.
Jang et al.(2004) ont montré que I'activité deopgdases dans les cellules végétales est
souvent modulée par les stress environnementalaxfods biotiques et abiotiques (figure
6).

Liu et al. (2013) indiquent que l'activité supéniewde la SOD, POD, etCATont renforcé
lacapacité depiégeage desROSetont contribuéa émammleaccruedes plantes traitésau
stressfroid. Ces auteurs stipulent aussi que Viéétiles peroxydases est plus importante en
condition de stress froid qu’'on condition normafgette augmentation de I'activité
peroxydasique sous un régime de basse tempérah@ikoee nettement la tolérance des
plantes a un certain degré, mais cette activitéradienconsidérablement si le stress dure
dans le temps, indiquant ainsi que froid a uneoacinhibitrice sur la transcription des

ARN réduisant ainsi la synthese des peroxydases.
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Figure 6. Les différentes enzymes impliqués lotmdtress froid.

Kang et Saltveit (2001) relatent, d’'une maniéreégéle, que deux heures seulement apres
un stress par basse température de jeunes plamgletode concombre, l'activité de
plusieurs enzymes antioxydant examinées (SOD), (CAT(POD) est réduite par rapport
au témoin. Le froid a plus d’effet sur I'activitéslPOD par rapport au témoin que pour les

autres systéemes.

Les travaux de Zoet al. (2007) ont montré, cheBrassica napud.., que l'activité des
peroxydases, s’accroit sous l'effet de stress fididz les deux variétés étudiées. Mais
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cette augmentation est plus importante chez laétdariolérante que chez la variété
sensible.

Ashraf et Harris (2004) et Xiong et Zhu (2002) touvé également que plus I'activité des
enzymes est maintenue et augmente sous stresssetepfiénotype peut étre considéré
comme tolérant.

Parvanova et al.(2004) considérent que la tolérancstress par le froid est corrélée avec
une capacité accrue a éliminer et détoxiquer laade réactives de I'oxygene. Selon Kuk
et al.(2003) le mode de protection contre le frpalt-étre méme spécifique du tissu ;
certaines formes d’enzymes anti-oxydants protedest feuilles alors que d’autres
protégent les racines.Les mémes auteurs (Kuk €@03) montrent aussi que, chez le riz,
gue lI'expression des isoenzymes peroxydasique qiresieur I'activité sont significatives
sous un régime de basse température. lls conclugm, les peroxydases sont trés
importantes dans I'acclimatation et la tolérancéraidl.

Jang et al. (2004)ont montré chez la patate ddpoenpea batatgs que certains genes de
peroxydases sont induits par le stress alors qaetré's ne le sont pas. lls mettent en
évidence l'implication majeure d’'un seul gene (S#agont I'expression est fortement
induite sous stress parmi I'ensemble des genedatarminent les peroxydases.

Chez le blé,Triticum aestivum des jeunes plantules exposées a un régime de bass
température montrent une importante activité desxyeases chez le cultivar tolérant au
froid, alors gqu’elle est de moindre importance clezcultivar sensible (Scebba et al.
1998). Ces auteurs mettent en avant que le cultolérant au froid a une meilleure
défense, grace a cette importante activité, colarg@roduction de ROS sous stress
froid.Chez I'orge, Dai et al. (2009) montrent qurez le cultivar tolérant au froid (Mo103)
son activité peroxydasique est significativementsgrande que celle du cultivar sensible
(Chumai).

Fan et al. (2014) mettent en avant que, chez dastybbs de chiendenC(dactylo),
I'activité des peroxydases est meilleure en cooditle régime de basse température gu’en
condition normale, et que I'expression des géndmxamant, incluant SOD, POD, et
APX,est régulée en amont par le stress froid.

Moieni-Korbekandi et al. (2013) en étudiant la nép® au stress froid chez deux cultivars
de printemps de colzaBfassica napud..), révélent qu’il existe une relation linéaire
entrel’augmentation de 'activité des peroxydadda tolérance au froid.
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Chez le pois chicheCjcer orientumL.), apres une acclimatation au froid, Nazarilet a
(2012) rapportent que le génotype tolérant au fromhtre une importante activité des

peroxydases quand le temps de traitement au fsbidssez long.

II. 4. Les estérases(EC 3.1.1.1)

Les estérases ont été les premiers isozymes dakitéeminisme génétique a été analysé
(Desborough et Peloquin, 1967). Les estérases digthes et les estérases anodiques
constituent deux grands groupes. Ce sont des eszyras variables en fonction des
especes et des populations, et beaucoup plus eticiordes stades de développement
(Fyad-Lameche, 1999).Par exemple, Reyes et al.8jl8@aient détecté un total de 14
bandes réparties en 5 zones d’activité enzymagguenalysant les feuilles de 15 clones de
bananier provenant de culturen«iitro», ce qui indiquerait que ces bandes pourraient étr
activées au cours d’'autres phases de développataepiante.D’autres systémes se sont
peu a peu développés aussi bien en utilisant l&s dge polyacrylamide que les gels
d’amidon (Staub et Kuhns, 1979). L’analyse de d#fifés profils d’estérases chez I'espece
Hydysarum coronariun{légumineuse) ont permis de révéler I'existencel@ebandes
isoenzymatiques (Trifi-Farah et al.1989). Il existeez le maisZea mai}, des estérases
que l'on trouve a tous les stades de développemtedtautres qui sont spécifiques de

certains stades de développement.

Le nombre d’alléles identifiés a chaque locus es&wvarie de 2 a 9. (Goodman et Stuber,
1983). A notre connaissance, peu de travaux oht’ddijet de recherche sur la relation
entre les stress abiotiques et I'expression izaeatigue des estérases. L’activité des
estérases qui est liée au stade physiologique wibmli@ue de la cellule, peut étre affectée
par les facteurs environnementaux tels que la teatyn@, le stress hydrique et les agents
polluants (Bilkova et al. 1999).

Koretsky (2001) trouve quEusariumoxysporuninduit chez le soja, particulierement a
basse température, I'expression des estérasedeshdeux variétés (résistante et sensible)

mais la réponse est plus forte et plus rapide tzheariété la plus résistante.
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Chapitre IlI- Marqueurs moléculaires
[1l.1. Généralités

Historiquement, les premiers marqueurs disponiblest été les marqueurs
morphologiques. Chez les légumineuses, la coulesrfléurs chez la luzerndédicago
sativg), le tréfle violet Trifolium pratensg et le lotier corniculél(otus corniculatuf le
nanisme chez la luzerne, le sens d’enroulemengoeasses chelel. truncatulg les taches
foliaires chez le tréfle violet é¥l. truncatulaservent de marqueurs. Puis, des marqueurs
biochimiques (ou isoenzymes) ont été mis au p@asés sur des différences de poids
moléculaires de protéines ayant une activité entigo, ils ont l'avantage d'étre
codominants et I'inconvénient d’étre peu nombrdugn existe chez les graminées et les
légumineuses, la méthodologie de révélation étanwvent transposable entre especes

proches.

Parmi les marqueurs moléculaires, on distingge marqueurs pouvant étre révélés
en grand nombre et les marqueurs spécifiqleslocus. Les marqueurs révélés en
grand nombre (AFLP : Amplified Frangment Lengtolymorphism ; RAPD
Randomly Amplified Polymorphism DNA ; ISSRInter Simple Sequence Repeat) ne
requierent pas dinformation préalable sur les gée®m sont nombreux mais peu
informatifs car dominants et difficilement transpbks d’'un croisement a un autre ou
d’'une espéce a une autre. Les marqueurs spasf issus de données de séquences
d’ADN (RFLP : Restriction Fragment Length Polymoigrh ; microsatellites ou SSR :
Simple Sequence Repeats ; STS : Sequence Tagded ; SENP : Single Nucleotide
Polymorphism), sont révélés individuellement, teoft & mettre au point mais tres
informatifs : ils sont généralement codominasets transposables entre croisements et

especes proches (Julier et Barre, 2005).

Les marqueurs moléculaires sont constitués de ségqaed’ADN caractéristiques d’'un
individu ou groupe d’individus. Contrairement  auxmarqueurs traditionnels
(morphologiques et bio-chimiques), ils ne sorgt ipdluencés par I'environnement et sont
observables & n'importe quel stade de dévelogpt de la plante et sur n'importe quel
organe.

Les marqueurs moléculaires, directement issus dgmoophisme existant au niveau de
I’ADN, sont désormais utilisés fréquemment poundilyse des ressources génétiques et
dans les programmes d’amélioration des plantes.
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En utilisantdes techniquesmicrosatellitesbaséasfaidsur I'hybridation et la PCR ont été

développéeset appliquées avec succespour |'étyadycorphisme de I'ADN.

Leurutilité a été démontréepour la préparationdetesmoléculaires, le marquage
génétique, la sélection assistée par marqueurs(MA&S)génotypage, lidentification
variétale, la conservation du matériel génétigheztupinusluteu@Parra Gonzalez et al.
2010) et cheZTriticum turgidumL.(Chu et al. 2010) etc. (Gupta et Varshney, 2000;
Khadari et al. 2007;Baraket et al. 2000 Chez les légumineuses, des marqueurs
microsatellites ont été massivement mis au poirdzdiedicago truncatula especes
modeles des légumineuses, en utilisant des donteestéquences produites dans des
programmes de séquencage d’EST (fragment de gépeisnés) ou d’ADN génomique
(Julier et al. 2003;Badri et al. 2007; Lazrek ef28l09).

ChezMedicago truncatulale nombre de marqueurs microsatellites disposilipasse le
millier (Huguet,2004). Leurs caractéristiques pdtard de les séparer en deux familles.
La premiere est constituée par les marqueurs codons et révélés individuellement dont
les plus courants sont les marqueurs RFLP et natzlises. La seconde famille est
constituée par les marqueurs dominants et rév@asmasse». lls sont générés par des
techniques de type RAPD ou AFLP qui permettenté&ddiger facilement des empreintes
géneétiques. En fonction de leurs caractéristiqueprps, génétiques et techniques, les
domaines d’application les plus pertinents de cha¢analyse de phylogénie, de

structuration de la diversité génétique ou étabiient de cartes génétiques) sont proposés.

En biologie végétale, le terme marqueur s'appliquplusieurs concepts, parfois trés
différents. Il est, par exemple, possible de défdes marqueurs physiologiques et des
marqueurs génétiques. Les premiers correspondéenitaype de molécules, facilement
repérables, dont la présence renseigne sur un stadeéveloppement ou un état
physiologique, situations complexes faisant inteivede nombreux parametres en
interaction. Les marqueurs génétiques sont, quaetixa toujours synonymes de locus
marqueurs. Un locus marqueur est un locus polyneomh renseigne sur le génotype de
I'individu qui le porte et/ou sur les génotypes besis voisins. Les marqueurs génétiques

sont par définition des caractéres héritables (®aet al. 2000).
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[11.2. Marqueurs codominants révélés individuellemat : Marqueurs microsatellites

Les séquences microsatellites ou SSR (Simple SequBepeats) sont constituées de
répétitions en tandem de motifs mono, di, tri adwatéucléotidiques. Les plus courantes
sont (A)n, (AT)n, (GA)n, (GT)n, (TAT)n, (GATA)n, {e.), la valeur de n pouvant aller de
guelques unités a plusieurs dizaines. De tels mstifit trés abondants dans le génome des
organismes eucaryotes. Chez les végétaux supériesirgremiéeres estimations indiquent
qu'il y aurait en moyenne un microsatellite di Matidique tous les 30 a 100 kb (Santoni
et al. 2000).

[11.3. Les microsatellites comme marqueurs de séléon

Beaucoup de travaux ont fait 'objet d’études s inicrosatellites et leurs associations
avec des marqueurs morphologiques en relation lavesérance et I'adaptation a divers
stress biotiques (Buhariwalla et al. 2005; Badrale2007; Lazrek et al. 2009;Avia et al.
2013).

Dans les milieux naturels, la distribution spatidks individus au sein des populations
dépend souvent des facteurs environnementaux fpdterfit I'établissement des jeunes
plantes, telles que la température, la pluviomgl@idongueur croissante des saisons et des
changements dans la durée des journées en foragmiatitudes (Prosperi et al. 2006).
Pendant longtemps, les caractéres morphologique®&timiques ont été les seuls outils
disponibles pour caractériser des populations pewr adaptation locale. Cependant, ces

derniers sont souvent influencés par I'environnegmen

Les marqueurs microsatellites, s’affranchissantatee contrainte, sont souvent utilisés en
association avec les caracteres phénologiques garactériser les populations et leur
adaptation aux milieux. Des études suggérent deglatons entre les locus marqueurs
(de types SSR) et les facteurs éco-géographiquedri(Bt al. 2007; Dias et al. 2008; Zeng
et al. 2009; Sharma et al. 2010; Bagavathianah 0&0; Zaccardelli et al. 2012; Cui et
al. 2013 ; Avia et al. 2013).

Avia et al. (2013) montrent, chez des lignées rdipantes déVl. truncatulg dérivées de
croisements entre deux accessions acclimatéessa bampérature et évaluées pour leur
tolérance au froid par des caracteres morphologiogee les QTL pour la tolérance au
froid a effet additif sont associés avec ces marguéMtic-131, Mtic-432, Mtic-079)

situés au niveau des groupes de liaison LG1, LA456t Ces alleles favorables pour ces
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effets additifs de tolérance au froid, sont pogpés les deux parents, suggérant que ces
écotypes ayant une bonne capacité d’acclimatatidnoé, contribuent efficacement a une
bonne tolérance au gel. Ces auteurs montrent guidte une relation entre l'origine
géographique des populations Metruncatulaet leur tolérance au froid. La majorité des
populations originaires de haute altitude se séwélées plus tolérantes au froid que celles

originaires de basse altitude.

Badri et al. (2007) montrent, dans une étude derdiité génétique, ché#edicagociliaris

a l'aide de marqueurs morphologiques et locus ne@anguSSR, que la divergence des

populations détectée est due a I'adaptation logaldes interactions génotypes/facteurs

éco-géographiques (texture du sol, altitude etatlinet que les populations decette espece

ont une grande plasticité d’adaptation a des enmgments tres variés.

Cui et al. (2013) trouvent gu’il existe une asstoia positive entre des caractéres
morphologiques et les marqueurs SSR en relation Bergine des populations et leur

tolérance au froid.

Lazerek et al. (2009) trouvent que, chez des ptipugannuelles dM. truncatulg sept
microsatellites sur dix-huit utilisés avaient urwerélation avec l'altitude, la pluviométrie
et la salinité de I'environnement d’origine de pepulations. Ces auteurs suggérent aussi

gue ces locus marqueurs sont liés a des géenegjimpldans I'adaptation a I'altitude.

Dias et al. (2008) ont soulignés certainesconcareentre les caracteres morphologiques

etles marqueurs SSR, chez le trefle rodgéddlium pratensd..).

Badri et al. (2008) étudiant la variabilité génégqchez des populations naturelles de
MedicagolaciniataMill. (Fabaceae), trouvent que la diversité motphmue et la diversité

moléculaire sont associées significativement ageddcteurs éco-géographiques.

Touil et al. (2008), en étudiant la diversité génét, chez des populations cultivées de
Medicagosativa., montrent qu’il n'y a pas de corrélation entrarqueurs SSR et I'origine

géographique des populations. Cependant, ces autaitent en avant que les marqueurs
SSR sont trés informatifs et appropriés dans lgsroghes de caractérisation et de

polymorphisme moléculaire chez les populationdédicago
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Bagavathiannan et al. (2010) en investiguant laerdité génétique, de certaines
populations de luzerne naturelles et cultivéestraavent pas de corrélations entre les

variables phénotypiques et les marqueurs SSRadilis

Bajaracharya et al. (2006) montrent qu’il n y a pdassociation entre caractéere
morphologique et SSR analysés, chez des populatiemz au Népal se trouvant a haute

altitude.
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Chapitre V- Matériel et Méthodes

IV.1. Matériel végétal

16 écotypes appartenant a quatre especes anndeldsdicago (M. aculeatawilld., M.
polymorpha L., M. truncatula Gaertn. etM. ciliaris Krocker.), fournis par la Station
Expérimentale de I''TGC-Khroub Constantine, ont flaobjet de cette étude. L'espebé
aculeataest représentée par quatre cultivars dont unveanlgyrien Acu 80 et trois cultivars
australiens Acu 15 678, Acu 15679 et Acu 14821, emsobservations par ''TGC dans le
cadre des échanges de pépiniéres entre I'Algériidestralie. Ces "cultivars'sont issus a
'origine de populations algériennes, typiques deses d'altitudes (Tiaret et Médéa) et
tolérants aux températures basses extrémes (Zegbatamunication personnelle). Le
cultivar syrien Acu 80 est souvent utilisé comnmadé pour sa bonne tolérance au froid. Les
écotypes deéM. truncatub, M. ciliaris et M. polymorpla proviennent de différentes régions

d’Algérie de différentes altitudes (Tableau 1).

IV.2. Méthodes

Pour I'analyse biométrique, le phénotypage a éfisé sur les 16 écotypes. Les mesures de
la longueur des tiges et des racines, ainsi quia dengueur totale des jeunes plantes sous
traitement et en absence de traitement ont ét@istmées afin d’évaluer la variabilité de la
tolérance chez ces populations. 12 de ces poputatot fait I'objet d’'une caractérisation
génétique a l'aide de 14 microsatellites SSR. M#se Gabes, Jemalong et Magali ont été
utilisés comme témoins dans I'étude (Tableau 2anadlyse biochimique par électrophorése a
éte réalisée sur deux génotypes par espece (TaBjehde traitement par basse température
est appliqué comme dans le cas de I'étude bionugtriges prélevements sont effectués a la
fin de chaque traitement sur les lots témoinssetdes traités correspondants, c’est-a-dire 5, 8

ou bien 11 jours apres le début du traitementeéoid.

IV.3. Mise en culture et dispositif expérimental

L'’ensemble de l'essai a porté sur un total de 4B@lvidus. Pour chaque génotype, par
répétition et pour chaque traitement, 10 graine® soises a germer en boites de Petri
remplies de terreau apres une désinfection a étlfadd) suivie de rincage a I'eau distillée.
Apres germination, les lots traités subissent l'des trois traitements (T1, T2, T3)
correspondant a 5, 8 et 11 jours de traitemenbasse température (4°C) (photopériode 16 h,
intensité lumineuse 6700 lux), alors que les témale référence (T01, T02, TO3) sont
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incubés a 23 °C (photopériode 16 h, intensité lemse 6700 lux). Les observations sont
effectuées le B le 1F™ et le 14™jour, soit & la fin de la culture respectivementiples
traitements TO1 et T1, TO2 et T2, TO3 et T3. Cingpétitions ont été réalisées.

IV.3.1. Mesures
La longueur totale des jeunes plantes (LP), dege ¢(LT) et de la racine (LR) ont été
mesurées a la fin de chaque traitement sur lestdéot®ins et traités au moyen d’une régle

graduée.

IV.3.2. Traitement statistique des données.

Les valeurs moyennes, et les écarts-types paenraiit et par génotype ont été calculés sur
'ensemble de I'essai et ont servi aux estimatidas différents indices de tolérance. Une
ANOVA est effectuée avec Statistica (ver. 6.1 [aft, Inc. France), sur les 3 variables,
longueur totale de la plante (LTTL), la longueurla¢ige (LTGE), et la longueur de la racine
(LRCNE) au moyen du test Fisher-Snedecor au setiib%.

IV.4. Extraction de 'ADN

L’ADN total de douze populations est extrait a pade 200 mg de matiere fraiche

d’échantillons de jeunes feuilles, en présence’amte liquide et 3 ml de tampon CTAB

(Doyle and Doyle, 1990). L'ADN extrait a fait I'oéf d’'une amplification par PCR a l'aide de
guatorze paires d’amorces microsatellites. Les AleN cultivars témoins Magali, Mercedes,
Jemalong et Gabes a été extrait selon la méthamt@adpar Cheung et al. (1993) a 'INRA,

Lusignan France. Les produits de PCRont été séparésilisantun gel de polyacrylamide a
6,5% dansun séquenceur d’ADN automatisé le LI-CGRIRCOR Inc.) et lesimages de

gelsont étéanalysées a l'aide dulogiciel GENEPRERILsoftware (Scanalytics, Inc.) a

'INRA, Lusignan France. Pour chaque locus et desrdouze populations ayant fait I'objet
de la caractérisation, différents parametres oétc@iculés, a l'aide du logiciel Genetix

(Version 5.0.4):H,. = H calculée avec biais pour chaque pog, H H calculée sans biais

(Nei 1978). H obs. = H observée, ainsi que lesueages alléliques et les taux d’homozygotie
et d’hétérozygotie, pour chaque population au nivéda chaque locus marqueur.L’ effectif

total pour chaque population est de cinqg individus.
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Tableau 1 Populations analysées pour la tolérance au fi@id'aide de caracteres
morphologiques et la caractérisation par microb&el Les cultivars : Mercedes, Gabes,
Jemalong et Magali utilisés comme témoins danadaatérisation moléculaire.

Espéces Populations  Origine Latitude Longitude Altitude (m)

M. aculeataVilld. cv. Ac 15678 Australie - - -
cv. Ac 15679 Australie - - -
cv. Ac 14821 Australie - - -
cv. Ac 80 Syria - - -

M. ciliarisKrocker.  Cil 123 Algérie 36°46'02"N 8°18'9.57"E 16
Cil 124 Algérie 36°17'15"N  7°57'14.77"E 565
Cil 125 Algérie 36°17'15"N 7°57'14.77" E 565
Cil 126 Algérie 36°28'0"N 7°26'0"E 290

M. polymorphé. Poly 57* Algérie 36°17'15"N 7°57'14.77" E 565
Poly 54 Algérie 36°17'15"N 7°57'14.77" E 565
Poly 136 Algérie 36°49'0" N 5°46'0" E 10
Poly 213* Algérie 35°23'17"N 1°19'22"E 1170
Poly 42 Algérie 36°54'15"N 7°45'07"E 200

M. truncatula&Gaertn. Tru 210 Algérie 34°6' 50" N 2°5'50.14” E 1150
Tru 216 Algérie 34°6'50"N 2°5'50.14"E 1150
Tru 62 Algérie 36°28'0"N 7°26'0"E 290
Tru 26 Algérie 35°23'17"N 1°19'22.16"E 1170
cv. Magali France - - -

M. sativa cv. Mercedes France - - -

cv. Gabes France - - -

cv. Jemalong France - - -

* . Populations retenues pour I'analyse de l'atéiviles estérases au sein de l'espdce

polymorpha
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Tableau 2 Caractéristiques des SSR utilisés (INRA-LusigReance).
LG : groupe de liaisorifm: température d’hybridation.

Amorces LG Motifs Primers Tm °C Taille attendu (pb)

ATP 456 3 [TTC} L-GGGTTTTTGATCCAGATCTT - 105
R-AAGGTGGTCATACGAGCTCC

FMT-13 1 [GAL L-GATGAGAAAATGAAAAGAAC 50 13
R-CAAAAACTCACTCTAACACAC

MTIC-79 5 [TCho L-AAAATCCAAAGCCCTATCACA - 117
R-AGCGTGAGATTTTTCCATCG

MTIC-332 4 [CTT} L-CCCTGGGTTTTTGATCCAG - 124
R-GGTCATACGAGCTCCTCCAT

MTIC-338 3 [CTT} L-TCCCCTTAAGCTTCACTCTTTTC - 146
R-CATTGGTGGACGAGGTCTCT

MTIC-134 6 [AGE L-GCAGTTCGCTGAGGACTTG
R-CAATTAGAGTCTACAGCAGCCAAAAACT %0 176

MTIC-365 2 [AGE L-ATCGGCGTCTCAGATTGATT - 123
R-CGCCATATCCAAATCCAAAT

MTIC-082 7 [TCLs L-CACTTTCCACACTCAAACCA - 13
R-GAGAGGATTTCGGTGATGT

MTIC-451 2 [TCLs L-GGACAAAATTGGAAGAAAAA - 129
R-AATTACGTTTGTTTGGATGC

MTIC-135 8 [AG)Lo L-GCTGACTGGACGGATCTGAG - 123
R-CCAAAGCATAAGCATTCATTCA

MTIC-343 6 [GAAL L-TCCGATCTTGCGTCCTAACT - 134
R-CCATTGCGGTGGCTACTCT

MTIC-131 3 [AG} L-AAGCTGTATTTCTGATACC - 163
R-CGGGTATTCCTCTTCTTCCTCCA

MTIC-432 7 [AGE L-TGGAATTTGGGATATAGGAA - 163
R-GGCCATAAGAACTTCCACTT

B14B03 5 [CA} L-GCTTGTTCTTCTTCAAGCTC - 151

R-ACCTGACTTGTGTTTTATGC
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IV.5. Electrophorése des peroxydases (EC 1.11.1(POD)

IV.5.1. Extraction des peroxydases

Les plantes entiéres sont broyées dans de |'azptielé puis homogénéisées dans du tampon
10 mM Tris-KCl (pH 6.8) et 1 mM PMSF (Syros et &004) modifie. Le broyat est
centrifugé deux fois a 14 000trs/ mn pendant 20amh °C, les surnageants récoltés sont
placés immédiatement dans un cryo-conservateup@°€ljusqu’a utilisation. Un volume 30
ul d’extrait enzymatique par génotype et par traéat sert de dépot.

L'expression des izoenzymes peroxydasique est rdétée par électrophorése sur gel
gradient (4-10%) de polyacrylamide, dans une cwicale (Hoeffer). Le tampon du gel
correspond a un tampon 0,89 M Tris-borate et 0]d2BDTA (pH 8.3). Un tampon 25 M
Tris-Glycine (pH 8.6) dilué 10 fois est utilisé poa migration (Fyad-Lameche 1999). La
migration a lieu a 4 °C sous une tension de 150 (e intensité de 30 mA pendant 24 h.

La révélation des peroxydases s’effectue dansmpda 0.2 M acétate de Na (pH 4.6) avec
de I'O-dianizidine, dissous dans l'alcool, comméstat. Le mélange est ensuite additionné
de 2 ml d'HO; (Vallejos 1983). Chaque expérience est répétéefis.

L’extraction des témoins est effectuée a partijedees plantules issues de germination agées
de 2, 4, 6, 8, 10, 11, 12 et 14 jours pour les (k@ oins) et le Ble 1Fet le 14 jour pour les

lots traités.

IV.5.2. Dosage des peroxydases

En ce qui concerne cette partie, I'activité deopgdases a été réalisée chez des populations
extrémes (Tolérantes ou sensibles) appartenantifféxentes espéces étudiées. Au totale 8
populations ont été étudiées (Tableau 3). L'adidés peroxydases est suivie tous les deux
jours chez les témoins et chez les plantes tragéas un régime de basse température au
niveau des plantes traitée pendant 5, 8, et 1% jdeitraitement au froid (4 °C). L'activité des
POD (EC.1.11.1.7) est déterminée selon le protoddlerit par Macadam et al. (1992)
modifié par le suivie du changement de lI'absorbaacd60 nm a l'oxydation de l'o-
dianizidine en présence de®et d’extrait enzymatique. A 10 pl d’extrait enzyigae est
ajoutéle mélange réactionnel constitué de I'o-di@ime a 5% et d’acétate de sodium pH 4.6.
La réaction débute dés l'addition de 100 & 30% au mélange réactionnel pour un
volume final de 3 ml.L’activité enzymatique est\saien fonction du temps, pendant toutes
les 15 secondes, pendant 3 minutes pour les laitgdret les lots témoins, a l'aide d’un
spectrophotometre (UK- JENWAY 7305) par mesure’'dlesbrbance a 460 nm. L’activité
enzymatique est exprimée en pmol d'o-dianizidingdéxmin'.g*MF., en utilisant la valeur
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de coefficient d’extinction de I'o-dianizidine.Chag expérience (quantitative et qualitative)

est répétée 3 fois.

Table 3. Populations analysées pour l'activité pgdasique et I'expression izoenzymatique

des peroxydases et des estérases sous un réghaesgetempérature.

Espéces accessions  Origine Latitude Longitude

M. aculeatawilld. cv. Ac 15679 Australia (S)* unknown unknown
cv. Ac 80 Syria (T) unknown unknown

M. ciliaris Krocker.  Cil 123 Algeria (S) 36°46'02"N 8° 18 9.57" E
Cil 124 Algeria (T) 36°17'15" N 7°57'14.77"E

M. polymorphal. Poly 57 Algeria (S) 36°17'15"N 7°57' 1477 E
Poly 136 Algeria (T) 36°49'0" N 5°46’0" E

M. truncatulaGaertn. Tru 26 Algeria (S) 35°23"17"N 1°19'22.16"E
Tru 210 Algeria (T) 34°6'50" N 2°5'50.14" E

*. (S): Sensible, (T): Tolerant

IV.6. Electrophorése des estérases (EC 3.1.1.1) (BS

IV.6.1. Extraction des estérases

Pour I'extraction des estérases des lots témoine®tots traités, les plantules sont broyées
dans un mortier en présence d’azote liquide et ly@gméisées dans du tampon 10 mM Tris-
KCI (pH 6.8) et 1 mM PMSF (Syros et al. 2004) madifLe broyat est centrifugé a 14 000

trs/ mn pendant 20 mn a 4 °C, deux fois. Les swaaiy recoltés sont placés dans un cryo-
conservateur a -196°C jusqu’a utilisation. Un voduae 30 pl d’extrait enzymatique par

génotype et par traitement est utilisé pour chalfypst.

IV.6.2. Séparation des estérases

Dans cette partie, les mémes extrémes ont I'objetedétude sur le systéme estérase mais
seulement une analyse sur I'expression izoenzyomatfgpur ce systeme enzymatique des
jeunes plantules traitées au froid en comparaisen keurs témoins respectifs. La séparation
des estérases est réalisée par électrophoreselsdisgontinu de polyacrylamide dans une
cuve verticale (Hoeffer). Le gel de concentratich & 4% et le gel de séparation est a 8%
d’acrylamide, dans un tampon 0,89 M Tris-boraté26,M EDTA (pH 8.3). Un tampon 25 M
Tris-Glycine (pH 8.6) dilué 10 fois est utilisé poa migration (Fyad-Laméche, 1999). La
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migration a lieu a 4 °C sous une tension de 15@ ¥he intensité de 30 mA, elle est arrétée
quand le bleu de bromophénol marquant le front dgation atteint le bord de la plaque.
Aprés migration les estérases sont mises en éwgdeacune coloration au Fast-Blue RR- Salti-L’
naphtyle acétate (1%) dilué dans de I'acétonedgesubstrat dans un tampon 0.1MRNRO, (pH 6.2)
(Vallejos, 1983).

La lecture des gels des peroxydases et des esteragté effectuée a I'aide de Gel Analyzer

Software, Copyright 2010 (Istvan Lazar and Dr.adst\.azar).
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Chapitre V- Résultats et Interprétations

V.1. Variabilité de tolérance au froid des jeunes lantes sous un régime de basse
température

L’analyse de la variance a révélé des différeneegdment significative (g 0.001) parmi les
populations étudiées pour les différents caractaresurés (Longueur totale du jeune plant,
longueur de la tige et longueur de la racine) airpes différentes variables calculées,

écotypes, traitement et leur interaction (Tableaa, 4, et c).

Tableau 4 Analyse de variance des différents parametrephabogiques étudiés

(a) Longueur totale

Source de variation ddl CM F
Ecotypes 15 731.95 12.95***
Traitements 5 3965.74 70.14***
Ecotype*traitement 75 113.05 1.99%**
Erreur 4705 56.54

(b) Longueur tige

Source de variation ddl CM F
Ecotypes 15 134.04 8.15***
Traitements 5 1214.55 73.83***
Ecotype*traitement 75 30.57 1.86***
Erreur 4705 16.45

(c) Longueur racine

Source de variation ddl CM F

Ecotype 15 267.61 18.96***
Traitements 5 798.75 56.62***
Ecotype*traitement 75 33.59 2.38%**
Erreur 4705 14.11

*p <0.05, * p<0.01, *** p < 0.0001; F: test fisher-senedecor; CM: carrés moyen

L’exposition a un régime de basse températurefardiites durées, montre une différentielle
de réponse pour les quatre especes étudiées (table@hez ces especes, la réponse differe
d’'un organe a un autre, la réduction de la longaeula plante, de la tige et de la racine est
observée, cette réduction est plus importante ajmésdurée de traitement de 11 jours. Au
niveau de chaque espéce, les résultats revelergrande variabilité pour la croissance sous

régime de basse température (Figures 7, 8, 9 et 10)
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b. Average length of stemstreated and control

a. Average lengths of seedling treated and control.
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b. Average length of stemstreated and control

a. Average lengths of seedling of treated and control
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b. Average length of stems treated and control

a. Average lengths of seedling of treated and control.
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Tableau 5. Moyenne des différents caractéres mesurés ssuliflérents traitements pour les quatre espéees d
Medicagoétudiées.

Espéeces Traitements LTTL LT GE LRCNE

Moyenne + Std. Dev Moyenne + Std. Dev  Moyenne * Std. Dev

M. truncatula  TO1 6,89 + 2.69 3.52+1.47 3.37+1.68
T1 4,84 +2.49 2.35+1.33 2.48 +1.67
T02 7,70+ 7.70 4.08 +2.02 3.61+1.82
T2 4,32 + 2.58 219+1.44 2.07+1.47
TO3 8,15+ 251 450+1.73 3.64+£1.28
T3 3,46 + 3.13 1.79+1.50 1.67 +1.85
M. ciliaris TO1 9.57 + 3.87 4.62 +2.08 494 +2.41
T1 6.20 +4.74 2.93 +2.45 3.26 +2.68
T02 11.69 £3.45 5.92+1.98 5.76 £ 2.15
T2 492 +3.49 225+ 154 2.67+2.19
TO3 13.83 £ 2.57 7.20+1.32 6.62 + 2.02
T3 3.32 +3.57 1.73+1.83 1.58 £1.95
M. polymorpha TO1 5.88 +2.97 3.25+1.88 2.62 +1.40
T1 3.51 +2.16 1.80+1.13 1.71+£1.45
T02 6.52 +2.46 3.63+1.54 2.88+1.41
T2 4.35 +2.30 2.30+2.39 195+1.23
TO3 6.89 +1.81 4.12 +1.26 412 +1.26
T3 4.48 +2.40 255 +1.38 255 +1.38
M. aculeata TO1 7.42 +3.43 3.71 £1.92 3.71 +£1.99
T1 5.81 £8.04 258 £1.72 274 £2.10
T02 8.85 +3.55 420 +1.88 4.64 +2.16
T2 6.18 +3.43 2.69 +1.69 3.48 +2.38
TO3 9.90 +3.54 473 +1.83 5.16 +£2.10
T3 6.04 +3.78 2.60 +1.75 3.43 +2.26
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La tolérance au froid a été évaluée chez les 16/ge® a la suite d’un stress par une basse
température de 4°C, appliqué pendant 5, 8 et Irk.jdue degré de tolérance est déterminé par
écotype sous chaque traitement au moyen des Ratoime : tige RT1/TT1, RT2/TT2, et
RT3/TT3 (Tableaux 27, 28, et 29(voir annexe)). Danéttérature, il est souvent rapporté
gu’il existe une étroite relation entre la toléranau froid et au gel, et la capacité de
s’acclimater aux basses températures non géliwedefré d’acclimatation est souvent estimé
par le ratio racine/tige des plantes traitées aid fen comparaison avec les plantes non
traitées (ttmoins). Les plantes affichant les meil ratios sont dites tolérantes au froid(i.e.
elles ont une capacité supérieure d’acclimatatialgrs que les plantes dont les ratios sont
faibles, elles sont considérées sensibles au ffdmhc un pouvoir d’acclimatation plus
faible)(Hekneby et al. 2001; Thapa et al. 2008; ¢Hahal. 2008; Janska et al. 2010).

Les résultats montrent que les populations origesadle site de haute altitude montrent des
ratios plus importants en comparaison avec ceginaire de site de basse altitude. D’autre
part le régime de basse température T3 est plusaedf pour mettre en évidence le degré
d’acclimatation des différentes populations étusliéan particulier chekl. truncatulat\V.
polymorphaaccessions.

Chea. truncatulg Tru 216, originaire d’'une altitude de 1150 m ([Balk), montre de
meilleurs ratios (1.20) en comparaison avec Tr{0629).

La méme tendance est observée au niveau de I'ddppodymorphala population Poly213,
originaire d’'une altitude de 1170 m,montre unragi@®3alors que la population Poly
57originaire d’'une altitude de 565 mexhibe un faitstio (0.27).

Chez I'especéMedicago aculeatail est a rappeler qu’en ce qui concerne les pegiexactes
des populations de cette espece ne sont pas corréestype Ac 80 affiche des ratios plus
importants lors des différentes durées d’acclinatatavec des valeurs de 1.63, 2.31, et 1.40
en comparaison avec ceux de I'écotype Ac 15679%,01810,et 1.30 pour T1, T2,et T3

respectivement(figures 11, 12, et13).

Il apparait clairement que les populations origieside haute altitude présentent de meilleurs

ratios et ont une capacité d’acclimatation supéeieu
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Ratios root/shoot after 5 days under 4 °C (Rt1/Tt1) and control (Rt01/Tt01).
Moyenne; Moustaches: MoyennetEcart-Type
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Different accessions studied of Medicago.

Figure 11. Ratios racine/tige aprés 5 jours d’acclimatatiod &C (Rt1/Ttl) et le control
(Rt01/Tt01), pour les différents écotypes étudieMddicago
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Ratios root/shoot after 8 days under 4 °C (Rt2/Tt2) and control (Rt02/Tt02).
Moyenne; Moustaches: Moyenne*Ecart-Type
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Different accessions studied of Medicago

Figure 12.Ratios racine/tige aprés 8 jours d’acclimatatigh°&€ (Rt2/Tt2) et le control
(Rt02/Tt02), pour les différents écotypes étudiéMeddicago
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Figure 13Ratios racine/tige aprés 11 jours d’acclimatatign°&€ (Rt3/Tt3) et le control

(Rt03/Tt03), pour les différents écotypes étudieMddicago
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Afin de classer les écotypes par rapport au tratgmar le froid, une analyse de variance est

effectuée en ne tenant compte que du traitemerst souégime de basse température, pour

déterminer les groupes homogénes a l'aide du gtie@lvman-Keuls au seuil de 5%. Les

résultats, pour les différents parameétres étuds, reportés dans le tableau 6 a, b, et c.

Tableau 6 Analyse de variance factorielle pour les pata@sémorphologiques sous un régime de basse

température

(a) Longueur totale

Source de variation ddl CM F

Ecotypes 15 292,9324 22,52 ***

Traitements 2 132,5458 10,19 ***

Ecotype*traitement 30 82,0981 6,31 ***

Erreur 2352 13,0070

(b) Longueur tige

Source de variation ddl CM F

Ecotypes 15 47,05887 20,98 ***

Traitements 2 14,55720 6,488 **
.

Ecotype*traitement 30 2044054 9,171 **

Erreur 2352 2,24350

(c) Longueur racine

Source de variation ddl CM F

Ecotype 15 97,60794 30,88 ***

Traitements 2 41,19091 13,03 ***

Ecotype*traitement 30 32,56181 10,30 ***

Erreur 2352 3,16113

*n <0.05, ** p<0.01, ** p< 0.0001

Selon le testde Newman-Keuls au seuil de 5%, lespgs homogénes des parametres étudiés

(Tableaux 7, 8, et 9).
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En ce qui concerne la longueur totale de la plamd]istingue 5 groupes homogeénes (a, b, c,
d, et e) (Tableau 7). On peut distinguer trois gesu qui ressortent de ces groupes

homogeénes, un groupe sensible, un groupe moyenmnéohé&ant, et un groupe tolérant.

Tableau 7.Groupes homogénes (test Newman-Keuls) pour le gararongueur totale
(LTTL) de la plantule sous un régime de basse teatye

jsb}
(o
(¢}
o
D

Poly 54 2,891333 a
Cil 123 2,933333 a
Ac 14821 3,797333 a ab
Tru 216 3,850667 a ab
Tru 210 3,858000 a ab
Poly 57 4,152333 b
Tru 62 4,276667 b
Poly 136 4,690000 b
Poly 213 4,744667 b
Cil 125 4,762000 b
Cil 124 4,786000 b
Tru 26 4,858667 b
Acl15678 5,809333 cd
Acl15679 6,230667 d
Cil 126 6,784667 d
Ac80 8,214000 e

On constate que le froid affecte a la fois la @aice des tiges et des racines et son effet est
nettement marqué quand la durée du traitementee$fidours (Tableaux 8 et 9). Le groupe
areprésente les populations sensibles, le gro@be bes groupes moyennement tolérant et les
groupes E et F le groupe des populations tolérabtedleurs ce classement est relativement
en conformité avec les origines des différentesufaions étudiées. Des auteurs montrent que
la croissance est d’autant plus réduite que laeddré traitement est d’autant plus longue
(Thapa et al. 2008; Kurt, 2010; Baruah et al. 2011)
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Tableau 8.Groupes homogénes (test Newman-Keuls) pour le garadongueur de la tige
(LTGE) sous un régime de basse température

<3}
(op
(¢}
o
(0]
—

Cil 123 1,534000 a
Ac 14821 1,571333 a
Poly 54 1,642667 a
Tru 216 1,826000 a ab
Tru 210 1,968000 a ab bc
Cil 125 2,103333 ab bc
Tru 62 2,121333 ab bc
Cil 124 2,296000 ab bc
Poly 57 2,311667 ab bc
Poly 136 2,380667
Tru 26 2,540000
Ac 15678 2,629333
Poly 213 2,672000
Ac 80 3,116000
Acl15679 3,186667
Cill126 3,298667

En ce qui concerne le caractere longueur de laneade froid agit differemment sur ce
caractere d’'une population & une autre, et onngjgé, selon les groupes homogénes, que les
populations sont groupées selon 7 groupes homogéregroupe a, ou on constate que le
stress froid agit considérablement sur le syst@omaire, représenté par une seule population
(Cil 123), les groupes b,c, et d qu’on peut conrgidéomme sensible a moyennement tolérant

et le dernier groupe (e et f) come tres toléraab({@au 9).

Thapa et al. (2008) montrent que des pla¥iisdicago truncatulaacclimatés au froid
réduisent considérablement la longueur de leuestite nombre de feuilles, ainsi que leurs
racines par rapport aux témoingdekneby et al. (2001ontrent aussi que le taux de
réduction des tiges est plus important que celsirdeines. Toujours d’'aprés ces auteurs les
plantes tolérantes au froid ont un ratio racine/fius important que les plantes sensibles. Ils
stipulent que, cheaV. truncatulg le pouvoir d’acclimatation aux basses température
augmente considérablement le pouvoir de la toléaaa gel. D’autre part, la durée
d’acclimatation joue un réle important, plus laékiest longue et plus le degré de la tolérance

au gel est meilleur.
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Les résultats obtenus montrent que la réductiocraissance, évaluée par la longueur totale,
la longueur de la tige et la longueur de la raclada plante differe d’une population a une
autre et d’'un organe a un autre. Le systéme raeinaste moins affecté que la partie aérienne
de la plante. Les écotypes Me aculeata(Ac 80, Ac 14826, et Ac 15679) sont considérés
tolérants et dont les parents dont ils sont iseuas @riginaires de sites a haute altitude. Chez
M. ciliaris, c’est I'écotype Cil 126 qui présente un systemenaire le moins affecté par

basse température.

Tableau 9.Groupes homogénes (test Newman-Keuls) pour le garardongueur de la racine
(LRCNE) sous un régime de basse température

Poly 54 1,248667
Cil 123 1,399333

Tru 210 1,833333

Poly 57 1,840667

Tru 216 2,024667 bc

Poly 213 2,072667 bc
Tru 62 2,138667 bc

Ac 14821 2,226000 bc

Poly 136 2,309333 bc
Tru 26 2,318667 c

Cil 124 2,490000 c
Cil125 2,658667 de

Ac 15679 3,044000 e ef
Ac15678 3,180000 f
Cil 126 3,486000 f
Ac 80 4,441333 g

Sous un traitement de 11 jours, les génotypesMdegolymorpha Poly 213 et Poly 57
présentent des moyennes intermédiaires. Parmiélestygpes intermédiaires, figurent aussi le
cultivar Acu 15678, un seul écotype Meciliaris (Cil 126) et deux d&l. polymorphaPoly

54 et Poly 136). Trois écotypes dé. truncatulg (Tru 62, Tru 216 et Tru 26) sont
intermédiaires.Le lien entre la tolérance au frtidforigine géographique est souvent mis en
avant (Bounejmate et al. 1994; Avia et al. 2013,é2al. 2013). Les résultats montrent que le
froid agit differemment d‘une population a une autthez certaines populations originaires

de haute altitude la croissance est moins affguééde froid que celles originaire de basse
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altitude. Cependant, certaines populations origasade haute altitude font exception et se
comportent comme des populations soit intermédiaioit sensibles, exemple Tru 216 et Tru
210. Avia et al. (2013) font la méme constationstigiulent que cette relation reste non claire.
D’autre part, Avia et al. (2013) montrent que légnées recombinantes ddedicago
tolérantes au gel, issues de parents originairdsadee altitude, ont un pouvoir de maintenir
une bonne croissance a de basses températures, cpler la majorité des populations
originaire de basses altitudes se sont révéléeshdes au froid. Ce pouvoir est di en fait a
des alléles a effets additifs hérités des deuxnpatelérants.Bounejmate et al. (1994) mettent
en évidence une relation directe entrela toléramcegelet la températurede I'hiversur le
sitedecollecte pot.aculeata Les génotypesles plustolérantesau gelprovenahautes
altitudes.Tous lesgénotypesMietruncatulaont montré un faible taux de survieaprésle gel.
Les génotypesdehaute altitudeconstituent unesquoreetteusepour la sélectionde génotypes

tolérants,avec une plus grandevariatioidaculeatajueM. truncatula

V.2. Activité anti-oxydante des peroxydases sous wtress de basse température

V.2.1. Changement dans l'activité globale

L’activité des peroxydases a été realisée chez pagailations extrémes (Tolérantes ou

sensibles) appartenant aux difféerentes espéceseésud.a tendance générale concernant
I'activité peroxydasique sous un stress de basapdmture en comparaison avec le témoin
(figures 14, 15, 16, 17) (Tableaux 31 et 32 (vainexe), et ceci pour les quatre especes
étudiées, est plus importante au début du stress lels deux types de plantes tolérante et
sensible a la fois, mais ces augmentations dimirasec la durée du stress. Cette diminution
est plus affichée chez les populations sensibleschaz les populations tolérantes. Cet aspect
a été souligné, en ce qui concerne le stress pambdsses températures non-geélives, par

plusieurs auteurs et chez différentes especeseétudi

Les résultats montrent que sous un régime de hasg@rature, l'activité des peroxydases
augmente et ces augmentations en activité diffedeme population a une autre et d'une
espéce a une autre. Chez les témoins on constateetfg@ augmentation est différentielle et
est fonction de trois stades : stade®*2au 6™ jour, stade 2,%8"®au 1£™ et enfin le stade

3, 12™ au 14™jour. Lors du stress par basse température, pefesmremiers stades de
développements, onconstate que I'activité des peases est plus importante par rapport au
témoin, mais cette tendance n’est pas maintenuedgleastress se prolonge dans le temps.
Dans la littérature, il est souventrapporté quezdbs plantes tolérantes et sensibles répondent

aux stress froid par une forte activité enzymatignecomparaison avec les témoins, et pour
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tous les types de stress d’ailleurs, mais uneduoes le stress se prolonge dans le temps les
sensibles n’arrivent pas a maintenir & un nivedigfasgsant d’activité, pour piéger les ROS et
rétablir I'équilibre, leur activité enzymatique. 4 eésultats de I'étude montrent en effet que
les accessions sensibles ne parviennent pas aemaibiactivité peroxydasique comme les
tolérants et donc n’arrive pas, si le stress séopge, a rétablir un équilibre homéostatsique
ionique.Des résultats en accord avec les travaukateg et Saltveit (2001) relatent que deux
heures seulement aprés un stress par basse tam@édst jeunes plants complets de
concombre, l'activité de plusieurs enzymes antiaxgcexaminées (SOD), (CAT), et (POD)
est réduite par rapport au témoin. Liu et al. (30dtpulent aussi que le froid a plus d'effet
sur 'augmentation de I'activité des POD par rap@ar témoin et que lorsque le stress froid
se prolonge dans le temps, ceci affect la transonit la translation des ARN réduisant ainsi

la synthese des POD.

ChezM. polymorphal'activité des peroxydases au bout de 5 jourtraieement est de 0.018
pmole (voir Tableau 31 annexe) chez Poly 136 (@olgr contre une valeur de 0.012
pmolechez Poly 57 (sensible). En comparaison awedérhoin l'activité peroxydasique est
maintenue chez le tolérant plus que chez le sengjiries des traitements de 8 et 11 jours sous
un régime de basse température. L’activité chutesidérablement chez la population
sensible (Poly 57) de 0.015 pmole a 0.008 pnerepassant de T2 a T3, alors que ne
diminue que faiblement chez la population tolérgPtely 136) avec des valeurs qui passent
de 0.013 a2 0.011 pmole de en passent de T2 a T3.
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Figure 14. Adwité des peroxydases en umole. *.g*MF au niveau des plantes témoins et les plantéées

sous un régime de basse température, M. polymorpha

Lorsqu’on compare l'activité peroxydasique sous un régimebaese température avec

témoins chez les deux populationsM. aculeata(Figue 15)[activité des peroxydases ch
la population sensible (Ac 15679) décroit drastigeet, par exemple cette activdécroit de
75% en comparaison avec le témoin aprés 11 jourtsaitement sous un régime de ba
température. Au contraire, chez le tolérant (Ac I'activité des peroxydases augmente s
stress froid en comparaison avec le témoin duemtéux périces de traitement (T1 et T
et ne diminue que de 50% en activité apres 11 jdeitsaitement (T3
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Figure 15. Activité des peroxydases en pmole‘mitMF au niveau des plantes témoins et les plantééesa

sous un régime de basse température, Rhexuleata

Chez M. truncatulg l'activité globale des peroxydases des plantes diux populations
traitées sous stress froid semble différente gapod a ceux ddl. polymorphaM. aculeata

et M. ciliaris. En effet, I'activité sous stress n’est pas plupartante que chez le témoin
lorsque le stress s’installe, I'activité apres Grgode traitement au froid est de 0.010 et 0.008
pmole respectivement au niveau de Tru 210 et Tricdre 0.013 et 0.009 pmole des
témoins respectifs respectivement chez le toléearle sensible. Mais cette activité reste

toujours plus importante chez I'écotype tolérarg ghez le sensible (Tableau 32 (annexe)).
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L’activité globale des peroxydases au niveau depbeeM. ciliaris (Figure 17), le stress p
le froid engendre une augmentation de cette agtigit comparaison avec leurs témc
respectifs, chez les detype de populations tolérante (Cil 1 et sensibl (Cil 12) apres cing
joursde traitement avec des taux de 0.018 umole et Quéidle respectiveme (voir tableau
32 en annexeXette activité chute de 50 % chez Cil 123 a8 et11 jours de traitement ¢
froid, mais elle est maintenue a niveaux supérieurs chez Cil 124 pour les mémesed

detraitement.
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Figure 17 Activité des peroxydases en pmole.-1.g-LMF au niveau des plantes témoins et les plardaééds

sous un régime de basse température, M. ciliaris.
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V.2.2.Expressionizoenzymatique par électrophores@ss un stress de basse

Les résultats montrent (Figures. 18, 19, 20, etq@®) le nombre de loci exprimé varie, selon
la nature les populations, tolérante ou sensiltlengonction de la durée du traitement sous
un stress froid. Certains loci sont mis a contidoutiés les premiers stades de développement
de la plante, alors que d’autres, ne le sont que das stades plus avancés du développement
et de l'intensité du stress. Les quatre espécahafft trois zones de bandes avec une position
des bandes spécifiques de chaque espéce.L’'anadypeofil électrophorétigue montre aussi
gue chaque stade présente une expression de ftaiedis. L'expression des différentes
peroxydases nommées par POD1, POD 2, POD 3, P@DROD 5, révélées en conditions
témoins et sous traitement de stress, estdifféemmteombre et en intensité, et est différente

d’'une espece a une autre.

Chez M. ciliaris (Figure 18 A et B),aprés cing jours de traitemlest plantes expriment 4
izoenzymes (POD 1-POD4) au niveau a la fois chegolgrble et les traités sous stress.
Particulierement chez I'écotype tolérant Cil 124g(ife 18A) l'isoenzyme POD 2 est
maintenue pendant le traitement sous basse terapi niveau de T2 et T3, alors gu’elle
est réprimée chez I'écotype sensible Cil 123quantiditement se prolonge a 11ljours (T3)
(Figure 18 B). Il semblerait que seulement I'écetyplérant a la capacité d’activer POD 2

guand le stress est maintenu dans le temps.
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Figure 18. Profil izoenzymatique des peroxydasegihciliaris (A: Cil 124et B: Cil 123). Lignes de 1 a 8u6T
Toa Tos Tos, Toro To11s Torz€t Torg) €t les lignes de 9 a 11 les plantules traitéas stress froid (T1, T2, et T3).

ChezM. polymorphale profil électrophorétique des peroxydases (g9 A : Poly 136 et

B : Poly 57), 3 a 4 isoenzymes sont exprimées aeani des deux écotypes Poly 136
(Tolérant) et Poly 57 (Sensible). L’écotype toléramet a contribution plus d’isozymes (4
isozymes) que le sensible (3 isozymes) sous umegde basse température, et les intensités
des isoenzymes sont plus importante chez le prajqueichez le second. Si on compare deux
a deux les traités et leurs témoins respectifseomarque que I'expression des isoenzymes
chez les traités est plus importante que chezéle®ins, avec une forte intensité pour les
isozymes POD 3 et POD 4 chez Poly 136,et POD 208 B chez Poly 57. Cependant, au
niveau du traitement T3 I'isozyme POD 1 chez I'§petsensible Poly 57 a fortement baissée
en intensité en comparaison avec le traitement fTT2e L'isozyme POD 2 (Rf 0.29)

n'apparait pas chez I'écotype sensible (Figure 19 B
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Figure 19. Profil izoenzymatique des peroxydasezMhpolymorphalA: Poly 136,et B: Poly 57). Lignes de 1 a

8 (Toz2 Toa» Tos Tos: Toro To1n Torz€t Tors) €t les lignes de 9 a 11 les plantules traitées stress froid (T1, T2,
et T3).
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ChezM. truncatula les profils isoenzymatiques des écotypes True2Ilru 26 (Figure 20 A:
Tru 210 et B: Tru 26) révelent, en conditions nales et sous un régime de basse
température, de 1 a 5 izoenzymes (POD 1 a POD bni¥eau de Tru 210 présente quatre
bandes majeurs POD 1 a POD 4 lorsque les plantéssamises a un stress de 5 et 8 jours,
avec une forte intensité pour I'isozyme POD 3 et iniensité moindre pour I'isozyme POD
4. Quand les plantes sont soumises a un stresg @ik, I'ilsozyme POD 4 est fortement
exprimée en comparaison avec le témoin. Chez yg@eosensible Tru 26, cing isozymes sont
exprimées chez le témoin. Apres un traitement stness de 5 et 8 jours POD 3 et POD 4
sont fortement exprimées en comparaison avec téorsins respectifs, mais une fois le stress
s’étale dans le temps (T3) POD 4 est faiblementiesge alors que POD 5 est totalement
réprimée par le froid.
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Figure 20. Profil izoenzymatique des peroxydasegMhtruncatula(A: Tru 210,et B: Tru 26). Lignes de 1 a 8
(To2 Toa Toe Tos Towo Tors Torz€t Tors) €t les lignes de 9 & 11 les plantules traitées stress froid (T1, T2, et
T3).

Au sein de I'espéchl. aculeatgFigure 21 A :Ac 80, et B : Ac 15679), cing isozysn(®OD 1

a POD 5) sont exprimées a la fois chez I'écotyperaat (Figure 21 A) et I'écotype sensible
(Figure 21 B). Certains isozymes s’expriment dudast premiers stades de croissance et
disparaissent lors des stades plus avancés. Lssipredes izoenzymes peroxydasigue est
plus importante chez I'écotype tolérant que chéedtype sensible. Chez I'écotype tolérant
Ac 80 l'intensité d’expression izoenzymatique ekispimportante au niveau des plantes
traitées que chez le contréle, mais cette intedsitgnue avec la durée du traitement. En effet
en T3 (Figure 21 A) POD 3, POD 4, et POD 5 leuremsité a diminuée. Chez
I'écotypesensible Ac 15679, le traitement par leidr perturbe fortement I'expression
izoenzymatique voire méme l'inhiber comme le mordrggure 21 B ou POD 3 ne s’exprime

pas apres 11 jours de traitement par le froid emparaison avec le témoin.
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Figure 21. Profil izoenzymatique des peroxydasezMhaculeata(A: Ac 80,et B: Ac 15679). Lignes de 1 a 8

(Toz, Toa Tos Tos, Toro Toin TOlz‘et T014) et les Iignes de9allles plantules traitées stress froid (Tl, T2, et

T3).
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V.3. Activité anti-oxydante des estérases ESTEC 3.1.1.130us un stress par basse
température

L’'analyse du systeme izoenzymatique des estérag¢s aussi réalisée sur des populations
contrastées vis-a-vis de leur tolérance ou leursibéité a un stress froid. Les profils
izoenzymatique des estérases présente une expreif@ente d’'une espéce a une autre et
d’'une population a une autre (Figures 22 A et BA28t B, 24 A et B, et 25 A et B). Les
estérases exprimées sont nommées EST et varie ls&dpace et la population de EST 1 a
EST 7. L'expression et l'intensité des bandes dilpdes lots témoins est trés inférieure a
celle des lots traitéssous stress froid, et est ptanoncée chez les populations tolérante que
chez les sensibles. Les résultats montrent aussicgtie expression est en fonction de la

durée du traitement.

Chez M. aculeatales résultats des profils de l'activité estérasgjest plus important chez
I'écotype tolérant Ac 80 que chez I'écotype semsiBt 15679 sous un régime de basse
température. En comparaison avec les lots témeitts activité est plus importante chez les
deux types d’écotypes.Le nombre d’isoenzymes expsous un régime de basse température
chez I'écotype tolérant Ac 80 et I'écotype 15678 evde 1 a 5 (EST 1-EST 5) (Figure 22 A et
B). Cette activité (forte intensité) est mainteneteavec des activités plus importante, lorsque
le stress est plus important en séveérité (T2 et pajticulierement pour EST 3 et EST 5
(Figure 22 B) en comparaison avec le traitemer gurs. Cette tendance est inversée chez
I'écotype sensible ou cette activité baisse (@ibkensité) drastiguement avec le temps du

traitement au niveau des isozymes EST 4 est ESilntvaau du T3 (Figure 22 A).
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Figure 22.

Profils des estérases chét aculeatdes

lignes au niveau du gel

analysé par

GELANALYSER respectivementde droite a gauche, @61 TO1-T1, TO2-T2, et TO3-T3 pour Ac 15679 (A) et
les lignesde 7a12:TOL1-T1, TO2-T2, et TO3-68mpAC 80 (B).
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Les résultats de la figure 23 montrent que lordgseplantes sont soumises a un stress de
basse température, chez I'espdetruncatulg I'activité des estérases est plus intense en
comparaison avec les lots témoins. L'écotype tokefau 210 (Figure 23 B) présente une
plus grande activité des estérases avec un nonisegfeve (EST 1 a EST 7) d’isozymes
révélée en comparaison avec I'écotype sensible26rde 1 a 5 (EST 1 a EST 5) (Figure 23
A). L’écotype sensible Tru 26 n’arrive pas a mamnteon activité des estérases au-dela de 8
jours de traitement par le froid, les isozymes BSEST 4, et EST 5 dont leur activité étaient
plus importante en T2 qu’en T1 s’est vue fortent@gressée avec méme une inhibition de
EST 3 sous un stress de 11 jours a 4°C (Figure)2&dntrairement chez I'écotype tolérant
Tru 210, lactivité des estérases est beaucoup plasitenue et avec des expressions
importante d'izoenzymes en nombre et en intengigette activité est maintenue lorsque le
stress est plus important, particulierement auauvees estérases EST5 et EST 6 (Figure 23
B).
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Figure 23.Profils des estérases chéf& truncatulales lignes au niveau du gel analysé par
GELANALYSER respectivement de droite a gauche, de6t T01-T1, T02-T2, et TO3-T3 pour Tru 26 (A) et
les lignesde 7 a12:T01-T1, TO2-T2, et TO3-681pTru 210 (B).

Au niveau de I'espedé. polymorpha(Figure 24 A et B), les profils montrent une vtada
dans I'expression des estérases avec un nombreadeitozymes (EST 1 a EST 4) chez le
tolérant (Poly 213) (Figure 24 A) et chez le selesiPol 54) (Figure 24 B). Les plantes
soumises a un stress de froid présentent destastplus importantes en comparaison avec le
témoin chez I'écotype tolérant Poly 213, et cettivdé et plus grande et est maintenue dans
le temps en T2 et T3 pour les izoenzymes EST 3@t £ contrairement a I'écotype sensible
Poly 54.
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En ce qui concerne l'écotype sensible Poly 54, tivéé est d'une forte intensité en
comparaison avec le témoin (EST 3 et EST 4) (Figdr®) lorsque le stress est d’'une durée
de 5 jours seulement, mais cette tendance estrferteinversée.En effet, I'activité diminue
considérablement, avec des intensités plus fdilmsgue le stress dure dans le temps (T2 et
T3), avec une tres faible activité de EST 3 etifition de I'expression de I'izoenzymes EST
4 en T3 (Figure 24 B). Il est clair donc, que I'g® sensible n'arrive pas a maintenir une

activité suffisante lorsque le stress est plus itguo.
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Figure 24.Profils des estérases ch&z polymorphdes lignes au niveau du gel analysé par
GELANALYSER respectivement de droite a gauche, @61 T01-T1, T02-T2, et TO3-T3 pour Poly 213 (A) e
les lignesde 7 & 12 : TO1-T1, TO2-T2, et TO3-68mPoly 54 (B).

Chez I'especé. ciliaris (Figure 25 A et B), le nombre des izoenzymes v@RT 1-EST 5)

en fonction de I'écotype tolérant ou sensible etladelurée du traitement sous stress. Les
profils montrent aussi que l'activité est plus impate chez I'écotype tolérant Cil 124 avec
une augmentation avec la durée du traitement péétiement pour les izoenzymes EST 2,
EST 3, et EST 4 (Figure 25 B). Contrairementchézdtype sensible Cil 123 l'activité et
moins importante par rapport au tolérant, en coaipan avec les lots non traité I'activité est
plus intense apres 8 jours de traitement (T2) (ZSEST 3, et EST 4), mais cette intensité
décroit en T3.

96



= &
b2

EST3 EST3
A B To1 EST%. I;ST: T, EST2 EST4
w1 Al
I T ol L
4 5 2 g
£ w £«
£ = @
20 15
- _— f f 0 s 100 10 200 250 300 %0 400 450 50 50 0 s 100 10 20 250 300 30 400 40 00 50
e ' ; ! Pixel Pixel
[
AT | ]
To ESTS JEST4 ESTS T, g5 T 3 EST 4 ESTS
N LN N LI
gm\ ; l gm\ Y3 J
2 108 g 10e
L w L s
£ u £
pis pis
S0 100 130 20 20 300 B0 40 40 50 50 S0 100 150 200 250 300 #0400 430 500 550
Pixel Pixel
|I 00 -l i ]
EST3
Tos m%fﬁ ESTS Ts EST4 ESTS
. EST 28 L] . EST28 8 0 8
213 l N 213 \ Fx
g e 2 108
R R
£ £

50 100 150 200 250 300 350 400

50 s00 850 )

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
Pixel

Pixel

[ L .

)

T EST 2
B 01 EST1 EST3 EST4
LI
56 T4
2 45 2155
2 3 2 124
2 L o3
£ 12; £ w
9 Eal
Gé 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 - 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
Pixel Pixel
T EST 3
02 EST2 EST4 ESTS T, EsT o SEST4 EsT5
. I [ BEna
8 SRR 08 l T l
2 150 2175
@ 120 B 10
L 2 105
= 60 = 70
30 35
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 "0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
Pixel Pixel
! I 5
T T
03 EST 3 T3
EST 2 EST3 %!iT a EST6 EST 2 EST 4 EST5
B ndd a a (N
=Ty Y ¥ X 281 ¥ ¥ T+
2185 l >
@ 132 @ 198
£ ® £ 101
33 47
) s0 100 150 200 250 300 350 400 450 00 550 v 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
Pixel Pixel
Figure 25.Profils des estérases cheéd. ciliarisles lignes au niveau du gel analysé par

GELANALYSER respectivement de droite a gauche, @de6t T0O1-T1, T02-T2, et TO3-T3 pour Cil 123 (A) et
les lignes de 7 & 12 : TO1-T1, T02-T2, et TO3-TArGIl 124 (B).



En conclusion, I'activité anti-oxydante des estésasst plus importante lorsque les plantes
sont soumises a un stress de froid en comparaigen las lots témoin. L'intensité des

izoenzymes exprimées est plus grande au niveayaleslations tolérantes que chez les
populations sensibles. L’activité est beaucoup phantenue lorsque le stress est plus

intense chez les tolérants que chez les sensibles.
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V.4. Polymorphisme moléculaire et relation avec Istress froid

V.4.1. Nombre moyen d’alléles et hétérozygotie mogee sur les différents loci

marqueurs utilisés

On définit le taux moyen d’hétérozygotied’'une p@idn comme la moyenne des taux
d’hétérozygotie pour un grand nombre de genes @&udl constitue une mesure de la
diversité génétique globale plus précise que leédelg polymorphisme. Mais celui-ci est
egalement utile comme indicateur simple et direcpdurcentage de génes polymorphes dans
la population ou I'espéce. Le nombre moyen d’afiélétectés par locus quant a lui exprime
la richesse allélique détectée par les locus marguées paires d’amorces utilisées dans
I'étude sont polymorphes (Tableaux 11-24). Un eXende variation détectée par les SSR au

niveau des populations étudiées est donné au ndeaufigure 26.

Le nombre d’individus traités dans I'étude molégel&SSR est assez restreint, pour des
raisons de faisabilité, certaines études de carsatén de populations naturelles utilisent un
nombre assez faible (Garcia-Fernandez et al. 2QIr2)otal de 113 alléles a été détecté au
niveau des quatorze locus SSR. Le nombre d’alidédsctés par locus varie entre 4 (pour
MTIC-079) a 13 (pour MTIC-432) (Tableau 10a) avee tmoyenne de 8.07 alléles par locus.
La richesse alléligue moyenne est comprise enffé (Cil.126) et 2.50 (Poly. 54)(Tableau

10b. Les populations Poly 42 et Poly 54 préseniapthétérozygotie observée de 1.67 % et
3.33 % respectivement. Pour le reste des popufatlea taux d’hétérozygotie sont nuls. Les
taux de polymorphisme varient de 7.69 % (Cil 12@43862 % (Poly 136). Les populations

Ac. 15678, Poly 42, Poly 136 et Poly 54 ont dex @& polymorphisme qui dépasse les 50%,
les autres populations ont des taux de polymorphisriérieur a 50 % (Poly 213, Poly 42, et

Poly 54) (Tableau 10 a et b). Les valeurs moyenieeld, , détectées pour chaque population
a travers les 14 locus SSR se rangent entre 0.0(G2trespectivement, montrant ainsi une
variabilité génétique moyenne intra-populations.pogircentage de polymorphisme au seuil
99% varie de 7% a 84.62 % respectivement, dénatant grand polymorphisme chez ces

populations a travers les locus marqueurs utilSé&bleau 10 b). Les fréquences alléliques

par population et par locus marqueur sont consiydéas les tableaux (34-47) (voir annexe).
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Tableau 10a. Nombre d’alleles détectés par locus pour les différents microsatellites utilisés

Types
Atp 456 FMT-13  MTIC-079 MTIC- 332 MTIC-338 MTIC-134  MTIC- 365
D’amorce
Nombre
d'alleles 8 5 7 8
exprimé
Types
MTIC- 082 MTIC-451 MTIC-135 MTIC-343 MTIC-131 MC-432 B14B03
D’amorce
Nombre
d'alleles 12 12 13 10
exprimeé
Tableau 10b.Nombre moyen d’alléles détectés par locus poudifé&rentes populations étudiées
Populations Hp. (Ecart-types) Ihs. (Ecart-types) 99% A
Cil. 126 0,0274 (0,0986) 0,0000 (0,0000) 0,0769 1,0769
Cil. 124 0,1231 (0,2422) 0,0000 (0,0000) 0,2308 1,3846
Cil. 123 0,1320 (0,2424) 0,0000 (0,0000) 0,2500 1,3333
Tru. 26 0,1026 (0,2048) 0,0000 (0,0000) 0,2308 1,3077
Ac. 15679 0,2000 (0,2804) 0,0000 (0,0000) 0,3571 1,3571
Ac. 80 0,2624 (0,2943) 0,0000 (0,0000) 0,5000 1,6429
Ac. 15678 0,4000 (0,3034) 0,0000 (0,0000) 0,7143 2,1429
Poly 57 0,2908 (0,3293) 0,0000 (0,0000) 0,4615 1,7692
Poly 213 0,2042 (0,2951) 0,0000 (0,0000) 0,3846 1,5385
Poly 42 0,3040 (0,2791) 0,0163,0582) 0,6667 1,8333
Poly 136 0,5260 (0,2632) 0,0000 (0,0000) 0,8462 2,3077
Poly 54 0,5140 (0,2862) 0,0333 (0,1163) 0,8333 2,5000

A : Nombre moyen d’alléles par locus, K= Hexp corrigée pour le biais d'échantillonnadg; =
hétérozygotie observée. Polymorphisme au seuil {99%
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Figure 26. Variationau niveaud locus marqueur MTI@G51 sur douze populations
différentes especes d#ledicagc. M. marqueurs de taille; 12. Les population
respectivement pour les individu-5. T. les différents témoins respectivement Mersg
Gabes, Jemalong et Magali.

La présence (+) ou absenckdes alleles détectés chez les populations ntes et sensibles

est consignée au niveau des différents tableauxdda 11 a Tableau 2

Au niveau dulocus marqueur Mt-432 (Tableau 12)'allele 181 n’est détecté que chez
populations sensibles (environnement de bassead#)it alors que ledléles 187 et 190 sol
détectés au niveau des populations tolérantes et drru26 qui est classé com

intermédiaire pour sa tolérance au froid mais adge d'une haute altitude (1170 r

Pour le locus Mtic-7qTableau 14, les alleles 133, 140 et 15ént tres intéressants du 1
gu’ils sont uniguement détectés chez des écotypésants et chez des espéces différente
Medicago Avia et al. (2013) trouvent que ce locus margsiest lié a un QTL de toléran
au froid chez des lignées recombinis deM. truncatulaissues de parents portants des all

favorables pour la tolérance au frc
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Tableau 11 Les différents alléles détectés au niveau dusocarqueur ATP 456

Cil126 Cil123 Cill24 Ac 15679 Ac 80 Ac 15678 Poly57 Poly213 Poly42 Polyl36 Poly54 Tru 26
| S S T T T T T | | |
Guelma Taref S.ahras cv. S.A. Syrie cv. S.A. S.ahras Tiaret Annaba  Jijel S.ahras Tiaret
290m 16m 565m - - - 565m 1170 m 200 m 10m 565m 1170 m

Allele

53 + + +

111

117 + + + + + + + + + +

119 + + +

122 +

128 + + + + + +

T : tolérant, | : intermédiaire, S : sensible et8\A. : cultivars Australie du Sud.

Tableau 12 Les différents alleles détectés au niveau duslecarqueur Mtic-432

Cil126 Cil123 Cil124 Acl15679 Ac80 Acl5678 Poly57 Poly213 Poly42 Polyl36 Poly54 Tru 26
T | |

| S S T T T T |
Guelma Taref S.ahras cv. S.A. Syrie cv. S.A. S.ahras Tiaret Annaba  Jijel S.ahras Tiaret
290m 16m 565m - 565m 1170 m 200 m 10m 565m 1170 m
Allele
181 + + +

190
191 +
195 +

197 +

200 +

202 +
204 +
205 +

207 + +

216 + +
236

—+
187 RN N
IR
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Tableau 13 Les différents alléles détectés au niveau dudocarqueur Fm-13

Cil126 Cil123 Cill24 Acl15679 Ac80 Acl5678 Poly57 Poly213 Poly42 Polyl36 Poly54 Tru 26
| S S T T T T T | | |
Guelma Taref S.ahras cv. S.A. Syrie cv. S.A. S.ahras Tiaret Annaba  Jijel S.ahras Tiaret
290m 16m 565m - - - 565m 1170 m 200 m 10m 565m 1170 m

Allele

122 +

128 +

131 + +

134 + +

137 + + + + +

146 +

150 +

157 +

Tableau 14 Les différents alléles détectés au niveau dudocarqueur Mtic-79

Cil126 Cil123 Cill24 Ac 15679 Ac 80 Ac 15678 Poly57 Poly213 Poly42 Poly 136 Poly54 Tru 26
| S S T T T T T | | |
Guelma Taref S.ahras cv. S.A. Syrie cv. S.A. S.ahras Tiaret Annaba  Jijel S. Ahras Tiaret
290m 16m 565m - - - 565m 1170 m 200 m 10m 565m 1170 m
Allele
136 +

Tableau 15 Les différents alléles détectés au niveau dudocarqueur Mtic-332

Cil126 Cil123 Cill24 Ac 15679 Ac 80 Ac 15678 Poly57 Poly213 Poly42 Poly 136 Poly54 Tru 26
| S S T T T T T | | |
Guelma Taref S.ahras cv. S.A. Syrie cv. S.A. S.ahras Tiaret Annaba  Jijel S.ahras Tiaret
290m 16m 565m - - - 565m 1170 m 200 m 10m 565m 1170 m
Allele
110 + + +
116 + + + + + +
TN =] [+ +
122 +
129 +
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Tableau 16 Les différents alléles détectés au niveau dusocarqueur Mtic-338

Cil126 Cil123 Cill24 Acl15679 Ac80 Acl5678 Poly57 Poly213 Poly42 Polyl36 Poly54 Tru 26
| S S T T T T T | | |
Guelma Taref S.ahras cv. S.A. Syrie cv. S.A. S.ahras Tiaret Annaba  Jijel S.ahras Tiaret
290m 16m 565m - - - 565m 1170 m 200 m 10m 565m 1170 m

Allele

166 + +

174

179 + + + + +

185 +

188 + + + +

192 + +

Pour ce locus, l'alléle 179 est détecté chez lésrnmédiaires. Alors que lalléle 163 n’est

détecté qu’au niveau d’Ac 80.

Tableau 17 Les différents alleles détectés au niveau dusl@carqueur Mtic-134

Cil126 Cil123 Cill24 Acl15679 Ac80 Acl5678 Poly57 Poly213 Poly42 Polyl36 Poly54 Tru 26
| S S T T T T T | | |
Guelma Taref S.ahras cv. S.A. Syrie cv. S.A. S.ahras Tiaret Annaba  Jijel S.ahras Tiaret
290m 16m 565m - - - 565m 1170 m 200 m 10m 565m 1170 m

Allele

180 + +

181 + + + +

185 + + +

189 +

191 +

192 +

195 + +
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Tableau 18 Les différents alléles détectés au niveau dudecarqueur Mtic-365

Cil126 Cil123 Cill24 Ac 15679 Ac 80 Acl5678 Poly57 Poly213 Poly42 Poly 136 Poly54 Tru 26
| S S T T T T T | | |
Guelma Taref S.ahras cv. S.A. Syrie cv. S.A. S.ahras Tiaret Annaba  Jijel S.ahras Tiaret
290m 16m 565m - - - 565m 1170 m 200 m 10m 565m 1170 m

Allele

130 +

137 + + +

147 +

148 + + + + + + + + +

150 + + +

152 +

Pour ce locus marqueur, I'allele 155 semble spge#fia la population Poly 231, tolérante et

originaire de haute altitude. Alors que l'allele4lB’est détecté que pour deux populations
sensibles (Cil 123 et Cil 124) et d’altitude débfaia moyenne.

Tableau 19 Les différents alleles détectés au niveau duslecarqueur Mtic-82

Cil126 Cill23 Cill24 Acl15679 Ac80 Acl5678 Poly57 Poly213 Poly42 Polyl36 Poly54 Tru 26
| S S T T T T T | | |
Guelma Taref S.ahras cv. S.A. Syrie cv. S.A. S.ahras Tiaret Annaba Jijel S.ahras Tiaret
290m 16m 565m - 565m 1170 m 200 m 10m 565m 1170 m

Allele

132 +

133 + +

134 + + +

139 + + + + + + +

142 + + +

146 +

150 +
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Tableau 2Q Les différents alléles détectés au niveau dudocarqueur Mtic-451

Cil126 Cil123 Cill24 Acl15679 Ac80 Acl5678 Poly57 Poly213 Poly42 Polyl36 Poly54 Tru 26
| S S T T T T T | | |
Guelma Taref S.ahras cv. S.A. Syrie cv. S.A. S.ahras Tiaret Annaba  Jijel S.ahras Tiaret
290m 16m 565m - 565m 1170 m 200 m 10m 565m 1170 m

Allele

149 +

151 + + + +

153 + + + + +

156 + + +

158 +

159 + + + +

161 +

166 +

168

174 +

Au niveau de Mtic-343 (Tableau 21), qui lui ausst &2 & un QTL de froid dans I'étude de
Aia et al. (2013), les alleles 154, 155 et 156 géntlés uniguement chez des populations

tolérantes.

Tableau 21 Les différents alléles détectés au niveau dusacarqueur Mtic-343

Cil126 Cill123 Cill24 Acl15679 Ac80 Acl5678 Poly57 Poly213 Poly42 Polyl36 Poly54 Tru 26
| S S T T T T T | | |
Guelma Taref S.ahras cv. S.A. Syrie cv. S.A. S.ahras Tiaret Annaba Jijel S.ahras Tiaret
290m 16m 565m - - - 565m 1170 m 200 m 10m 565m 1170 m

Allele

129 +

140 +

141 +

142 +

143 + + +

145 + + + +

148 + + + + +

150 +

151 + 4+ +
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Tableau 22 Les différents alléles détectés au niveau dusocarqueur Mtic-135

Cil126 Cil123 Cill24 Acl15679 Ac80 Acl5678 Poly57 Poly213 Poly42 Polyl36 Poly54 Tru 26
| S S T T T T T | | |
Guelma Taref S.ahras cv. S.AT  Syrie cv.S.Al S.ahras Tiaret Annaba  Jijel S.ahras Tiaret
290m 16m 565m - - - 565m 1170 m 200 m 10m 565m 1170 m

Allele

176 + +

178 + + + +

183 + + +

187 + + +

189 +

192 +

194 | + + o+

198 +

Tableau 23 Les différents alléles détectés au niveau dusocarqueur Mtic-131

Cil126 Cil123 Cill24 Acl15679 Ac80 Acl5678 Poly57 Poly 213 Poly 42 Polyl36 Poly54 Tru 26
| S S T T T T T | | |
Guelma Taref S.ahras cv. S.A. Syrie cv. S.A. S.ahras Tiaret Annaba  Jijel S.ahras Tiaret
290m 16m 565m - - 565m 1170 m 200 m (10 m) 565m 1170 m
Allele

132 | . N
135 | B e - -

137 + + +
140 +

141 +

144 + +

L'allele 132 n’est détecté qu'au niveau des sessidl intermédiaire (altitude basse a

moyenne). Alors que l'allele 135 est spécifiquesa écotypes tolérants au froid.
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Tableau 24 Les différents alléles détectés au niveau dusocarqueur B14B03

290 m
Alléle

Cil126 Cil123

Guelma Taref

Cill24  Ac15679
S T
S.ahras cv. S.A.
565 m

Ac80 Ac15678 Poly57 Poly213 Poly42 Polyl36 Poly54 Tru 26
T T T T | | |

Syrie cv. S.A. S.ahras Tiaret Annaba  Jijel S.ahras Tiaret
- 565m 1170 m 200 m 10m 565m 1170 m

S

16 m

158
161
165
167
179
181
183
185

V.4.2. Relation entre locus marqueurs et tolérancau froid

Si on considére uniquement que les locus ne prEsepas des données manquantes (Tableau

26). Le niveau d’homozygotie est élevé pour tolkssespeces étudiées.Le niveau global de

polymorphisme dé. ciliaris est inférieur a celui de&l. polymorphaet M. aculeata Cependant

la comparaison n’est pas évidente car le nhombreapellations étudiées est différent selon

I'espece.

Tableau 25 Alleles détectéschez les écotypes tolérants@islmarqueurs Mtic432, Mtic-

079andMtic-131.Entre parenthése(taille en pb).
ccessions |Cil126 Cil123 Cil124 Ac1567¢ Ac80 Ac1567¢ Poly57 Poly 212 Poly 42 Poly13€ Poly54 Tru 26
m @ @M (M (M
Markers
(alléled
Mtic432
(187 I .
(299 I
Mtic079
(133 == L+ |
(140 =
(159 L+ [+]
Mtic131
(139 | | |

(T), tolérant ;+ :allelesdétectés uniquement chez les écotypesiiter
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Tableau 26. Nombre d’alleles détectés parmi les 9 marqueumscgéhnés (sans données

manguantes)et le pourcentage d’homozygotie chediffésentes espéces étudiées

Loci M. ciliaris M. truncatula M. aculeata M. polymorpha Espéces
ATPase456 1(100%)* 1(100%) 5 (77%) 3 (50%) 6 (79%)
Mtic338 3 (85%) 1 (100%) 4 (92%) 5 (100%) 7(93%)
Mtic082 1(100%) 1 (100%) 2 (100%) 4 (67%) 7 (91%)
mtic451 5 (100%) 3 (100%) 5 (85%) 2 (75%) 12 (88%)
B14B03 1 (100%) 1 (100 %) 3 (100%) 5 (92%) 10 (98%)
mtic135 3 (92%) 2 (100%) 3 (100%) 2 (100%) 8 (98%)
mtic343 2 (100%) 2 (100%) 6 (92%) 6 (83%) 12 (93%)
mtic131 2 (92%) 2 (100%) 4 (100%) 4 (83%) 06 (93%)
Mtic432 1 (100%) 2 (80%) 2 (100%) 6 (83%) 13 (93%)
Total 19 (97%) 15 (98%) 34 (94%) 37 (81%) 81 (92%)

* Pourcentage d’homozygotie est indiqué entre mthese.

Au niveau de la figure 27, la structure des popatat permet de différencier les 4 especes.
Au niveau deM. aculeatdl existe une différenciation entre les quatre papons étudiées.
Cela pose des questions sur l'origine de ces pbposa(considérée au départ comme des
cultivars) et leur appartenance a une seule esptmar. des études plus approfondies Il
faudrait augmenter le nombre d'individus étudiésr geppulation et le nombre de
marqueurs.L’individu 12_1 (Figure 27) est atypiquk,se pourrait qu'il soit hybride

interspécifique ou un individu d’une autre espéce ?
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pop3-1 o
M. ciliaris

M. truncatula ;
1
popl-4 Popl:3
poplr2 pop3-2

i pop2-5 pop3-4  pop3-5
pop2-2 pop2-3 Pop2-4

pop4-5

pop4-2 pop4-1 Hop3-3
pop4-3 Gop12-D) pop5-1
5 pop5-2 pop5-3
/\ b0p5.5

M. aculeata

pop7-2
pop7-1 >\
pop7-5 >/

pop7-3

M. aculeata/

pop6-5
pop6-2

pop6-4
pop6-1

pop6-3

M. aculeata
M. polymorpha

Figure 27. Arbre a partir des Distance de Nei standard Z),.99ans données manquantes. Popl, Cil126; Pop 2,
Cil 123; Pop 3, Cil 124; Pop 4, Tru 26; Pop 5, A619; Pop 6, Ac 80; Pop 7, Ac 15678; Pop 8, Polyp 9,

Poly 213; Pop 10, Poly 42; Pop 11, Poly 136 and BypPoly 54.
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VI. Discussion et Conclusion

VI.1. Analyse biométrique

L'effet du stress par de basses températures, leegaopulations des différentes especes de
Medicago, engendre une forte variabilité de répquae la croissance post germinative des
jeunes plantules, au niveau des différents caex#udiés. Brunel et al. (2009) mettent, chez
Medicagotruncatulaen évidence une forte variabilité génétique plaugermination et la
croissance post-germinative sous un stress de lesggerature.Le degré de tolérance,
exprimé par le bais des différents ratios, esttionale la nature de chaque population qu’elle
soit tolérante ou sensible. Les ratios sont plysomants chez les populations tolérante que
chez les sensibles, et ce degré de tolérance astadt plus important quand la durée
d’acclimatation est d’autant plus longue. MeyeBatlaruddin (2001) trouvent que les jeunes
plantules deMedicagosativeacclimatés a 4°C pendant une semaine ont un degi@érance

au gel plus important.D’apres Bertin et al. (199@f traitements de plus longue durée
permettent d’identifier les génotypes les plusranies tandis que les traitements de durées
plus courtes permettent de distinguer les génotlgseplus sensibles des intermédiaires, et le
criblage précis d’'un grand nombre de génotypes stame requiere l'utilisation de plusieurs

durées de traitements par le stress.

D’autre part, il existe une relation entre ce dedgétolérance et I'origine géographique des
populations étudiées. Les populations de hautdu@dti ont de meilleures capacités

d’acclimatation au froid. Selon Baruah et al. (20068 degré de tolérance est associé a la
distribution géographique. Une explication possitiéela hon-concordance entre le degré de
tolérance et I'altitude du site d’origine pour @éns genotypes, serait une installation récente

de la population sur le site de récolte.

VI.2. Analyse de l'activité izoenzymatique

A notre connaissance, il N’y a pas eu d’étude equieconcerne les activités antioxydantes
des peroxydases et des estérasesainsi que leures&E®ps sous un régime de basse
température chez les populations naturelles duegdedicago Les résultats de cette étude
ont pu montrer que le développement des peroxydasesnditions normales est important
durant les premiers stades post-germinatifs. lasatrx de Bogdanovich et al. (2008) arguent
pour cet aspect, et montrent que l'activité degxygtases, cheZ. mural est tres importante
lors des premiers stades de croissance de lare jante et qu’elle n’a aucune relation avec
la germination des graines. Quant a Moncousin atréux (1984) montrent, ch€gnara
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scolymusL., que l'activité des peroxydases varie lors ghases d’induction et augmente
considérablement lors de [linitiation racinaire pose voir décroitre avec l'age de la
plante.Lorsque les plantes sont soumises au spasdasse température, l'activité des
peroxydases augmente considérablement au débutrelssed décroit avec la durée du
traitement. Cette diminution est plus marquée deeszpopulations sensibles que chez les
populations tolérantes. Dai et al. (2009) stipulgoe chez les cultivars sensibles et les
cultivars tolérants d’'orge que l'activité des pgmases est plus importante au niveau des
plantes acclimatées au froid que chez les planb@sanclimatées. Cet aspect est noté par
plusieurs auteurs, Nazari et al. (2012), chez Is pbiche Cicer orientun), Javadian et al.
(2010), chez le blé, Moieni-Korbekandi et al. (20X®hez des cultivars de colza de printemps
(Brassica napus..).

Concernant I'expression des isoenzymes peroxydastestérasiques, 'examen des profils
obtenus montre que quelle que soit la durée dietnaint, le génotype ou le systéme
enzymatique, les profils témoins difféerent, pantéinsité des bandes, des profils des lots
traités. Les résultats montrent aussi que l'exppas®t le nombre d’isoenzymes des
peroxydases mises a contribution dans la neuttialisales effets néfastes du stress est
tributaire de la nature de I'écotype et de la Sé&¥€lu stress. L’expression est plus importante
et maintenue dans le temps chez les tolérant &l dre chez les sensibles.A titre d’exemple
chezM polymorpha I'isoformes POD 2 n’est exprimée que chez I'épetyolérant Poly 136
alors qu'elle est inhibée chez le sensible. Ceeatspst souligné aussi dans I'expression des
estérases.Ce résultat est en accord avec celdtded suBrassica napusealisée par Zou et
al. (2007) qui rapportent une augmentation sigaifie de l'activité des estérases et des
peroxydases a la suite d’'un traitement par 4 °Qio&tnt en méme temps que l'activité des
peroxydases fluctue chez le témoin sensible, endemnt significativement et en augmentant
faiblement, alors qu’elle est constamment mainteauen niveau élevé chez le tolérant.
D’apres Tasgin et al. (2006), il est crucial gue dantes puissent maintenir les activités de
ces enzymes pour s'accommoder de ces stress dsydatiCarvalho et al. (2003) signalent
gue des changements dans I'expression et l'actigt estérases sont observés sous stress
abiotiques et Syros et al. (2005) trouvent de nauxdsoformes d’estérases exprimes sous
I'effet du froid chez le laurier rosdériumoleander Dans une étude sur la tolérance a la
salinité chezArachishypoged.., Hassanein (1999) trouve que sous I'effet dulsenombre et
lintensité des bandes augmentent sur les profds dstérases, et ces variations sont

spécifiques des tissus. De méme, Jang et al. (20@4nontré que l'activité des peroxydases

112



dans les cellules végétales est souvent modulédéepastress environnementaux, a la fois
biotiques et abiotiques.

Ceci s’expliqgue par le fait que lors de la surverdien stress, il est connu que les
concentrations des formes réactives de l'oxygenesiague des radicaux libres sont
augmentées (Scebba et al. 1998). Baek et al. (d608@uent que l'activité des peroxydases
augmente avec l'élévation de la production b chez les plantes transgéniques. Ces
molécules sont impliquées non seulement dans lela@eyement des symptoémes, mais aussi
dans la signalisation lors de la réponse des Haa& stress (Parent et al. 2008). Aussi les
plantes réagissent face au stress, qui occasianmeduction de ces métabolites toxiques, par
une augmentation des systemes enzymatiques argiotsydCertains auteurs signalent que
sous les conditions de stress, il est vital poute® les espéeces d’ajuster leurs systemes
antioxydants pour changer la concentration des dernéactives de I'oxygene (Janda et al.
2003; Ashraf et Harris, 2004; Roy et Mandal, 200Bjailleurs un équilibre entre la
production de radicaux oxygénés et leur destruatisinrequis si la fonction et I'efficacité
métabolique doivent étre maintenues a la fois tmsonditions normales et de stress (Gulen
et Eris, 2004). D’autant que les formes réactived' akygene (ROS), sont particulierement
délétéres vis-a-vis de tous les constituants catks (ADN, protéines, lipides, etc.). Les ROS
sont considérées comme des molécules phytotoxiquepeuvent étre impliqués dans les
processus de vieillissement des plantes (Parext 2008).

Ashraf et Harris (2004) et Xiong et Zhu (2002) tmauvé également que plus l'activité des
enzymes est augmentée et maintenue sous stredgselepgénotype peut étre considéré
comme tolérant.

De méme Parvanova et al. (2004) considéerent queléaance au stress par le froid est
corrélée avec une capacité accrue a éeliminer ekdgier les formes réactives de I'oxygéne.
Koretsky (2001) trouve queusariumoxysporunmduit chez le soja, particulierement a basse
température, I'expression des estérases chez lesvdgietés (résistante et sensible) mais la
réponse est plus forte et plus rapide chez latéalaéplus résistante.

D’aprés Kathke et Bruelheide (2010) en principetd&rance au froid repose sur trois
composantes déterminantes ; une composante geméuguiétermine la limite absolue de la
tolérance et qui est contrélée par plusieurs gamesautre épigénétique et une derniere liée a
I'adaptation physiologique des individus aux coiotis environnementales.

ChezPinus sylvestrid.., Beck et al. (2007) ont trouvé une variabiligngtique considérable
de la tolérance au froid et en méme temps ils pangnt a la conclusion que la stratégie

adoptée pour répondre au stress peut étre considérdme une caractéristique génotypique
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ou méme individuelle. Selon Kuk et al. (2003) ledaale protection contre le froid peut-étre
méme spécifique du tissu ; certaines formes d’emsyantioxydants protégent les feuilles
alors que d’autres protégent les racines.

Jang et al. (2004) ont montré chez la patate d@poenoeabatatgs que certains génes de
peroxydases sont induits par le stress alors cuér@’s ne le sont pas. lls mettent en évidence
limplication majeure d'un seul gene (Swap4) doekpression est fortement induite sous
stress parmi I'ensemble des génes qui détermiesrpdroxydases. Dans notre étude, sur les
profils de peroxydases des lots traités, on peuernégalement que certaines bandes
présentent une intensité particulierement augmegraéeapport aux autres bandes du méme
profil. Ce type de bandes a été repéré chez ltisand tolérants. Ces isoenzymes peuvent étre
considérés comme des formes plus spécialementgudsi dans la réponse au stress par
rapport aux autres. Chez I'arachide, Kumari e(2006) ont trouvé que I'exposition de jeunes
plantes a I'acide jasmonicque induit les enzymdsoxidatifs et plus spécifiguement deux
isomorphes de peroxydase sur les quatre observés.

Sur les profils des estérases, on aobservé unativariqualitative entre témoin et traité. Les
témoins de 8 et 11 jours présentent un profil ciifé par rapport au témoin de 5 joursdes
nouvelles bandes observées pourrait correspondne dorme enzymatique qui ne s’exprime
gu'une dizaine de jours aprés la germination, saclyme les deux types de systémes
enzymatiques, les estérases et les peroxydasesnfmés une expression différentielle en

fonction du stade de développement.

Chez ChenopodiumrubrurBucic et al. (2003) notent que les peroxydaseséseldppent
graduellement et que l'augmentation de leur aéidpres la protusion de la radicule est
corrélée a une productiate novod’izoenzymes. La variation observée peut cornedpm a
une expression différentielle empéchée par le strefsez le traité que l'on observe
uniqguement chez le témoin. Cela permet de suppgserles formes constitutives des
peroxydases sont probablement plus engagées daégdase au stress que les formes non

constitutives qui ne semblent pas indispensableandie stress.

Cipollini (1997) dans une étude sund3eolus vulgarisparvient a une déduction similaire, il
pense que lI'augmentation de I'activité totale deopydases est apparemment due soit a une
augmentation de la synthése d’'isoenzymes présensdittitivement soit a leur surexpression
par des processus tels que les altérations inddées la solubilité des enzymes. De méme
Rahnama et Ebrahimzadeh (2005) parviennent a lalusion suivante, la tolérance a la

salinité chez la pomme de terre est conférée @isgphar I'apparition de nouveaux isoenzymes
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de peroxydases mais également par l'augmentationl’adtivité du pool d’enzymes
constitutifs. Cependant comme le remarque Jand, €2@04), la complexité des processus
physiologiques dans lesquels les peroxydases sqtijuées rend difficile la compréhension

de la fonction spécifique de chacune de ces enzymes

Les travaux de Zou et al. (2007) ont montré quetiVdaé des peroxydases, s’accroit sous
'effet de stress froid chez les deux variétés iéegl Mais cette augmentation est plus

importante chez la variété tolérante que chezili@téasensible.

L’ensemble des variations observées a la fois Hamesnsité des bandes et dans I'expression
différentielle induite par le stress peuvent étitisées pour cribler les génotypes sensibles ou
tolérants. Syros et al. (2005) rapportent qu'ur@ession différentielle des estérases peut étre

utilisée comme marqueur biochimique.

VI.3. L'analyse moléculaire

L’approche moléculaire, qui reste une premiére éhauconsiste en une caractérisation de la
variabilité génétique de populations annuellesuderne algériennes vis-a-vis de la tolérance
au froid en fonction de certains locus marqueurt/de SSR.

Il ressort de cette approche que les locus marqusilisés sont polymorphes. Certains alléles
détectés au niveau des locus marqueurs Mtic-13Ic-A82, Mtic-079 semblent avoir une
relation avec la tolérance au froid et I'origineogéaphique des écotypes. Au niveau de ces
marqueurs, certains alleles ne sont détectés qeles écotypes classés comme tolérants.Ces
résultats semblent concordés avec ceux d’Avia.ef28ll3) qui montrent, chez des lignées
recombinantes d®l. truncatula dérivées de croisements entre deux accessiolimames a
basse température et évaluées pour leur toléranfrteid par des caracteres morphologiques,
gue les QTL pour la tolérance au froid a effet eildont associés avec ces marqueurs (Mtic-
131, Mtic-432, Mtic-079) situés au niveau des gemiple liaison LG1, LG4 et LG6. Ces
alleles favorables pour ces effets additifs derémliée au froid, sont portés par les deux
parents, suggérant que ces €écotypes ayant une lapaeité d’acclimatation au froid,
contribuent efficacement a une bonne toléranceeauQgs auteurs montrent qu’il existe une
relation entre I'origine géographique des popufatialeM. truncatulaet leur tolérance au
froid. La majorité des populations originaires deife altitude se sont révélées plus tolérantes

au froid que celles originaires de basse altitude.
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Badri et al. (2007) montrent, dans une étude dersité génétique, chddedicago ciliaris a
'aide de marqueurs morphologiques et locus mangueaSR, que la divergence des
populations détectée est due a I'adaptation lodal&es interactions génotypes/facteurs éco-
géographiques (texture du sol, altitude et climet)que les populations de cette espéce ont

une grande plasticité d’adaptation a des enviroemésrires varies.

Cui et al. (2013) trouvent qu’il existe une asstora positive entre des caractéres
morphologiques et les marqueurs SSR en relatiow doegine des populations et leur

tolérance au froid.

Lazerek et al. (2009) trouvent que, chez des ptipuk annuelles d#&l. truncatulg sept
microsatellites sur dix-huit utilisés avaient umerélation avec I'altitude, la pluviométrie et la
salinité de I'environnement d’origine de ces popiales. Ces auteurs suggerent aussi que ces

locus marqueurs sont liés a des genes impliqués|@aaptation a I'altitude.

Dias et al. (2008) ont soulignés certainesconcaremrentre les caractéres morphologiques
etles marqueurs SSR, chez le tréfle rougéddlium pratense..). Badri et al. (2008) étudiant
la variabilité génétique chez des populations miies de Medicago laciniata Mill.
(Fabaceae), trouvent que la diversité morphologejua diversité moléculaire sont associees

significativement avec les facteurs éco-géogramsqu

Touil et al. (2008), en étudiant la diversité génét, chez des populations cultivées de
Medicago sativd.., montrent qu’il n’y a pas de corrélation entrangqueurs SSR et I'origine

géographique des populations.

Par contre Bagavathiannan et al. (2010) en invgsstigla diversité génétique, de certaines
populations de luzerne naturelles et cultivées,trnavent pas de corrélations entre les
variables phénotypiques et les marqueurs SSRéagiliBajaracharya et al. (2006) montrent
guil n y a pas dassociation entre caractere maoiqmigue et SSR analysés, chez des

populations de riz au Népal se trouvant a hauite: dét.
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VI.4. Conclusion

L’effet d’'un traitement par le froid est investigoBez différentes populations annuelles de
Medicagq I'’étude a mis en évidence une tres grande vdit@génétique pour la tolérance au
froid. Les trois traitements sont nécessaireseetpttent un bon criblage en conditions
contrblées puisque des génotypes tolérants etbdensint été détectés concordant avec leur
site d’origine preuve que la méthode de criblage#icace.

Les écotypes tolérants vis-a-vis d'un stress deebmmpérature présente les meilleurs ratios
racines tiges, dénotant ainsi d’'une meilleur capatmacclimatations au froid, et par voie de
conséquence de meilleurs aptitudes a tolérer dgsé@tures encore plus basse voir gélive. A
partir de caracteres morphologiques simples, ori peément sous conditions contrdlées,
mettre en évidence le degré d’acclimatation d’'oesydeMedicagovis-a-vis au froid et par

voie de conséquence leur tolérance a des tempesdtas basses.

Des variations d’ordre quantitatif et qualitatifsgiovées sur les profils estérase et peroxydases
attribuées a un effet du stress ont été mises aterde. L'effet du stress engendre une
activité izoenzymatique pour rétablir 'équilib@nique. L’'expression izoenzymatique est tres
importante et est maintenue pendant toute la ddréestress au niveau des génotypes
tolérants, alors que l'activité ainsi que les isigFs d’expression ne sont pas maintenues chez
les génotypes sensibles. Les isoenzymes synthéatmdstitutivement paraissent les plus
impliqués dans la réponse au stress.

Aussi, dans les études futures sur la tolérancet@ass par basse température, I'analyse
spéciale des formes constitutives de ces formegneatiques avec une évaluation précise du
niveau de leur activité pourrait constituer un moysncore plus efficace pour cribler les
génotypes tolérants et sensibles.

L’étude moléculaire est trés prometteuse, pourctiétest sélectionné des écotypes tolérants
au froid grace a des locus marqueurs, particuliergrivitic-131, Mtic-432, Mtic-079, pour
étre utilisés dans la création de lignées tolésamie froid, mérite d’étre plus pousseé par
lanalyse d'un nombre plus important d'individus,’aileurs des travaux sont
actuellementenprogression pour confirmer ces r#sule fait qu’il ne semble pas y avoir de
structuration entre populations polt. polymorphaet M. ciliaris (a confirmer avec plus
d’individus et de marqueurs) alors qu’il existe d&$erences entre populations d’'une méme
espéce d’acclimatation au froid est encourageamt laoréalisation d’'une étude d’association

entre l'acclimatation au froid et le polymorphismmléculaire. En parallele des études de
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QTL sur des lignées recombinantes entre indiviciérdnts et non tolérants aux gelées
d’'origine géographique différente permettraient miéeux comprendre le déterminisme
génétique de ce caractere. En effet, il seraititésessant de voir si I'acclimatation au froid a
des origines génétiques similaires ou non selopdgsilations au sein d’'une espéce et entre

especes.
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Annexes

Tableau 27. Valeurs moyenne des différents ratiome/tige sous un régime de basse
température en comparaison avec le témoin, Chgmjaslations dé&/l. aculeata

Accessions

Rt01/Tt01

Moyennes +Ec-type

Rt1/Tt1

Moyennes + Ec-type

Rt02/Tt02

Moyennes + Ec-type

Rt2/Tt2

Moyennes + Ec-type

A80

1,10277% 0,854647

1,6288451,768792

1,0562990,525738

2,31071#41,719751

A15679

0,8695360,252288

0,8272220,370843

1,27470390,932709

1,1228281,240019

A14821

1,3201220,894675

0,9337140,824324

1,0876460,378374

1,6750002,128806

A15678

1,270966€0,906563

1,1809840,748869

1,4945361,201767

1,4446'451,164128

) Rt03/Tt03 Rt3/Tt3
Accessions
Moyennes * Ec-type Moyennes * Ec-type
A80 1,150514+ 0,493083 1,34827% 1,299551
A15679 1,059004 0,491659 1,312395 0,448588
A14821 1,085238& 0,296970 1,6833081,229733
A15678 1,42972% 0,763885 1,3457380,847812

Ec-type : écart-type a la moyenne ; Rt/Tt : ratios racine /tige pour les différentes durées de traitement et

leurs témoins respectifs.

Tableau 28. Valeurs moyenne des différents ratiome/tige sous un régime de basse
température en comparaison avec le témoin, Chgmolaslations dé. ciliaris

Accessions

Rt01/Tt01
Moyennes * Ec-type

Rt1/Ttl
Moyennest Ec-type

Rt02/Tt02
Moyennest Ec-type

Rt2/Tt2

Moyennest Ec-type

C124

1,151749€,872580

1,277836),704249

1,31960G4,181455

1,20552D,726536

C126

1,3200861,084262

1,44075D,641371

1,1505411,093195

1,058958),916068

C123

1,553844 1,040124

0,597708,411075

0,78534®,355177

1,163440,708406

C125

1,10692% 0,493173

2,122542,367190

1,183949),524518

1,661692,165798

] Rt03/Tt03 Rt3/Tt3
Accession
Moyennes zEc-type| Moyennes + Ec-type
C124 0,892908 +0,298243 1,0466686,850711
C126 1,039806 +0,385310 0,775260,469180
C123 0,825690 +0,29690R 0,94986P,376017
C125 1,022889 +0,260881L 1,050708,565956

Ec-type : écart-type a la moyenne ; Rt/Tt : ratios racine /tige pour les différentes durées de traitement et

leurs témoins respectifs.
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Tableau 29 Valeurs moyenne des différents ratios racine/tigas un régime de basse

température en comparaison avec le témoin, Chgmjaslations dé&l. polymorpha

] Rt01/Tt01 Rt1/Ttl Rt02/Tt02 Rt2/Tt2
Accessions
Moyennes * Ec-type| Moyennes * Ec-type| Moyennes + Ec-type| Moyennes + Ec-type
Poly 57 0,825822 +0,480441 1,031920,698255| 0,83631%0,298040| 0,846808 0,465449
Poly 54 0,980177 +0,846919 0,703378,463834| 0,7487380,637294| 0,9684390,686882
Poly 136 1,147078 £0,692725 1,562034,644437| 0,970286 0,646224| 0,8684290,422302
Poly 213 1,197607 £1,074324 0,888548,024743| 1,0621740,555320| 0,7508380,256587

Accessions,

Rt03/Tt03

Moyennes *Ec-type

Rt3/Tt3

Moyennes + Ec-type

Poly 57 0,735831 +0,51152)7 0,650709,272168
Poly 54 0,618645 +0,39604]1 0,691529,393727
Poly 136 | 0,827702 £0,229088 0,783496,309293
Poly 213 | 0,792175 +0,350464 0,933648,440260

Ec-type : écart-type a la moyenne ; Rt/Tt : ratios racine /tige pour les différentes durées de traitement et

leurs témoins respectifs.

Tableau 30. Valeurs moyenne des différents ratiome/tige sous un régime de basse
température en comparaison avec le témoin, Chgmlaslations dé. truncatula

] Rt01/Tt01 Rt1/Ttl Rt02/Tt02 Rt2/Tt2
Accessions
Moyennes zEc-type| Moyennes + Ec-type| Moyennes + Ec-type| Moyennes + Ec-type
Tru 62 1,28174@ 0,803134| 1,4845881,420282| 1,015501 +0,671701 1,295@89,849013
Tru 26 1,068025 0,494635| 1,1329851,734529| 1,009984 +0,534883 0,823812,638655
Tru 210 0,88159% 0,576969| 1,15384% 0,882857| 0,850225 +0,340929 1,022999,587857
Tru 216 1,185019 1,131811| 1,4214520,714692| 0,953735 +0,535205 1,060680,715415

) Rt03/Tt03 Rt3/Tt3
Accessions
Moyennes + Ec-type| Moyennes + Ec-type
Tru 62 0,88689% 0,366579| 0,69855% 0,628408
Tru 26 0,89132% 0,701287| 1,390008 0,720349
Tru 210 0,876084 0,386696| 0,769688 0,542995
Tru 216 1,180063 1,124028| 1,1691261,626199

Ec-type : écart-type a la moyenne ; Rt/Tt : ratios racine /tige pour les différentes durées de traitement et

leurs témoins respectifs.
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Tableau31l. Moyenne & de I'activité des peroxydases (POD) en p mol. TghMF, chez
les accessions dé. polymorpha et M. ciliaris

Accessions
Traitements Poly 57 Poly 136 Cil 124 Cil 123
J2 0,012 + 0.005 0,006 +0.004 0,008 + 0.004 B;00.004
J4 0,012 +0.008 0,018 +0.015 0,014 + 0.007 0;60906
J6 0,019 + 0.007 0,014 + 0.007 0,012 +0.002 0;00809
J8 0,016 +0.010 0,013 + 0.005 0,010 + 0.002 0;60901
J10 0,015 + 0.008 0,018 +0.012 0,013 + 0.005 00306
J11 0,023 + 0.006 0,027 £ 0.010 0,016 +0.008 060004
Ji2 0,013 £ 0.004 0,020 +0.012 0,010 +0.003 0601001
J14 0,020 + 0.006 0,026 +0.002 0,010 +0.001 0604006
Tl 0,012 +0.004 0,018 £ 0.08 0,015 +0.012 0,018008
T2 0,015 + 0.005 0,011 +0.004 0,010 + 0.005 0,600004
T3 0,008 + 0.006 0,013 £ 0.010 0,010 + 0.003 0601011

Tableau 32Moyenne +s de I'activité des peroxydases (POD) en p mol. hgnMF, chez
les accessions dé. aculeata et M. truncatula

Accessions
Traitements Ac 15679 Ac 80 Tru 210 Tru 26
J2 0,005 + 0.005 0.013 + 0.005 0.009 + 0.011 001006
J4 0,008 + 0.008 0.011 + 0.009 0.009 + 0.008 0H01012
J6 0,005 + 0.002 0.012 + 0.009 0.013 +0.011 0H0D15
J8 0,014 +0.012 0.009 + 0.007 0.013 + 0.009 000906
J10 0,016 + 0.009 0.021 +0.020 0.017 £ 0.015 050.004
Ji1 0,012 +0.008 0.015+0.013 0.016 +£0.012 060107
J12 0,013 £ 0.007 0.016 +£0.017 0.029 £ 0.029 0601007
J14 0,020 £ 0.018 0.016 +£0.013 0.015 + 0.009 D0H0.011
T1 0,006 + 0.003 0.011 + 0.004 0.010 £ 0.009 0608004
T2 0,008 + 0.006 0.016 £ 0.011 0.013 + 0.017 8.60.005
T3 0,005 + 0.001 0.008 +0.006 0.007 + 0.003 0605002

+ o + écart-type
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Tableau 33.Loci étudiés pour les différentes pdpuia deMedicago

Loci ATPase 456 ATPase 456 FMT13 FMT13 mtic79 mtic79
Populations  allélel allele2 allelel allele2 allelel allele2
Ciliaris 126-1 117 117 0 0 0 0
Ciliaris 126-2 117 117 0 0 0 0
Ciliaris 126-3 117 117 0 0 0 0
Ciliaris 126-4 117 117 0 0 136 136
Ciliaris 126-5 117 117 0 0 0 0
Ciliaris 123-1 117 117 0 0 0 0
Ciliaris 123-2 117 117 0 0 0 0
Ciliaris 123-3 117 117 0 0 0 0
Ciliaris 123-4 117 117 0 0 0 0
Ciliaris 123-5 117 117 0 0 0 0
Ciliaris 124-1 117 117 0 0 0 0
Ciliaris 124-2 117 117 131 131 0 0
Ciliaris 124-3 117 117 0 0 0 0
Ciliaris 124-4 117 117 0 0 0 0
Ciliaris 124-5 117 117 0 0 0 0
Tru 26-1 119 119 128 128 0 0
Tru 26-2 119 119 128 128 0 0
Tru 26-3 119 119 128 128 0 0
Tru 26-4 119 119 128 128 0 0
Tru 26-5 119 119 128 128 0 0
Acu 15679-1 117 117 134 134 0 0
Acu 15679-2 117 117 134 134 0 0
Acu 15679-3 119 119 134 134 0 0
Acu 15679-4 119 119 134 153 154 154
Acu 15679-5 117 119 134 153 133 133
Acu 80-1 128 128 146 146 154 154
Acu 80-2 128 128 146 146 154 154
Acu 80-3 111 128 146 146 133 133
Acu 80-4 128 128 146 146 -1 -1
Acu 80-5 128 128 146 146 -1 -1
Acu 15678-1 122 122 131 131 -1 -1
Acu 15678-2 119 122 131 131 -1 -1
Acu 15678-3 122 122 122 122 -1 -1
Acu 15678-4 117 117 134 134 -1 -1
Acu 15678-5 122 122 122 122 140 140
Poly 57-1 128 128 137 137 140 140
Poly 57-2 53 53 0 -1 140 140
Poly 57-3 117 128 137 137 133 140
Poly 57-4 117 117 137 137 0 0
Poly 57-5 117 128 137 137 0 0
Poly 213-1 128 128 137 137 0 0
Poly 213-2 53 117 137 137 0 0
Poly 213-3 117 128 137 137 0 0
Poly 213-4 53 117 -1 -1 0 0
Poly 213-5 117 117 137 137 0 0
Poly 42-1 128 128 137 137 0 0
Poly 42-2 -1 0 0 0 0 0
Poly 42-3 117 128 137 137 0 0
Poly 42-4 117 117 137 137 0 0
Poly 42-5 117 128 137 137 0 0
Poly 136-1 117 117 0 0 0 0

145



Poly 136-2
Poly 136-3
Poly 136-4
Poly 136-5
Poly 54-1
Poly 54-2
Poly 54-3
Poly 54-4
Poly 54-5

Loci
Populations
Ciliaris 126-1
Ciliaris 126-2
Ciliaris 126-3
Ciliaris 126-4
Ciliaris 126-5
Ciliaris 123-1
Ciliaris 123-2
Ciliaris 123-3
Ciliaris 123-4
Ciliaris 123-5
Ciliaris 124-1
Ciliaris 124-2
Ciliaris 124-3
Ciliaris 124-4
Ciliaris 124-5
Tru 26-1
Tru 26-2
Tru 26-3
Tru 26-4
Tru 26-5
Acu 15679-1
Acu 15679-2
Acu 15679-3
Acu 15679-4
Acu 15679-5
Acu 80-1
Acu 80-2
Acu 80-3
Acu 80-4
Acu 80-5
Acu 15678-1
Acu 15678-2
Acu 15678-3
Acu 15678-4
Acu 15678-5
Poly 57-1
Poly 57-2
Poly 57-3
Poly 57-4
Poly 57-5
Poly 213-1
Poly 213-2

128
111
111
111
128
117
128
53

117

mtic332 mtic332

allele1l
116
116
116
116
0

0
116
116
116
116
116
116
116

116
119
119
119
119
119
116
116
119
119
116
129
129
110
129
129
122
119
122
116

128
111
111
111
128
128
128
128
128

allele2

116
116
116
116

mtic338 mtic338 mtic134

allele1l
179
179
179
179
179
179
179
179
179
179
179
179
179
179
179
179
179
179
179
179
166
166
166
0
166
163
163
163
163
163
174
174
174
174
174
166
166
166
0
166
188
192

137
157
157
150
137
137
137
137
137

allele2
179
192
192
163
192
179
179
179
179
179
179
179
179
179
179
179
179
179
179
179
166
166
166
0
166
163
163
163
163
163
174
174
188
174
174
166
166
166
-1
166
188
192

146

146
157
157
157
137
137
146
137
137

allelel
185

OO O0OO0O0OO0OO0OOoOOo

OO O0OO0OO0OO0OO0OOoOOo

mtic134
allele2
192



Poly 213-3 110 110 188 188 0 0
Poly213-4 0 -1 0 0 0 0
Poly213-5 0 -1 188 188 0 0
Poly 42-1 0 -1 188 188 0 0
Poly 42-2 0 -1 188 188 0 0
Poly 42-3 0 -1 188 188 180 181
Poly 42-4 0 -1 188 188 180 180
Poly 42-5 0 -1 188 192 181 181
Poly 136-1 116 116 188 188 0 0
Poly 136-2 0 0 188 188 181 181
Poly 136-3 0 0 188 188 0 0
Poly 136-4 110 110 188 188 0 0
Poly 136-5 110 110 188 188 0 0
Poly 54-1 0 0 179 179 0 0
Poly 54-2 0 0 192 192 181 181
Poly 54-3 0 0 185 185 0 -1
Poly 54-4 0 0 0 -1 180 180
Poly 54-5 0 0 188 188 181 181
Loci mtic365 | mtic365 [ mtic082 | mtic082 | mtic451 | mtic451
Populations | alleélel | allele2 | allelel | allele2 | allelel | allele2
Ciliaris 126-1| 148 148 139 139 159 159
Ciliaris 126-2| 148 148 139 139 159 159
Ciliaris 126-3| 148 148 139 139 159 159
Ciliaris 126-4| 148 148 139 139 159 159
Ciliaris 126-5( 148 148 139 139 159 159
Ciliaris 123-1| 154 154 139 139 159 166
Ciliaris 123-2| 150 150 139 139 174 174
Ciliaris 123-3| 150 150 139 139 174 174
Ciliaris 123-4| 150 150 139 139 174 174
Ciliaris 123-5( 154 154 139 139 156 156
Ciliaris 124-1| 148 154 139 139 166 166
Ciliaris 124-2| 154 154 139 139 156 156
Ciliaris 124-3| 147 147 139 139 168 168
Ciliaris 124-4| 154 154 139 139 156 156
Ciliaris 124-5( 154 154 139 139 156 156
Tru 26-1 148 148 146 146 159 159
Tru 26-2 148 148 146 146 159 159
Tru 26-3 148 148 146 146 161 161
Tru 26-4 148 148 146 146 159 159
Tru 26-5 148 148 146 146 158 158
Acu 15679-1| 152 152 142 142 163 163
Acu 15679-2 | 152 152 142 142 163 163
Acu 15679-3 | 150 150 142 142 153 153
Acu 15679-4 | 150 150 142 142 153 163
Acu 15679-5| 150 152 142 142 153 163
Acu 80-1 137 137 142 142 144 144
Acu 80-2 137 137 142 142 144 144
Acu 80-3 137 137 142 142 144 155
Acu 80-4 137 137 142 142 144 144
Acu 80-5 137 137 142 142 144 144
Acu 15678-1| 148 175 150 150 149 149
Acu 15678-2 | 148 175 150 150 149 149
Acu 15678-3 | 148 148 150 150 144 144
Acu 15678-4 | 150 152 0 0 153 163
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Acu 15678-5| 148 148 150150 | 150 144 144
Poly 57-1 0 0 134 134 151 151
Poly 57-2 0 0 134 134 151 151
Poly 57-3 0 0 134 134 151 151
Poly 57-4 150 150 134 134 151 151
Poly 57-5 148 148 134 134 151 151
Poly 213-1 0 0 139 139 153 153
Poly 213-2 148 148 139 139 153 153
Poly 213-3 155 155 139 139 153 153
Poly 213-4 150 150 139 139 153 153
Poly 213-5 0 0 139 139 151 153
Poly 42-1 0 0 134 134 151 151
Poly 42-2 0 0 134 141 151 151
Poly 42-3 0 0 134 134 151 151
Poly 42-4 150 155 134 134 151 151
Poly 42-5 148 148 134 134 151 151
Poly 136-1 148 148 0 0 159 159
Poly 136-2 0 0 139 142 153 153
Poly 136-3 137 137 0 0 156 156
Poly 136-4 0 0 0 0 156 156
Poly 136-5 130 137 142 166 156 156
Poly 54-1 0 0 139 139 153 153
Poly 54-2 148 148 134 139 151 153
Poly 54-3 137 137 132 139 151 153
Poly 54-4 0 0 139 139 151 151
Poly 54-5 0 0 133 134 151 151
Loci B14B03 | B14B03 | mtic135| mtic135| mtic343 | mtic343
Populations | alleélel | alléle2 | allelel | allele2 | allelel | alléle2
Ciliaris 126-1| 170 170 183 183 148 148
Ciliaris 126-2| 170 170 183 183 148 148
Ciliaris 126-3| 170 170 183 183 148 148
Ciliaris 126-4| 170 170 184 194 148 148
Ciliaris 126-5| 170 170 183 183 0 0
Ciliaris 123-1| 170 170 183 183 0 0
Ciliaris 123-2| 170 170 183 183 145 145
Ciliaris 123-3| 170 170 183 183 145 145
Ciliaris 123-4| 170 170 183 183 145 145
Ciliaris 123-5| 170 170 183 183 148 148
Ciliaris 124-1| 170 170 183 183 148 148
Ciliaris 124-2| 170 170 183 183 148 148
Ciliaris 124-3| 170 170 183 183 145 145
Ciliaris 124-4| 170 170 183 183 148 148
Ciliaris 124-5| 170 170 183 183 148 148
Tru 26-1 170 170 192 192 156 156
Tru 26-2 170 170 187 187 156 156
Tru 26-3 170 170 192 192 151 151
Tru 26-4 170 170 192 192 156 156
Tru 26-5 170 170 192 192 156 156
Acu 15679-1| 172 172 187 187 154 154
Acu 15679-2 | 172 172 187 187 154 154
Acu 15679-3| 172 172 187 187 154 154
Acu 15679-4 | 172 172 187 187 154 154
Acu 15679-5| 172 172 187 187 154 154
Acu 80-1 161 161 189 189 155 155
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Acu 80-2 161 161 194 194 151 151
Acu 80-3 161 161 189 189 143 155
Acu 80-4 161 161 189 194 156 156
Acu 80-5 161 161 194 194 151 151
Acu 15678-1| 170 170 194 194 148 148
Acu 15678-2 | 170 170 194 194 148 148
Acu 15678-3| 170 170 194 194 151 151
Acu 15678-4| 170 172 187 187 154 154
Acu 15678-5| 170 170 194 194 151 151
Poly 57-1 185 185 178 178 145 145
Poly 57-2 179 179 178 178 145 145
Poly 57-3 181 181 178 178 150 150
Poly 57-4 185 185 178 178 0 0
Poly 57-5 185 185 178 178 142 142
Poly 213-1 | 165 165 178 178 140 140
Poly 213-2 | 165 165 178 178 140 140
Poly 213-3 | 165 165 178 178 140 140
Poly 213-4 | 165 165 178 178 140 140
Poly 213-5 | 165 165 178 178 140 140
Poly 42-1 179 179 0 0 143 143
Poly 42-2 165 179 178 178 148 154
Poly 42-3 179 179 178 178 143 143
Poly 42-4 179 179 176 176 143 143
Poly 42-5 179 179 176 178 143 143
Poly 136-1 | 170 170 183 183 0 -1
Poly 136-2 |0 0 178 178 129 145
Poly 136-3 | 158 158 198 198 145 145
Poly 136-4 | 158 158 198 198 143 143
Poly 136-5 | 158 158 0 0 143 143
Poly 54-1 167 167 178 178 148 148
Poly 54-2 167 183 178 178 141 148
Poly 54-3 167 167 178 178 141 148
Poly 54-4 183 183 176 178 150 150
Poly 54-5 183 183 178 178 141 141
Loci mtic131| mtic131 | mtic432 | mtic432

Populations | allelel | allele2 | allélel | allele2

Ciliaris 126-1| 132 132 181 181

Ciliaris 126-2| 132 132 181 181

Ciliaris 126-3| 132 132 181 181

Ciliaris 126-4| 132 132 181 181

Ciliaris 126-5| 132 132 181 181

Ciliaris 123-1| 132 132 181 181

Ciliaris 123-2| 132 132 181 181

Ciliaris 123-3| 132 132 181 181

Ciliaris 123-4| 132 132 181 181

Ciliaris 123-5| 132 132 181 181

Ciliaris 124-1| 132 132 181 181

Ciliaris 124-2| 141 141 181 181

Ciliaris 124-3| 132 132 181 181

Ciliaris 124-4| 132 132 181 181

Ciliaris 124-5| 132 132 181 181

Tru 26-1 140 140 187 187

Tru 26-2 144 144 187 187
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Tru 26-3 144 144 187 187
Tru 26-4 140 140 187 187
Tru 26-5 140 140 187 187
Acu 15679-1| 137 137 190 190
Acu 15679-2 | 137 137 190 190
Acu 15679-3 | 137 137 190 190
Acu 15679-4 | 137 137 190 190
Acu 15679-5| 137 137 190 190
Acu 80-1 135 135 187 187
Acu 80-2 135 135 187 187
Acu 80-3 135 135 187 187
Acu 80-4 135 135 187 187
Acu 80-5 135 135 187 187
Acu 15678-1| 141 141 187 187
Acu 15678-2 | 141 141 187 187
Acu 15678-3 | 144 144 187 187
Acu 15678-4 | O 0 190 190
Acu 15678-5| 144 144 187 187
Poly 57-1 135 135 207 207
Poly 57-2 0 0 197 197
Poly 57-3 0 0 205 205
Poly 57-4 144 144 207 207
Poly 57-5 137 137 207 207
Poly 213-1 139 135 195 195
Poly 213-2 135 135 195 195
Poly 213-3 135 135 195 195
Poly 213-4 135 135 195 195
Poly 213-5 135 135 195 195
Poly 42-1 135 135 236 236
Poly 42-2 0 0 207 207
Poly 42-3 135 135 236 236
Poly 42-4 135 135 236 236
Poly 42-5 0 0 236 236
Poly 136-1 132 132 181 181
Poly 136-2 135 135 200 200
Poly 136-3 0 0 0 0

Poly 136-4 140 140 0 0

Poly 136-5 137 137 0 0

Poly 54-1 135 132 204 204
Poly 54-2 135 135 204 204
Poly 54-3 135 135 216 216
Poly 54-4 141 135 191 191
Poly 54-5 135 135 216 216
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Tableau 34. Fréquences alléliquesau locus ATPage(nbmbres d'alléles détectés = 06 alléles)

Cil126 Cil123 Tru26 Acl5679Ac 80 Ac 15678Poly 57 Poly 213Poly 42 Poly 136 Poly 54 Cil 124

53 0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,20000,25000,00000,00000,20000,0000
111 0,00000,00000,00000,00000,2000 0,0000 0,00000,00000,00000,60000,00000,0000
117 1,00001,00000,00000,60000,00000,20000,60000,50000,75000,20000,40001,0000
119 0,00000,00001,00000,40000,00000,2000 0,00000,00000,00000,00000,00000,0000
122 0,00000,00000,00000,00000,0000 0,6000 0,00000,00000,00000,00000,00000,0000
128 0,00000,00000,00000,00000,80000,00000,20000,25000,25000,20000,40000,0000

Hexp. 0,00000,00000,00000,48000,3200 0,5600 0,56000,62500,37500,56000,64000,0000
Hn.b. 0,00000,00000,00000,53330,3556 0,6222 0,62220,71430,42860,62220,71110,0000
Hobs. 0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,00000,00000,0000

(H exp. = H calculée avec biais] n.b. = H calculée sans biais (Nei 1978Haths. = H observée).

Tableau 35. Fréquences alléliguesau locus FM-13nfes d’'alléles détectés = 08 alléles)

Cil126 Cil123 Tru26 Acl5679Ac 80 Ac 15678Poly 57 Poly 213Poly 42 Poly 136 Poly 54 Cil 124

122 - - 0,00000,00000,0000 0,4000 0,00000,00000,00000,00000,00000,0000
128 - oeee- 1,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,00000,00000,0000
131 - - 0,00000,00000,0000 0,4000 0,00000,00000,00000,00000,00001,0000
134 - e 0,00001,00000,0000 0,2000 0,00000,00000,00000,00000,00000,0000
137 - - 0,00000,00000,0000 0,0000 1,00001,00001,00000,25001,00000,0000
146  ------  ------ 0,00000,00001,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,00000,00000,0000
150 ------ -eeee- 0,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,25000,00000,0000
157 - e 0,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,50000,00000,0000
Hexp. ------ ------ 0,00000,00000,0000 0,6400 0,00000,00000,00000,62500,00000,0000
Hn.b. - - 0,00000,00000,00000,7111 0,00000,00000,00000,71430,00000,0000

Hobs. 0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,00000,00000,0000

Tableau 36. Fréquences alléliquesau locusmtic7anfiMes d'alléles détectés = 04 alléles)

Cil126 Cil123 Tru26 Acl5679Ac 80 Ac 15678Poly 57 Poly 213Poly 42 Poly 136 Poly 54 Cil 124

133 0,0000 ------  ------ 0,50000,33330,00000,3333
136 1,0000 ------  ------ 0,00000,0000 0,0000 0,0000
140 0,0000 ------  ------ 0,00000,0000 1,0000 0,6667
154 0,0000 ------  ------ 0,50000,6667 0,0000 0,0000
Hexp. 0,0000 ------  ------ 0,50000,44440,0000 0,4444
Hn.b. 0,0000 ------  ------ 0,66670,53330,0000 0,5333

Hobs. 0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,00000,00000,0000
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Tableau 37. Fréquences alléliquesau locusmtic-B®2npres d'alleles détectés = 05 alleles)

Cil126 Cil123 Tru26 Acl5679Ac 80 Ac 15678Poly 57 Poly 213Poly 42 Poly 136 Poly 54 Cil 124

110 0,00000,00000,00000,00000,20000,0000 ------ 1,0000 ------ 0,6667 ------ 0,0000
116 1,00001,00000,00000,60000,00000,2000 ------ 0,0000 ------ 0,3333 ------ 1,0000
119 0,00000,00001,00000,40000,00000,2000 ------ 0,0000 ------ 0,0000 ------ 0,0000
122 0,00000,00000,00000,00000,00000,6000 ------ 0,0000 ------ 0,0000 ------ 0,0000
129 0,00000,00000,00000,00000,80000,0000 ------ 0,0000 ------ 0,0000 ------ 0,0000
Hexp. 0,00000,00000,00000,48000,32000,5600 ------ 0,0000 ------ 0,4444 ------ 0,0000
Hn.b. 0,00000,00000,00000,53330,3556 0,6222 ------ 0,0000 ------ 0,5333 ------ 0,0000
Hobs. 0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,00000,00000,0000

Tableau 38. Fréquences alléliquesau locusmtic-B®8npres d’alleles détectés = 07 alleles)

Cil126 Cil123 Tru26 Acl5679Ac 80 Ac 15678Poly 57 Poly 213Poly 42 Poly 136 Poly 54 Cil 124

163
166
174
179
185
188
192

0,00000,00000,00000,00001,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,00000,00000,0000
0,00000,00000,00001,00000,00000,0000 1,00000,00000,00000,00000,00000,0000
0,00000,00000,00000,00000,0000 1,0000 0,00000,00000,00000,00000,00000,0000
1,00001,00001,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,00000,25001,0000
0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,00000,25000,0000
0,00000,00000,00000,00000,00000,0000 0,00000,75001,00001,00000,25000,0000
0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,25000,00000,00000,25000,0000

Hexp.
Hn.b.
Hobs.

0,00000,00000,00000,0000 0,00000,0000 0,00000,37500,00000,0000 0,75000,0000
0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,42860,00000,00000,85710,0000
0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,00000,00000,0000

Tableau 39. Fréquences alléliquesau locusmtic-lid4npres d'alleles détectés= 07 alleles)

Cil126  Cil123 Tru26 Ac15679Ac 80 Ac 15678Poly 57 Poly 213Poly 42 Poly 136 Poly 54 Cil 124

180
181
185
189
191
192
195

0,0000 0,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00001,00000,00000,33330,0000
0,0000 0,00000,00000,00000,00000,0000 1,00001,00000,00001,00000,66670,0000
1,0000 1,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,00000,00001,0000
0,0000 0,00000,00001,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,00000,00000,0000
0,0000 0,00000,00000,00000,50000,00000,00000,00000,00000,00000,00000,0000
0,0000 0,00001,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,00000,00000,0000
0,0000 0,00000,00000,00000,5000 1,00000,00000,00000,00000,00000,00000,0000

Hexp.
Hn.b.
Hobs.

0,0000 0,00000,00000,00000,5000 0,0000 0,00000,00000,00000,00000,44440,0000
0,0000 0,00000,00000,00000,6667 0,00000,00000,00000,00000,00000,53330,0000
0,0000 0,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,00000,00000,0000
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Tableau 40. Fréquences alléliquesau locusmtic-B@mnpres d'alleles détectés = 08 alleles)

Cil126 Cil123 Tru26 Acl5679Ac 80 Ac 15678Poly 57 Poly 213Poly 42 Poly 136 Poly 54 Cil 124

130
137
147
148
150
152
154
155

0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,33330,00000,0000
0,00000,00000,00000,00001,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,33330,50000,0000
0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,00000,00000,2000
1,00000,00001,00000,00000,0000 0,8000 0,50000,33330,50000,33330,50000,2000
0,00000,60000,00000,60000,0000 0,2000 0,50000,33330,50000,00000,00000,0000
0,00000,00000,00000,40000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,00000,00000,0000
0,00000,40000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,00000,00000,6000
0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,33330,00000,00000,00000,0000

Hexp.
Hn.b.

Hobs

0,00000,48000,00000,48000,00000,3200 0,50000,66670,50000,66670,50000,5600
0,00000,53330,00000,53330,0000 0,3556 0,66670,80000,66670,80000,66670,6222
.0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,00000,00000,0000

Tableau 41. Fréquences alléliquesau locusmtictNi®@nbres d’alléles détectés = 07 alléles)

Cil126 Cil123 Tru26 Acl5679Ac 80 Ac 15678Poly 57 Poly 213Poly 42 Poly 136 Poly 54 Cil 124

132
133
134
139
142
146
150

0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,00000,20000,0000
0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,20000,00000,00000,20000,0000
0,00000,00000,00000,00000,00000,0000 1,00000,00000,80000,00000,20000,0000
1,00001,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,80000,20000,50000,40001,0000
0,00000,00000,00001,00001,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,50000,00000,0000
0,00000,00001,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,00000,00000,0000
0,00000,00000,00000,00000,0000 1,0000 0,00000,00000,00000,00000,00000,0000

Hexp.
Hn.b.

Hobs

0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,32000,32000,50000,72000,0000
0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,35560,35560,66670,30000,0000
.0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,00000,00000,0000

Tableau 42. Fréquences alléliquesau locusmtic-MBinpres d'alleles détectés = 12 alléles)

Cil126 Cil123 Tru26 Acl5679Ac 80 Ac 15678Poly 57 Poly 213Poly 42 Poly 136 Poly 54 Cil 124

144
149
151
153
156
158
159
161
163
166
168
174

0,00000,00000,00000,00001,0000 0,4000 0,00000,00000,00000,00000,00000,0000
0,00000,00000,00000,00000,0000 0,4000 0,00000,00000,00000,00000,00000,0000
0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000 1,00000,20001,00000,00000,80000,0000
0,00000,00000,00000,60000,0000 0,2000 0,00000,80000,00000,20000,20000,0000
0,00000,20000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,60000,00000,6000
0,00000,00000,20000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,00000,00000,0000
1,00000,20000,60000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,20000,00000,0000
0,00000,00000,20000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,00000,00000,0000
0,00000,00000,00000,40000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,00000,00000,0000
0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,00000,00000,2000
0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,00000,00000,2000
0,00000,60000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,00000,00000,0000

Hexp.
Hn.b.
Hobs.

0,00000,56000,56000,48000,0000 0,6400 0,00000,32000,00000,56000,32000,5600
0,00000,62220,62220,53330,00000,7111 0,00000,35560,00000,62220,35560,6222
0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,00000,00000,0000
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Tableau 43. Fréquences alléliquesau locusB14B0gnfxes d'alleles détectés = 10 alleles)

Cil126 Cil123 Tru26 Acl5679Ac 80 Ac 15678

Poly 57 Poly 213 Poly 42 Poly 136 Poly 54 Cil 124

158
161
165
167
170
172
179
181
183
185

0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000
0,00000,00000,00000,00001,00000,0000
0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000
0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000
1,00001,00001,00000,00000,0000 0,8000
0,00000,00000,00001,00000,00000,2000
0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000
0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000
0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000
0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000

0,00000,00000,00000,75000,00000,0000
0,00000,00000,00000,00000,00000,0000
0,00001,00000,20000,00000,00000,0000
0,00000,00000,00000,00000,60000,0000
0,00000,00000,00000,25000,00001,0000
0,00000,00000,00000,00000,00000,0000
0,20000,00000,80000,00000,00000,0000
0,20000,00000,00000,00000,00000,0000
0,00000,00000,00000,00000,40000,0000
0,60000,00000,00000,00000,00000,0000

Hexp.
Hn.b.
Hobs.

0,00000,00000,00000,00000,00000,3200
0,00000,00000,00000,00000,0000 0,3556
0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000

0,56000,00000,32000,37500,48000,0000
0,62220,00000,35560,42860,53330,0000
0,00000,00000,00000,00000,00000,0000

Tableau 44. Fréquences alléliguesau locus mticfiidtnbres d’'alléles détectés = 08 alléles)

Cil126 Cil123 Tru26 Acl5679Ac 80 Ac 15678Poly 57 Poly 213Poly 42 Poly 136 Poly 54 Cil 124

176
178
183
187
189
192
194
198

0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,25000,00000,20000,0000
0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000 1,00001,00000,75000,25000,80000,0000
0,80001,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,25000,00001,0000
0,00000,00000,20001,00000,0000 0,2000 0,00000,00000,00000,00000,00000,0000
0,00000,00000,00000,00000,6000 0,0000 0,00000,00000,00000,00000,00000,0000
0,00000,00000,80000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,00000,00000,0000
0,20000,00000,00000,00000,4000 0,8000 0,00000,00000,00000,00000,00000,0000
0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,50000,00000,0000

Hexp.
Hn.b.
Hobs.

0,32000,00000,32000,00000,4800 0,3200 0,00000,00000,37500,62500,32000,0000
0,35560,00000,35560,00000,5333 0,3556 0,00000,00000,42860,71430,35560,0000
0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,00000,00000,0000

Tableau 45. Fréquences alléliquesau locusmtic-BdBnpres d'alleles détectés = 12 alléles)

Cil126 Cil123 Tru26 Acl5679Ac 80 Ac 15678Poly 57 Poly 213Poly 42 Poly 136 Poly 54 Cil 124

129
140
141
142
143
145
148
150
151
154
155
156

0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,25000,00000,0000
0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,00001,00000,00000,00000,00000,0000
0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,00000,60000,0000
0,00000,00000,00000,00000,00000,0000 0,25000,00000,00000,00000,00000,0000
0,00000,00000,00000,00000,2000 0,0000 0,00000,00000,80000,50000,00000,0000
0,00000,75000,00000,00000,0000 0,0000 0,50000,00000,00000,25000,00000,2000
1,00000,25000,00000,00000,0000 0,4000 0,00000,00000,20000,00000,20000,8000
0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,25000,00000,00000,00000,20000,0000
0,00000,00000,20000,00000,4000 0,4000 0,00000,00000,00000,00000,00000,0000
0,00000,00000,00001,00000,0000 0,2000 0,00000,00000,00000,00000,00000,0000
0,00000,00000,00000,00000,2000 0,0000 0,00000,00000,00000,00000,00000,0000
0,00000,00000,80000,00000,2000 0,0000 0,00000,00000,00000,00000,00000,0000

154



Hexp
Hn.b.
Hobs

.0,00000,37500,32000,00000,7200 0,6400 0,62500,00000,32000,62500,56000,3200
0,00000,42860,35560,00000,80000,7111 0,71430,00000,35560,71430,62220,3556
.0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,00000,00000,0000

Tableau 46. Fréquences alléliques au locus mticflidinbres d’alléles détectés = 06 alléles)

Cil126 Cil123 Tru26 Acl5679Ac 80 Ac 15678Poly 57 Poly 213Poly 42 Poly 136 Poly 54 Cil 124

132
135
137
140
141
144

1,00001,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,25000,20001,00001,0000
0,00000,00000,00001,00000,00000,3333 1,00001,00000,25000,80000,00000,0000
0,00000,00001,00000,00000,0000 0,3333 0,00000,00000,25000,00000,00000,0000
0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,25000,00000,00000,0000
0,00000,00000,00000,00000,7500 0,0000 0,00000,00000,00000,00000,00000,0000
0,00000,00000,00000,00000,25000,3333 0,00000,00000,00000,00000,00000,0000

Hexp.

Hn.b.
Hobs

0,00000,00000,00000,00000,3750 0,6667 0,00000,00000,75000,32000,00000,0000
0,00000,00000,00000,00000,7500 0,3200 0,00000,00000,85710,35560,00000,0000
.0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,00000,00000,0000

Tableau 47. Fréquences alléliquesau locusmtic-Ki@npres d’alleles détectés = 13 alleles)

Cil126 Cil123 Tru26 Acl5679Ac 80 Ac 15678Poly 57 Poly 213Poly 42 Poly 136 Poly 54 Cil 124

181
187
190
191
195
197
200
202
204
205
207
216
236

1,00001,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,50000,00001,0000
0,00000,00001,00000,00001,0000 0,8000 0,00000,00000,00000,00000,00000,0000
0,00000,00000,00001,00000,0000 0,2000 0,00000,00000,00000,00000,00000,0000
0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,00000,20000,0000
0,00000,00000,00000,00000,00000,0000 0,00001,00000,00000,00000,00000,0000
0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,20000,00000,00000,00000,00000,0000
0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,50000,00000,0000
0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,00000,10000,0000
0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,00000,50000,0000
0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,20000,00000,00000,00000,00000,0000
0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,60000,00000,10000,00000,00000,0000
0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,00000,00000,20000,0000
0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,90000,00000,00000,0000

Hexp.
Hn.b.
Hobs.

0,00000,00000,00000,00000,00000,3200 0,56000,00000,18000,50000,66000,0000
0,00000,00000,00000,00000,0000 0,3556 0,62220,00000,20000,66670,73330,0000
0,00000,00000,00000,00000,0000 0,0000 0,00000,00000,20000,00000,40000,0000
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