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Introduction générale

Introduction générale

L'arachide est I'une des cultures 1égumineuses et oléagineuses les plus importantes dans le
monde. En plus de son importance pour la sécurité alimentaire et nutritionnelle, 1’arachide
constitue une source de revenus pour des millions d'agriculteurs asiatiques et de 1I'Afrique
subsaharienne (Varshney et al., 2017). En 2018, 45,9 millions de tonnes d’arachide ont été
produites sur une surface de 28,5 millions d'hectares a travers le monde (FAOSTAT 2020). Par
ailleurs, le genre Arachis joue un réle crucial dans le développement agricole durable, en
particulier 1a ou la sécheresse et la salinité limitent fréquemment la production agricole au

Maghreb et dans les régions subsahariennes (Giuffre et al., 2016).

Malgré que l'arachide soit une culture importante sur le plan économique et nutritionnel, la
diversité génétique de cette derni¢re est menacée par plusieurs facteurs tels que le remplacement
des variétés locales par des cultivars a haut rendement, les calamités naturelles, la conversion
des terres et des cultures et l'introduction de cultures exotiques (Mallikarjuna and Varshney,
2014). Une diversité génétique étroite et une carence en marqueurs d'ADN polymorphes dans
les bases de données ont entravé la cartographie génétique et l'application de la sélection
moléculaire de l'arachide cultivée en utilisant des marqueurs traditionnels tels que RAPD et

RFLP (Hong et al., 2010).

Par ailleurs, les microsatellites présentent des niveaux de polymorphisme plus €élevés que les
autres marqueurs génétiques. Le contenu informatif ¢levé en raison du bon polymorphisme, de
la co-dominance et de 'analyse rapide par PCR rend les microsatellites bien placés pour étre
exploités dans des applications de sélection végétale telles que l'analyse des relations variétales,
la sélection de traits agronomiques, l'évaluation des germoplasmes et l'identification des

variétés (Rafalski et al., 1996).

En Algérie les arachides constituent I’une de ces ressources naturelles qui sont de plus en
plus en cours de disparition, I’importation massive et continue de cette ressource a eu pour
conséquence la dégradation voire I’oubli des variétés locales. La remise en valeur de ces
derniéres nécessite une analyse du polymorphisme pour la description de la diversité génétique
faisant appel a des marqueurs morphologiques, biochimiques et moléculaires. Cependant,
malgré la qualité agronomique des variétés locales et la grande diversité géoclimatique du pays,
aucune ¢étude n’a été effectuée pour investiguer la diversité génétique et structurer les relations

phylogénétiques entre les variétés d’arachide cultivées en Algérie.



Introduction générale

Toutefois, les arachides représentent également la deuxiéme cause d’allergie alimentaire au
monde a coté du lait et des ceufs. Cette allergie se manifeste par des symptomes allant d’une
simple diarrhée jusqu’au choc anaphylactique qui peut causer la mort. Le développement des
sciences biologiques en particulier la génétique, la biologie moléculaire et I’immunologie a
permis d’utiliser des techniques plus avancées pour identifier et caractériser les protéines
responsables de cette allergie et d’étudier par conséquence plusieurs facteurs essentiels a savoir
le mécanisme de réaction immunitaire de notre corps contre ces allergénes, les cartes
épitopiques des différentes familles d'allergénes ainsi que les geénes responsables de

I’expression de ces derniers.

Plusieurs études ont montré que la diversité des allergeénes de 1’arachide peut étre influencée
par sa diversité génétique, ses conditions de culture et son appartenance aux différentes especes
et sous espéces. La séquence peptidique et la conformation 3D des protéines de réserve des
arachides dont la plupart sont des allergénes subit plusieurs mutations par nécessité évolutive
et adaptative avec leur milieu de culture, d’ou la présence de plusieurs isoformes d’allergénes
(Guo et al., 2008 ; Hilu et al., 2019). La révélation d’une grande diversité génétique des variétés
locales peut témoigner la présence d’une ou plusieurs variétés hypoallergéniques et/ou révéler

la présence de nouveaux allergenes (Hilu et al., 2019).

C’est dans un cadre de contribution a la valorisation de notre patrimoine végétal que nous
avons jugé nécessaire d’effectuer cette étude. Ce travail divisé en deux grandes parties a été

entrepris avec les objectifs suivants :

» Pour la premiére partie de la thése, il est question d’étudier la variabilité génétique d’une
collection d’accessions d’arachide locales en utilisant des marqueurs agro-
morphologiques, protéiques et génétiques (SSRs) dans le but d’identifier les caracteres
morphologiques et protéiques les plus discriminants et les moins influencés par les
conditions environnementales qui décrivent la variabilité phénotypique d’une part et
d’analyser la structure et la relation phylogénique entre les accessions en utilisant les
marqueurs génétiques d’autre part.

» Concernant la deuxiéme partie de la thése et en se basant sur les résultats de la diversité
génétique, il est question d’effectuer une évaluation de 1’allergénicité des accessions
d’arachide les plus ¢€loignées génétiquement en utilisant un modéle animal de souris
Blab\c, caractériser les protéines allergenes de I’arachide d’une part et sélectionner les

accessions hypoallergéniques d’autre part dans le but d’améliorer la santé du citoyen.
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Pour ce faire, le présent document détaille les différentes étapes suivies et les résultats

obtenus. 11 est divisé en trois grandes parties :

v’ La premiére est une synthése bibliographique qui décrit I’espéce étudiée, son origine et
ses caractéristiques d’une part et donne un apercu sur ’allergie aux arachides, les
symptomes de cette maladie, les méthodes de diagnostic et I’identification des différents
allergenes de 1’autre.

v La deuxiéme partie est dédiée a présenter le matériel utilisé et la méthodologie suivie
pour I’étude de la diversité génétique, la création du modele de souris Balb/c allergique
ainsi que pour I’identification du potentiel allergénique des accessions d’arachides
¢tudiées.

v La troisiéme partie présente les résultats obtenus sous forme d’articles avec une
discussion générale.

v" Enfin, I’étude est achevée par une conclusion générale qui résume les différents résultats

obtenus et les perspectives de ce travail.






Revue bibliographique

1. L’arachide (4rachis hypogaea)
1.1. Origine géographique et répartition mondiale de I’arachide

L’arachide (4Arachis hypogaea L.) est 'une des plus importantes oléagineuses cultivées dans
le monde, notamment dans les régions arides et semi-arides de 1’Afrique. Son succes réside
dans le fait que c’est une oléo-protéagineuse aux nombreuses utilisations alimentaires et
fourrageres (graine, huile, tourteaux, fanes et coques). Sa graine a la fois riche en huile (50%)
et en protéine (25%) fait 1’objet d’emplois trés diversifiés selon les pays producteurs (Amri-
Tiliouine & Ounane, 2018). L’arachide est é¢galement une plante herbacée annuelle appartenant
a la famille des Fabacées, elle montre une caractéristique unique de murir leurs fruits sous terre
a partir d’une tige érigée ou rampante (Wright, 2004). Carl Linneaus avait décrit pour la
premiére fois I’espéce d’arachide cultivée en 1753 comme A. hypogaea dérivé du mot
«arachos» qui signifie une mauvaise herbe et «hypogaea» qui signifie une chambre souterraine
( Stalker & Simpson, 1995; Barkley et al., 2016). L’arachide est originaire du sud de la Bolivie
et du nord-ouest de I'Argentine, cultivé largement dans le Mexique, I'Amérique centrale et
I'"Amérique du Sud a 1'époque précolombienne (Van Der Vossen, 2007). Krapovickas avait
rapporté que le centre de diversité du genre Arachis se localise dans le Mato Grosso au Brésil,
ou se trouve la plupart des sections qui dérivent de ce genre (Krapovickas, 1968). De méme
Gregory et ses collaborateurs (Gregory et al., 1980) ont qualifié la ville de Corumba en Brésil,

comme le centre de la zone d'ou provient la répartition actuelle des Arachis.

Des types a deux graines originaires du Brésil ont été introduits en Afrique de 1'Ouest, et des
types a trois graines originaires du Pérou se sont diffusés de la cote ouest de I'Amérique du Sud
vers les Philippines, d'ou ils ont gagné le Japon, la Chine, 1'Indonésie, la Malaisie, 1'Inde,
Madagascar et I'Afrique de I'Est (Van Der Vossen, 2007). De nos jours, l'arachide est cultivée
dans la plupart des pays tropicaux, subtropicaux et tempérés situés entre 40°N et 40°S. Produite
dans toute 1'Afrique tropicale (Kan et al., 2006), c'est une trés importante culture de rente au
Sénégal, en Gambie, au Nigeria et au Soudan (Van Der Vossen, 2007). En 2019, plus de 48
millions de tonnes d’arachides ont été produites a travers le monde. La Chine est le plus grand
producteur d'arachides au monde avec 17 572 798 tonnes de production par an. L'Inde arrive

en deuxieme position avec 6 727 180 tonnes de production annuelle (Fig.1) (FAOSTAT, 2021).
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Figure 1. Principaux pays producteurs d'arachides au monde (FAOSTAT, 2021).

1.2. Situation de la culture d’arachide en Algérie
La culture d'arachide en Algérie n'a pas connu d'évolution significative depuis 2005 jusqu’au
2015 tant sur le plan des superficies cultivées que des productions (Fig.2). A partir de I’année
2016 la culture de I’arachide avait pris de I’ampleur en Algérie, les agriculteurs ont commencé

petit a petit a consacrer plus de surfaces pour la production de ces graines (FAOSTAT, 2021).

Figure 2. Production/Rendement de 1’arachide non décortiqué en Algérie durant la période

2009-2019 (FAOSTAT, 2021).
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L’arachide est cultivée actuellement dans plusieurs wilayas en Algérie a savoir El Tarf,
Adrar, Ghardaia, El Oued, Skikda, Bechar et El Bayedh ou la nature des sols et le régime
thermique répondent le mieux aux exigences de cette plante. L espéce Arachis hypogea L a été
longtemps cultivée en Algérie comme arachide de bouche dans la région d’El Kala (d’ou la
variété « Arachide de la Calle », variété introduite d’Italie en 1926), et dans les Oasis
sahariennes. Des variétés dites « a huile » originaire du Sénégal ont été expérimentées dans le

Sud et I’Est du pays pour la production de I’huile (Amri-Tiliouine & Ounane, 2018).

1.3. Description morphologique de d’Arachide

Arachis hypogaea L est une espeéce annuelle qui appartient a la famille des Iégumineuses
(Fabaceae), elle mesure environ 30 a 50 cm de hauteur. Les feuilles sont alternes et pennées
avec quatre folioles (deux paires opposées; pas de foliole terminale); chaque foliole mesure 1—
7 cm de long et 1-3 cm de large (Variath & Janila, 2017) (Fig.3). Les fleurs de ’arachide sont
portées en grappes axillaires au-dessus du sol (Suchoszek-Lukaniuk et al., 2011), elles
apparaissent pour la premicre fois apres 25 a 35 jours de la plantation, en fonction de la maturité
de la variété et de I'environnement thermique dans lequel la culture est cultivée, et continuent a
étre produites jusqu'a la maturité finale. Les fleurs de 1’arachide s’autofécondent, généralement

les taux de croisement naturel sont faibles et ont été estimés entre 0,7% et 2,5% (Wright, 2004).

Figure 3. Différentes parties de la plante de ’arachide (Oxford University Plants 400:
Arachis hypogaea, 2021).
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Apres 57 jours, la base de l'ovaire fécondé (gynophore ou cheville) commence a s'allonger
vers le sol, pénétrant dans le sol jusqu'a une profondeur de 45 cm. L'ovaire commence alors a
gonfler et se détourne horizontalement de la plante, ce qui prend entre 15 et 20 jours a compter
de la floraison initiale (Wright, 2004). Les gousses, contenant généralement entre une a trois
graines, se développent uniquement sous terre et chaque graine est recouverte d'un mince
tégument. Les taux de croissance des gousses varient en fonction de la température, de 1'état de
l'eau, de la maturité variétale et de la capacité de partage (Variath & Janila, 2017). L'arachide a
une racine pivotante bien développée, avec de nombreuses racines latérales qui s'étendent sur
plusieurs pouces dans le sol. La plupart des racines ont des nodules. La plante préfere les limons
sableux légers et bien drainés, mais poussera dans des sols plus lourds (Suchoszek-Lukaniuk et

al., 2011).

1.4. Origine génomique et phylogénie

L’arachide appartient a la tribu des Aeschynomeneae, la sous-tribu des Stylosanthenae et au
genre Arachis. Le genre Arachis comprend 80 especes décrites qui ont été réparties en 9 sections
en fonction de leur morphologie, de leurs caractéristiques chromosomiques et de leur compacité
de croisement (Krapovickas & Gregory, 1994; Valls & Simpson, 2005). Les sections
Caulorrhizae, Erectoides, Extranervosae, Heteranthae, Procumbentes, Trierectodes et
Triseminatae sont composées uniquement d’especes diploides (2n=2x=20) (Stalker and
Simpson, 1995). Les sections Arachis et Rhizomatosae sont composées d’espéces diploides

(2n=2x=20, 2n=2x=18) et d’especes tétraploides (2n=4x=40) (Smartt & Stalker, 1982).

La section Arachis comprend 27 especes sauvages diploides et deux especes tétraploides
annuelles qui sont 4. monticola (2n=4x=40), la seule espece tétraploide sauvage de la section,
et ’espece cultivée A. hypogaea (2n=4x=40). Les especes de la section Arachis ont été réparties
en trois différents génomes sur la base de leur caryotype (Husted, 1936 ; Fernandez &
Krapovickas, 1994). Les espéces de génome A se caractérisent par la présence d’une paire de
chromosomes plus petits (Fig.4). Cette caractéristique est absente chez les especes de génome
B qui se distinguent par ailleurs par une paire de chromosomes présentant une constriction
secondaire. A. glandulifera se caractérise par un caryotype unique, asymétrique. C’est la seule
espece décrite de génome D (Stalker, 1991). Récemment, des études de cartographie des ARN
5S et 18-258S par I’analyse des caryotypes des especes tétraploides A. monticola et A. hypogaea
aréveélé 20 chromosomes a caryotype similaire a celui du génome A et 20 autres chromosomes
a caryotype similaire a celui du génome B (Fig.5) (Husted, 1936 ; Kochert et al., 1996 ; Seijo
et al., 2007).
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Figure 4. Idiogramme des especes a génome A du genre Arachis. Distribution des ARN 5S
(en ray¢) et 18-25S (en noir) sur les chromosomes (Robledo et al., 2009).

Figure 5. Idiogramme de la nouvelle classification des especes a génome B du genre Arachis.
Distribution des ARN 58S (en ray¢€) et 18-25S (en noir) sur les chromosomes (Robledo &
Seijo, 2010).
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Arachis hypogaea est une espece hybride interspécifique dite amphidiploide ou
allotetraploide provenant de la combinaison sauvage de deux espéeces différentes 4. duranensis
et A. ipaensis (Kochert et al., 1991, 1996 ; Seijo et al., 2007). Des expériences de croisement
entre 4. duranensis et A. ipaensis ont montré que 1'hybride diploide est hautement stérile
(Mallikarjuna et al., 2011). Les chercheurs ont alors conclu que si I'hybride avait été fertile, il
n'aurait pas été nécessaire de doubler son nombre de chromosomes pour former l'amphidiploide
fertile. Il serait probablement resté diploide plutét que tétraploide tel qu'il est aujourd'hui
(Sanford, 1983). Il existe une forte diversité agro-morphologique au sein de 1’espece cultivée.
Cette forte diversité a permis de distinguer deux sous-especes dans le compartiment cultivé : 4.
hypogaea subsp. hypogaea et A. hypogaea subsp. fastigiata. Ces sous-especes se distinguent
principalement par leur port, en général rampant chez hypogaea et érigé chez fastigiata, par
I’absence de fleurs sur 1’axe principal chez hypogaea et par la différence de coloration des
feuilles qui sont de couleur vert-foncé chez hypogaea et vert-clair chez fastigiata (Krapovickas
& Gregory, 1994). Ces deux sous-especes ont été elles-mémes subdivisées en plusieurs variétés

botaniques qui comprennent plusieurs types commerciaux (Tab.1).

Tableau 1. Sous especes et variétés de Arachis hypogaea (Stalker & Simpson 1995).

Variété | Type commercial \ Caractéristiques

Sous espéce hypogaea

* Pas d'axes floraux sur la tige principale ;
* Alternance de paires de fleurs et des axes de

/ reproduction sur les branches ;
hypogaea * Branches courtes ;
* Tige Moins poilues.
Virginia * Tige Moins poilues et grosses graines.
Runner * Tige Moins poilues et petites graines.
hirsuta Peruvian runner * Tige plus poilues.

Sous espéce fastigiata

* Axes floraux sur la tige principale ;
fastigiata Valencia * Alternance de paires de fleurs et d’axes végétatifs
sur les branches.

* Tige moins poilues ;

peruviana / * Réticulation profonde des gousses.

* Tige tres poilue
aequatoriana / * Réticulation profonde des gousses.

* Tiges dressé, pigmenté et plus ramifié.
vulgaris Spanish * Tige plus ramifié¢ avec des branches droites.
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2. La diversité génétique

La diversité génétique ou la variation génétique se référe a la variation des génes au sein des
especes, c’est-a-dire la variation héritable dans et entre les populations d’organismes (Xu,
2010 ; Jiang, 2013). La diversité génétique est générée par 1’apparition et la disparition des
variants génétiques appelés alleles (Ellegren & Galtier, 2016). Elle est a 1’origine, avec
I’environnement, de la variation des caractéres observables, tels que la forme, la taille ou la
couleur des individus d’une espéce (variation phénotypique). La diversité génétique dans les
populations est la résultante des processus évolutifs (migration, dérive, sélection et mutation)
qui exercent des pressions variables dans le temps et dans 1’espace tendant soit a la diminuer

(dérive et sélection), soit a I’augmenter (migration et mutation ; Ellegren & Galtier, 2016).

Méme si la diversité génétique a longtemps été négligée dans les stratégies de conservation
(Laikre, 2010 ; Hoffmann et al., 2015), une prise de conscience récente améne a la considérer
(Taberlet et al., 2012 ; Carvalho et al., 2017). Et dans le but de mieux gérer nos ressources
génétiques, 1l est nécessaire de maitriser la diversité génétique en se basant sur la

compréhension de sa structure et de son évolution.

2.1. Les marqueurs génétiques
Un marquer génétique est généralement considéré comme un facteur de variabilité génétique
entre les individus d'une variété ou la population d'une espéce (Fig.6) (Brown, 1983). Il se
traduit par plusieurs différences génétiques entre les individus et peut représenter des
différences dans la séquence d'ADN, dans les caractéristiques biochimiques (par exemple dans
la structure des protéines ou les propriétés isoenzymes), dans les propriétés physiologiques (par
exemple la résistance au stress abiotique ou le taux de croissance) ou dans les caracteres

morphologiques tels que la couleur de la fleur ou la forme de la plante (Rao & Hodgkin, 2002).

Selon I’application et 1’espéce impliquée, un marqueur moléculaire idéal doit étre :
- Polymorphe : variable entre individus.
- A hérédité simple.
- Multiallélique.
- Codominant : en mesure de détecter les différentes formes du marqueur, en distinguant
homozygotes et hétérozygotes.
- Non épistasique : son génotype peut étre « lu » a partir de son phénotype quel que soit le
génotype aux autres loci.

La codominance et la non-épistasie peuvent étre respectivement définies comme 1'absence

d'interactions intra et inter-locus.

10
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- Réparti uniformément le long du génome.

- Discriminant : c’est a dire capable de détecter des différences entre individus proches
apparentés.

- Non sujet aux influences.

-Neutre : les substitutions alléliques au locus marqueur n'ont pas d'autres
effets phénotypiques (et donc éventuellement sélectifs) que ceux qui permettent
de déterminer son génotype. Dans leur trés grande majorité, les polymorphismes
moléculaires sont neutres. Ceci est généralement une supposition, car généralement
aucune donnée n’est disponible pour confirmer ou infirmer cette propriété.

- Reproductible.

-Economique : facile, rapide et peu colteux pour sa détection sur un grand nombre
d’individus. Si possible, 1’équipement doit étre a usage multiple dans I’expérience (Mazliak,

1999 ; Xu, 2010).

Figure 6. Différents types de marqueurs génétiques (Wani & Kumar, 2020).

2.2. Importance des marqueurs moléculaires dans les études de la diversité génétique
des plantes cultivées
Les marqueurs moléculaires peuvent étre utiles a différents stades de I’amélioration de toutes

les cultures. Ils peuvent étre utilisés pour étudier en profondeur la ségrégation et la liaison de

11
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genes ainsi que I’origine de la transmission des caractéres (Roldan-ruiz et al., 2005). Ils peuvent
étre utilisés dans les programmes d’amélioration pour augmenter la probabilité de sélectionner
les individus, d’une population, d’une descendance ou d’un croisement, qui posseédent la
meilleure combinaison des propriétés désirées. Aussi, quand des marqueurs liés aux caracteres
ont ét¢ identifiés, il est possible de localiser les génes responsables sur une carte génétique et
de saturer la région génomique d’intérét avec des marqueurs afin de cartographier finement les
geénes responsables de I’expression du caractere. En fin, la localisation précise de génes permet
I’¢tude de la relation entre alléles pour des geénes particuliers (Rao & Hodgkin, 2002). Le choix
des marqueurs dépend de 1'objectif précis fixé et des moyens des utilisateurs. Les domaines
d'application des marqueurs génétiques font apparaitre des objectifs variés pour lesquels des

marqueurs sont préconisés (Roldan-ruiz et al., 2005).

2.3. Méthodes d’étude de la diversité génétique

La conservation et ’utilisation efficaces des ressources phytogénétiques requicrent une
¢valuation précise (mesure et caractérisation) de la variation génétique qu’elles comportent au
niveau inter ou intra spécifique. L’évaluation ayant pour objectif de décrire la diversité
génétique en se basant sur la compréhension de sa structure et de son évolution fait souvent
appel a des marqueurs morphologiques, biochimiques (protéines de réserve et isozymes),
chromosomique ou moléculaires (marqueurs a ADN). En effet, le développement récent des
biotechnologies offre la possibilité d’établir de nouvelles approches pour développer les

stratégies de sélection et d’amélioration variétale.

2.3.1. Les marqueurs morphologiques

Traditionnellement, la diversité génétique est évaluée en mesurant la variation de traits
phénotypiques qui se concentre sur les caractéres morphologiques (la couleur et la forme de la
graine, la couleur de la fleur, etc.) Ces caractéristiques définissent la forme et I’apparence d’un
ensemble d’individus. Par ailleurs, les caractéres agronomiques ont également un intérét
majeur. Ils sont généralement quantitatifs, contrdlés par plusieurs genes et a manipulation
complexe. Les caracteres agronomiques sont souvent soumis aux besoins et choix commerciaux
et peuvent étre regroupés en plusieurs catégories : caracteres liés a la production (précocité,
rendement), la vigueur de plante, la qualité de fruit, la résistance aux stress biotiques (maladies
et parasites) et abiotiques (stress hydrique, thermique, salinité¢). Malheureusement le nombre de
marqueurs morphologiques est tres limité, ils sont généralement dominants, rendant impossible
la distinction entre individus homozygotes et hétérozygotes (Lefebvre & Chevre, 1995 ; Kumar,

1999). Les informations obtenues au niveau phénotypique sont souvent difficiles a interpréter

12
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car il s'agit de variations continues ou de nombreux genes peuvent y étre impliqués. Certains
de ces caractéres peuvent étre considérés comme “génétiques” si leur présence chez des
individus apparentés est héritable et ne dépend pas de 1I’environnement, indiquant qu’ils sont

associés a une séquence particuliere d’ADN (Karp et al., 1997a, b ; Spooner et al., 2005).

2.3.2. Les marqueurs biochimiques

Les marqueurs biochimiques peuvent également étre classés en marqueurs moléculaires bien
que ces derniers soient d’avantage référés a des marqueurs ADN (Jiang, 2013). Apparus vers
les années 1970, les marqueurs biochimiques ont été largement utilisés en amélioration végétale
(Bednorz et al., 2004 et Voylokov & Priyatki, 2004 in Dominguez-Garcia et al., 2012) et ont
¢été les premiers marqueurs utilisés pour étudier la variabilité génétique (Myriam, 2008). La
méthodologie nécessaire pour le développement et l'utilisation de ce type de marqueurs est
relativement simple, rapide et économique (Truyjillo et al., 1995). Les marqueurs protéiques les
plus utilisés sont les protéines de réserve et les isoenzymes. Ces derniers sont des formes
alternatives ou variantes structurelles d'une enzyme qui ont des poids moléculaires et mobilité
¢lectrophorétique différente avec une méme activité ou fonction catalytique. Les isozymes
refletent les produits des alleles différents plutot que des genes différents ces derniers présentent
généralement un bon polymorphisme, la substitution d’un seul acide aminé peut induire un
changement de la mobilité électrophorétique en modifiant la charge ionique totale de la protéine
(Xu, 2010). Les marqueurs isozymes peuvent étre génétiquement cartographiés sur les
chromosomes, puis utilisés comme des marqueurs génétiques pour cartographier d'autres génes.
Ils sont également utilisés dans les tests de pureté des semences et occasionnellement dans les
tests de croisement végétal (Jiang, 2013). Par ailleurs, plusieurs travaux ont décrit les protéines
de réserve comme des marqueurs génétiques puissant utilis€és pour I’identification des cultivars

et dans les études des liens phylogénétiques (Liang et al., 2006).

Toutefois, malgré que ces marqueurs soient généralement codominants (Tanksley & Orton,
2012), ils ont montré leurs limites pour I’identification des variétés étroitement apparentées
(Ouazzani et al., 1995). Ces marqueurs présentent aussi I’inconvénient de révéler un faible
nombre de loci ainsi qu’une certaine spécificité liée soit a leur expression par des organes et/ou
aun stade de développement (Tagu & Moussard, 2006), en plus de leur expression différentielle
suivant des facteurs environnementaux (Dominguez-Garcia et al., 2012) ce qui conduit a une

sous-estimation du polymorphisme réel.

13
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Les marqueurs moléculaires sont le type de marqueur le plus largement utilisé,

principalement en raison de leur abondance. Ils proviennent de différentes classes de mutations

d'ADN telles que des mutations de substitution (mutations ponctuelles), des réarrangements

(insertions ou délétions) ou des erreurs de réplication d'ADN répétées en tandem (Paterson,

1996). Ces marqueurs sont sélectivement neutres car ils sont généralement situés dans des

régions non codantes de I'ADN d'un chromosome. Contrairement aux autres marqueurs, les

marqueurs ADN sont en nombre illimit¢ et ne sont pas affectés par les facteurs

environnementaux et / ou le stade de développement de la plante (Winter & Kahl, 1995). Le

tableau 2 présente une comparaison de diverses caractéristiques des marqueurs moléculaires les

plus couramment utilisés (Nadeem et al., 2018).

Tableau 2. Comparaison entre les caractéristiques des marqueurs moléculaires les plus utilisés

(Nadeem et al., 2018).

Caractéristiques RFLP RAPD AFLP ISSR SSR SNP
Co-dominant /| Co- . . . Co- Co-

. . Dominant | Dominant Dominant . .
Dominant dominant dominant | dominant
Reproductibilité Elevé Elevé Intermédiaire E/Ilgf];zne Elevé Elevé
Niveau . de Moyen Trés élevé | Elevé Elevé Elevé Elevé
polymorphisme

" .

Qual} t¢ de I'ADN Elevé Elevé Elevé Faible Faible Elevé
requise
" .
Qllal.ltlte d'ADN Elevé Moyenne | Faible Faible Faible Faible
requise
Indice de marqueur | Faible Elevé Moyen Moyen Moyen Elevé
A,b ondance dans le Elevé Tres élevé | Tres élevé Moyenne | Moyenne Tres’
génome ¢leve
Coiit Elevé Faible Elevé Elevé Elevé Variable
Séquencage Oui Non Non Non Oui Oui
Exigence de PCR Non Oui Oui Oui Oui Oui
C e Gel o , Gel Gel SNP-
Visualisation d'agarose Radioactif | Gel d'agarose d'agarose | dagarose | VISTA
" ;
Quantité - d’ADN| 5599 | 59 500-1000 | 50 50 50

requise (ng)

Les marqueurs ADN ont de nombreuses applications dans 'amélioration des plantes telles

que la sélection assistée par les marqueurs moléculaires, 1'évaluation du niveau de diversité

génétique, la sélection parentale, 'identification et I'évaluation de la pureté des cultivars (Winter

& Kahl, 1995 ; Viviana Becerra et al., 2010), I'¢tude de I’hétérozygotie et 1'identification des

régions génomiques, le rétrocroisement assisté par les marqueurs moléculaires, et la

14
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construction des arbres phylogénétiques (Collard et Mackill, 2008).

Les marqueurs moléculaires peuvent étre globalement divisés en trois classes en fonction de
la méthode de leur détection : basée sur I'hybridation, sur la réaction de polymérisation en
chaine (PCR) et sur la séquence d'ADN. Le polymorphisme de longueur des fragments de
restriction (RFLP) est un marqueur basé sur I'hybridation développé d'abord dans une étude
génétique humaine au cours des années 1980 (Botstein et al., 1980 ; De Martinville et al., 1980).
Plus tard, ce marqueur a été utilisé¢ dans la recherche de la diversité génétique des plantes
(Weber & Helentjaris, 1989). L’RFLP est basé sur la (les) variation (s) de la longueur des
fragments d'ADN produits par digestion d'ADN génomique et I'hybridation a des marqueurs
spécifiques (sondes) de deux ou plusieurs individus d'une espéce suivie d’une comparaison des
résultats. L’RFLP a été largement utilisé pour comparer les génomes des principales familles
de céréales telles que le seigle, le blé, le mais, le sorgho, l'orge et le riz (Bennetzen, 2000 ;
Dubcovsky et al., 2001). Les avantages de I’RFLP comprennent la détection d'un nombre
illimité de locus, la codominance, ainsi que la robustesse et la fiabilité. Cependant, ’'RFLP est
une technique trés couteuse, qui prend beaucoup de temps et demande beaucoup de travail, ainsi
qu’une treés grande quantit¢é d'ADN. Elle présente également un polymorphisme limité en
particulier dans des lignées étroitement apparentées (Collard et al., 2005). A I'heure actuelle,
les systemes de marqueurs basés sur la polymérisation en chaine (PCR) sont plus rapides et
nécessitent moins de matériel végétal pour l'extraction d' ADN. L’amplification aléatoire d'ADN
polymorphe (RAPD) a été le premier marqueur basé sur la PCR en utilisant une machine PCR
et de ’ADN génomique avec des amorces arbitraires (aléatoires) qui permettent la création de
plusieurs copies de brins d'ADN (Welsh & McClelland, 1990 ; Jacobson & Hedrén, 2007). Les
avantages de ’'RAPD comprennent la rapidité, la simplicité et le faible cotit. L’RAPD permet
également d’amplifier plusieurs locus a partir d'une seule amorce en utilisant une petite quantité
d'ADN. Cependant, les résultats de ’'RAPD ne sont généralement pas reproductibles dans
différents laboratoires et ne peuvent détecter que les caracteres dominants d'intérét (Collard et

al., 2005).

Le polymorphisme de longueur des fragments amplifiés (AFLP) est une technique qui
combine a la fois la PCR et la RFLP (Mohan et al., 1997). L'AFLP est générée par digestion de
fragments amplifiés par PCR en utilisant des enzymes de restriction spécifiques qui coupent
I'ADN au niveau ou a proximité d'un site de reconnaissance spécifique. L’ AFLP est hautement
reproductible, ce qui permet une génération rapide et une fréquence €élevée des produits d'AFLP,

ce qui en fait une technique intéressante pour identifier les polymorphismes et pour déterminer
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les liens en analysant les individus d'une population en ségrégation (Mohan et al., 1997). Une
autre classe de marqueurs moléculaires qui dépend de la disponibilité de courtes séquences
répétées d'oligonucléotides dans le génome de plantes sont : les SSR, STS, SCAR, EST-SSR et
les SNP. De nombreux auteurs ont décrit en détails ces techniques (Semagn et al., 2006 ;
Mondini et al., 2009), le tableau 3 rapporte les avantages et les inconvénients des marqueurs
génétiques les plus utilisés. Dans la partie suivante du document, nous nous intéressons
uniquement a la technique des SSR utilisée pour I’étude de la diversité génétique de notre

population d’arachide.
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Tableau 3. Avantages et inconvénients des différents marqueurs génétiques (Nadeem et al., 2018).
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Marqueurs Avantages Inconvénients Références
Morphologique | - quactérisé visuellement - Influencé par les stades de croissance des

- Faible cot plantes Eagles et al., 2001

- Facile a étudier - Influencé par l'environnement
Isozymes - Pas besoin d'instrument spécifique - Influencé par des facteurs

- Facile a étudier environnementaux Mondini et al., 2009

- Co-dominant - Faible polymorphisme
RFLP - Pas besoin d'informations préalables de la séquence | - Nei:essrce une grande quantit¢ d'ADN pur :

- Co-dominant - Coliteux Madhumati, 2014

- Long

- Facile a étudier - Dominant
RAPD - Nécessite une faible quantité d’ADN - Nécessite un ADN hautement purifié Jiang, 2013

- Polymorphe - Faible reproductibilité Madhumati, 2014

- Non spécifique au locus

- Fiable - Marqueur dominant :
AFLP - Reproductibilité élevée - Nécessite un ADN hautement purifié ﬁzc(l)}:;f;ag’oi?;? 1999

- Plus informatif - Nécessite une grande quantité d'ADN pur ’

- Marqueur co-dominant - Colit de développement €levé Zane et al.. 2002
SSR - Nécessite une faible quantité d’ADN - Présence de beaucoup d'alleles nuls . ’

o erer 21 ) . Kalia et al., 2011

- Reproductibilité élevée - Présente beaucoup de cas d'homoplasie

- Hautement p(.)lyr‘nO}'pl}e - Farlble r'eproductlblhte Moreno et al., 1998
ISSR - Simple et facile a réaliser - Nécessite un ADN pur Ng & Tan, 2015

- Pas besoin d'informations préalables sur la séquence | - Les fragments ne sont pas de la méme taille ’

- Rentable

- Largement distribué dans le génome Tiane. 2013
SNP - Pas besoin d'informations préalables sur la séquence | - Cotit de développement élevé &

- Reproductibilité élevée
- Marqueur co-dominant

Madhumati, 2014
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» Cas des SSR

Les microsatellites, également connus sous le nom de Simple Sequence Repeats (SSR), sont
des marqueurs basés sur la PCR développés par Litt & Luty, 1989. Ce sont des répétitions
aléatoires en tandem de motifs nucléotidiques courts et simples composé de 2 a 8 pb (Armour
etal., 1999), de 1 a 6 pb (Goldstein & Pollock, 1997) ou méme de 1 a 5 pb (Hoelzel, 1998) (par
ex. (GT)n, (AAT)n ou (GATA)n). Les SSR sont trés variables et uniformément répartis dans
tout le génome chez les eucaryotes, leur nombre d'unités répétées varie considérablement d'une
espece a l'autre et présentent souvent des niveaux ¢€levés de polymorphisme inter- et
intraspécifique, en particulier lorsque le nombre de répétitions en tandem est de 10 pb ou plus

(Queller et al., 1993).

Les réactions de PCR réalisées pour identifier les régions SSR sont effectuées en présence
d'amorces sens et anti-sens qui s'hybrident aux extrémités 5' et 3' de 1'ADN matrice,
respectivement. Le polymorphisme de cette région est apprécié en construisant des amorces
PCR pour 'ADN délimitant la région microsatellite. Les régions des amorces ont tendance a
étre conservées au sein de 1'espece, méme si parfois elles peuvent également étre conservées a

des niveaux taxonomiques plus élevés (Govindaraj et al., 2015).

Les fragments de PCR générés sont généralement séparés sur des gels de polyacrylamide en
combinaison avec des systémes de coloration AgNO3 (Nitrate d’argent) (Fig.7 (c)),

d'autoradiographie ou de détection fluorescente (Fig.7 (a)).

(a) ()

Figure 7. Exemples des méthodes de révélation des amplicons de microsatellites amplifier
pour différentes especes (a) en utilisant des amorces fluorescentes, (b) sur gel d’agarose, (c¢)
sur gel de polyacrylamide (Arif et al., 2010 ; Bohra et al., 2017 ; Song et al., 2010).
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Des gels d'agarose (généralement de concentration supérieure a 3%) avec du bromure
d'éthidium (EBr) peuvent également étre utilisés lorsque les différences de taille d'alléle entre
les échantillons sont supérieures a 10 pb (Fig.7 (b)). Cependant, la conception des amorces
microsatellites pour une nouvelle espece présente un défi technique considérable. Plusieurs
protocoles ont été développés ou les loci identifiés ont été généralement multialléliques et
codominants (Hoelzel, 1998 ; Hammond et al., 1998). Les amorces identifiées peuvent souvent
étre utilisées avec de nombreuses variétés et méme avec d'autres espéces car la région
flanquante des microsatellites est le plus souvent trés conservée avec une répartition uniforme

dans tout le génome.

Les SSR se caractérisent également par un niveau de polymorphisme trés élevé avec une
bonne résolution analytique et une reproductibilité élevée, ce qui en fait un choix de marqueurs
préférablement utilisé pour le génotypage individuel, 1'évaluation du matériel génétique, les
¢tudes de diversité génétique, la cartographie des genes ainsi que les études phylogénétiques et
évolutives (Matsuoka et al., 2002). Cependant, le développement de microsatellites nécessite
une connaissance approfondie des séquences d'ADN, et sous-estime parfois les mesures de la
structure génétique ; par conséquence, ces marqueurs sont largement utilisés pour les espéces

agricoles cultivées, plutdt que pour les especes sauvages (Mondini et al., 2009).

» Analyse de la diversité génétique a partir de données moléculaires
Les mesures de diversité génétique et de similitude sont trés utiles pour décrire la structure
génétique des populations. La structure génétique des populations naturelles d'une espece
végétale cultivée est fortement influencée par le systéme reproducteur de leurs individus et les
types d'unions existant au sein des populations. Le choix des coefficients et des méthodes
appropriés pour la structuration génétique d’une population dépend du systeme de marqueurs

utilisé, des especes étudiées, ainsi que des objectifs de 1’étude préfixés (Bonin et al., 2007).

Le nombre d’alleles par locus, la fréquence allélique, 1I’hétérozygotie Nei (1973) et I’indice
de fixation (F) de Wright (1965) sont largement utilisés pour résumer la structure génétique des
populations et la distribution de la variation génétique a l'aide de marqueurs moléculaires
codominants. Le nombre moyen effectif d'alleles par locus ainsi que I'hétérozygotie observée
(Ho) et attendue (He) sont les parametres génétiques de population les plus couramment
calculés pour la caractérisation de la diversité intra-population (Fig.8). Si on considére que p;

est la fréquence de ’allele 1 a un locus donné, la diversité génétique calculée comme :

H =1 - p est équivalente a I'hétérozygotie attendue. Ce paramétre peut étre calculé pour des
sous-populations uniques et la population dans son ensemble. Une analyse hiérarchique de la
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variance avec estimation des statistiques F est ensuite généralement effectuée afin de mesurer
le déficit ou l'exces d'hétérozygotie au sein des sous-populations (FIS) et entre sous-populations
(FIT) ainsi que l'indice de fixation (FST) de la population totale. En particulier, le FST mesure
l'effet de la subdivision totale de la population en différentes sous-populations et correspond a
la réduction de I'hétérozygotie des sous-populations par rapport a la population dans son
ensemble. Les estimations de similarité génétique (GS) entre les populations sont également
trés souvent calculées a l'aide de marqueurs moléculaires dominants. Ces estimations sont
traditionnellement calculées dans toutes les comparaisons possibles par paires entre les
individus au sein ou entre les populations en utilisant différents paramétres de similitude

génétique (ex. I’indice de Dice, 1945) (Barcaccia, 2010).

Figure 8. Indice de fixation (F) de Wright, (1965) pour évaluer la structure génétique des
populations.

Cette estimation de la similitude génétique correspond a celle calculée par la formule de Nei
& Li, (1979). Le coefficient Simple Matching (SM) est également tres utilisé pour le calcul de
la similitude génétique. Tout ensemble de diversités ou similitudes génétiques peut étre analysé
en termes de variation génétique au sein et entre les populations, et plus particuliérement en
termes de contributions des plantes individuelles a la variabilité génétique totale. L'approche la
plus couramment utilisée consiste a calculer une matrice de distances génétiques ou de
similitudes, générant des dendrogrammes UPGMA (Unweighted Pair Group Method With
Arithmetic Mean) et des centroides PCA (Principal Component Analysis) en plus d’une analyse
de la variance moléculaire (AMOVA) (Govindaraj et al., 2015). Les populations et les individus
prioritaires pour la conservation seraient donc ceux qui contribueraient le plus a la variation et

a la différenciation de l'ensemble de matériel génétique.
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Enfin, il est souvent souhaitable d’étudier également I'influence des facteurs géographiques

ou environnementaux sur la répartition des groupes (Karp et al., 1997b ; Pritchard et al., 2000).

De nombreux logiciels sont disponibles pour évaluer la diversité génétique et la plupart
d'entre eux sont disponibles gratuitement sur internet. Le tableau 4 décrit quelques exemples
des logiciels les plus utilisés dans le cas des marqueurs SSR.

Tableau 4. Liste de quelques programmes analytiques pour mesurer la diversité moléculaire
(génétique) pour les marqueurs SSR (Govindaraj et al., 2015).

Outils analytiques Type de données Référence
Schneider et al.,
. \ . . (2000)
Arlequin RFLP, séquences d'ADN, données SSR, fréquences Excoffier ot al
d'alleles ou génotypes multilocus standard. N
(2005)
PowerMarker SSR, SNP, et les données RFLP Liu et Muse, (2005)

‘ Pritchard et  al,
Tous les types de marqueurs, y compris les (2000)

STRUCTURE marqueurs les plus utilisés comme les SSR, les SNP, | gajush et al., (2003)
les RFLP, les dArT, etc. Hubisz et al., (2009)
POPGENE Données dominantes, codominantes et quantitatives | yeh et al., (1999)

pour l'analyse génétique des populations

Données génétiques codominantes, haploides et
binaires. Il pr’en’d.en char‘ge la. gamme compl@te de Peakall & Smouse,
GenAlIEx marqueurs génétiques disponibles, y compris les

allozymes, les SSR, les SNP, I'AFLP et d'autres | (2006)

marqueurs multilocus, ainsi que les séquences
d'ADN

2.3.4. Synthese des travaux antérieurs sur utilisation des marques moléculaire dans
les études de la diversité génétique de ’arachide cultivée

L’arachide cultivée présente une faible diversité a 1I’échelle moléculaire. Cette derniere a été
attribuée a une polyploidisation récente de I'espece cultivée et une forte conservation du génome
en dépit de la sélection (Young et al.,, 1996). Au cours de ces deux dernieres décennies,
d’importants efforts de recherche ont été investis pour le développement de marqueurs
moléculaires et I’analyse de la diversité génétique de I’arachide. Kochert et al., (1991) ont
utilis€ des marqueurs RFLP pour étudier la variabilité génétique existante entre cultivars
appartenant aux types commerciaux virginia, runner, valencia et spanish. Leurs résultats ont
montré que la variation des profils RFLP entre cultivars était trés faible. De méme, plusieurs

chercheurs (Lanham et al., 1992 ; Paik-Ro et al., 1992) ont utilisé les profils RAPD pour étudier
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la diversité génétique de 1’espece cultivée de I’arachide. Cependant, leurs résultats n’ont montré

aucune diversité génétique entre plusieurs cultivars et variétés.

Plus récemment, 1’étude de génotypage de différentes variétés botaniques menée par He &
Prakash, 1997 avait révélé un polymorphisme modeste en utilisant les marqueurs DAF (DNA
amplification fingerprinting) et AFLP (0,11% et 0,17% respectivement). Singh et al., (1998)
ont expliqué le faible polymorphisme observé dans le compartiment cultivé par 1’inadéquation
du matériel génétique utilis¢ dans les différentes études et ont préconisé 1’utilisation d’une

méthode d’échantillonnage plus rigoureuse et 1’utilisation de marqueurs de type SSR ou AFLP.

Malgré que les marqueurs AFLP ont surmonté¢ de nombreuses limitations des autres
marqueurs moléculaires a savoir ’'RAPD et I’'RFLP, les marqueurs SSR demeurent un
marqueur de choix pour les études de la diversité génétique des arachides grace a 1'évolution
unique de ces régions génomiques : glissement de réplication plutét que mutations, insertions
ou délétions (Ashok Kumar, 2004). Hopkins et al., (1999) ont été I’une des premiceres équipes
a développer des marqueurs SSR et a prouver leur effectivité pour détecter de la variation
moléculaire dans le compartiment cultivé. He & Prakash, (2001) ont étudié¢ la diversité
génétique entre variétés botaniques a I’aide de marqueurs AFLP et leur lien avec la seule espéce
tétraploide sauvage décrite (4. monticola). Leurs résultats ont montré que les variétés
botaniques aequatoriana et peruviana étaient plus proches de la sous-espéce hypogaea que de
la sous-espéce fastigiata et que 1’espéce sauvage A. monticola était trés proche de la sous-espéce
hypogaea. Raina et al., (2001) ont pu distinguer, avec des données combinées de marqueurs
RAPD et ISSR, les différentes variétés botaniques et cultivars dont 21 appartenant a une méme
variété botanique. Cependant, il ressort de ces différentes études que la diversité génétique
observée chez 1’arachide cultivée demeure faible. Au début des années 2000, 1’utilisation des
outils de la génomique a permis une forte progression du nombre de marqueurs microsatellites
utilisables chez 1’arachide. Ces marqueurs ont ét¢ dérivés de banques enrichies en
microsatellites (He et al., 2003 ; Cuc et al., 2008), de banques d’ADN génomique (Ferguson et
al., 2004 ; Moretzsohn et al., 2004), de banques d’EST (Proite et al., 2007 ; Moretzsohn et al.,
2009). Ils ont permis de préciser la structuration de la diversité génétique dans le compartiment
cultivé et de confirmer la faible diversité génétique qui existe dans ce compartiment. En dépit
du faible nombre de marqueurs polymorphes dans le compartiment cultivé, les premieres cartes
génétiques résultant de croisements entre variétés cultivées ont été construites (Varshney et al.,
2009 ; Hong et al., 2010). Ces cartes génétiques, encore peu saturées, ont €té utilisées pour

réaliser des études de cartographie de QTL impliqués dans la tolérance a la sécheresse et
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continue d’€tre une priorité scientifique des chercheurs jusqu’a nos jours (Pandey et al., 2021).

3. L’allergie alimentaire
3.1. Définition de I’allergie alimentaire

Le terme allergie alimentaire est utilisé pour décrire une réponse immunologique indésirable
a une protéine alimentaire. Cependant, il est important de distinguer 'allergie alimentaire des
autres effets indésirables non immuno-médiés aux aliments (Sicherer & Sampson, 2010). Les
effets indésirables qui ne sont pas classés comme des allergies alimentaires comprennent les
intolérances alimentaires secondaires a des troubles métaboliques (par exemple, intolérance au
lactose), les réactions a des contaminants toxiques ou des composants alimentaires
pharmacologiquement actifs (par exemple la café¢ine dans le café causant nervosité, tyramine
dans les fromages vieillis déclenchant la migraine) (Sampson, 2004 ; Sicherer & Sampson,

2010).

De nombreuses allergies alimentaires, en particulier les allergies au lait, aux ceufs, au soja et
au blé, sont généralement dépassées au cours des dix premicres années de la vie (Wood, 2003).
En revanche, les allergies aux arachides, aux noix, aux poissons et aux crustacés durent souvent
toute la vie, bien que 20% des individus puissent surmonter l'allergie aux arachides
(Phipatanakul & Wood, 1999). Les arachides et les noix sont responsables des réactions

allergiques les plus graves et des déces liés aux allergies alimentaires (Macdougall et al., 2002).

3.2. Classification des allergies alimentaires

Les allergies alimentaires sont généralement classées en trois groupes comprenant ceux
induits par les anticorps immunoglobulines E (IgE), induits par des mécanismes non liés aux
IgE ou des réactions mixtes. Les réponses allergiques a médiation IgE sont la forme d'allergie
alimentaire la plus largement reconnue et se caractérisent par l'apparition rapide de symptomes
apres l'ingestion (Fig.9) (Satitsuksanoa et al., 2018). Lors du premier contact avec I'aliment
allergene, la consommation de la protéine alimentaire allergénique stimule la production
d'anticorps IgE spécifiques. Ces derniers, lors du deuxiéme contact, se lient a leurs récepteurs
spécifiques et déclenchent la libération de médiateurs, tels que 1'histamine, les prostaglandines

et les leucotrienes, provoquant des symptomes allergiques (Sampson, 2004 ; Sicherer, 2002).

En revanche, l'allergie alimentaire non médiée par les IgE (a médiation cellulaire) est moins
fréquente et résulte de la génération des lymphocytes T qui répondent directement a la protéine,
conduisant a la libération de médiateurs qui dirigent certaines réponses inflammatoires (par
exemple, une inflammation éosinophile) et peuvent provoquer une variété d'états de maladies
subaigués et chroniques. Ces types de réactions affectent généralement le tractus gastro-
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intestinal (GI) et la peau (Sampson, 2004 ; Sicherer & Sampson, 2010).

Enfin, les allergies alimentaires mixtes est une classe des allergies alimentaires médiées par
des IgE et des cellules immunitaires a la fois (Waserman & Watson, 2011). Il est important a
noter que depuis la classification des hypersensibilités alimentaires de Gel & Coombs, (1963),
plusieurs auteurs ont propos¢ de nouveaux groupes de réaction alimentaire et/ou des

réarrangements de la classification précédente (Pichler, 2004 ; Boettcher & Crowe, 2013).

Figure 9. Classification des allergies alimentaires et les troubles associés (Satitsuksanoa et al.,
2018).

3.3. Physiopathologie et symptomatologie des allergies alimentaires
Notre compréhension des raisons pour lesquelles certaines personnes développent une
sensibilisation allergique aux antigenes alimentaires alors que la plupart des individus
maintiennent une tolérance immunologique est trés modeste. Cependant, un nombre croissant
de preuves suggere que l'équilibre délicat entre la sensibilisation et la tolérance peut étre affecté
au moins en partie par quelques déterminants clés a savoir : les facteurs alimentaires, les doses
et le moment de l'exposition a l'antigene, les propriétés de certains composants alimentaires

allergénes, I'état du microbiote et la voie de sensibilisation (Fig.10) (Pelz & Bryce, 2015).
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Figure 10. Voies de tolérance et de sensibilisation (Johnston et al., 2014).

La sensibilit¢ d’un individu a un aliment est souvent caractérisée par la production
d'anticorps IgE spécifiques a un allergéne aprés une exposition a cet allergéne. Elle implique
I'amorgage des lymphocytes T apres l'activation des cellules dendritiques (DC) (Pelz & Bryce,
2015). Les cellules T auxiliaires (Th) antigénes naifs se différencient en cellules effectrices Th2
en présence d'interleukine 4. Un ensemble d'interleukines telles que 1'lL-4, I'[L-5, 1'[L-10 et I'[L-
13 sont massivement produits par les cellules Th2 et vont induire la différenciation des

lymphocytes B en plasmocytes produisant des IgE (Satitsuksanoa et al., 2018).

Les IgE produites se lient ensuite a leur récepteur de haute affinité FceRI a la surface des
mastocytes et des basophiles (Fig.11), armant ainsi ces cellules pour 1'activation lors de la
réexposition a l'antigene. Une fois la sensibilisation établie, la réexposition a l'antigéne peut

entrainer des manifestations locales ou systémiques (Fig.12 (a)).
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(@ (b) (©

Figure 11. (a) Structure de 'immunoglobuline E, (b) Récepteur FceRI des IgE (Sutton &
Davies, 2015), (c¢) Fixation des IgE sur leurs récepteurs de haute affinité FceRI (Hellman et
al., 2017).

En effet, la sensibilisation a un antigéne alimentaire particulier est une étape nécessaire dans
la physiopathologie de I'allergie alimentaire, car les réactions allergiques alimentaires
classiques sont a médiation IgE et conduisent aux manifestations de réactions d'hypersensibilité
de type 1 (Fig.12 (b)), telles que l'urticaire, l'cedéme de Quincke, le bronchospasme,
I'hypotension et le choc anaphylactique. Cependant, il est crucial de souligner que la
sensibilisation n'est pas suffisante pour la manifestation d'une allergie alimentaire. De
nombreuses personnes peuvent produire des anticorps IgE (c'est-a-dire étre sensibilisées) aux
aliments qu'elles tolérent cliniquement (Sampson, 2001). Lors du deuxiéme contact de la
personne sensibilisée avec le méme allergéne, la reconnaissance de 1’allergene conduit a la
formation de la liaison des récepteurs qui se trouvent sur la surface des mastocytes FceRI avec
les IgE (Gould et al., 2003), permettant le déclanchement de la cascade de phosphorylation
intracellulaire ce qui conduit a un afflux de calcium et a une dégranulation des mastocytes
(Gould & Sutton, 2008), ces derniers liberent plusieurs composés vasoactifs préformés, tels que
I'histamine, la tryptase, la chymase, la carboxypeptidase, le facteur d'activation plaquettaire
(PAF) et I'héparine (Galli & Tsai, 2010). Ces médiateurs provoquent les symptdmes immédiats
d'une réaction d'hypersensibilité¢ de type I, qui peuvent inclure plusieurs symptomes a savoir
I’urticaire, cedéme de Quincke, bouffées de chaleur, respiration sifflante, toux, essoufflement,
rhinorrhée, hypotension, paleur, syncope, douleurs abdominales, nausées, vomissements et

diarrhée (Gould & Sutton, 2008).
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Figure 12. Mécanismes des réactions allergiques. (a) Phase de sensibilisation a 1’allergene et
développement de cellules B spécifiques et de cellules T mémoires. (b) Réaction
d’hypersensibilité de type I (Larché et al., 2006).

Les mastocytes synthétisent également d'autres médiateurs lors de l'activation, y compris les
cystéinyl leucotriénes et les prostaglandines, ainsi qu'une large gamme de cytokines et
chimiokines immunorégulatrices. On pense que ces médiateurs jouent un role dans la réponse
de phase tardive de l'anaphylaxie (les réactions biphasiques ou triphasiques potentielles
observées en clinique) qui peuvent survenir plusieurs heures aprés 1'exposition a l'antigéne, car
ces composés conduisent au recrutement et a l'activation de médiateurs inflammatoires, qui
prennent plusieurs heures pour obtenir leur réponse effectrice (Gould & Sutton, 2008). Bien
que les arachides, les noix et les crustacés soient généralement les coupables les plus
responsables, l'anaphylaxie peut aussi étre déclenchée par 1'un des allergenes alimentaires

courants (Connors & Waserman, 2010).

3.3.1 Symptomes cliniques de l'inflammation gastro-intestinale
Le tube digestif est constitué de quatre parties : le pharynx et 1’cesophage, 1’estomac,
I’intestin gréle ou s’effectuent la digestion et I’absorption des aliments et enfin le gros intestin

qui comporte le caecum et le colon.

La muqueuse intestinale est considérée comme un filtre essentiel a I’absorption des
nutriments ingérés (Goole, 2008). L’interaction de la muqueuse contre des éléments étrangers
(bactéries, antigeénes, toxines, virus) induit une réponse immunitaire innée et/ou adaptative
(Cebra, 1999 ; Pascual et al., 2001). Sa structure est formée par les circonvolutions d’une
couche de cellules épithéliales (entérocytes) (Foligne et al., 2003), qui se distribuent suivant un

axe composé d’une villosité encerclée par 8 a 10 cryptes (Goole, 2008) (Fig.13).
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Figure 13. Organisation spatiale schématique du tissu lymphoide associé a l'intestin (Fortun-
Lamothe & Boullier, 2004).

L’inflammation est la premicre réaction qui perturbe les fonctions de 1’axe villosité cryptes
(Goole, 2008), elle se manifeste par une atrophie des villosités et une hyperplasie des cryptes
(Moneret-Vautrin et al., 2001). L’augmentation de la perméabilité intestinale induite par une
atrophie des villosités est accompagnée par une augmentation des lymphocytes intra-
¢pithéliaux (Lachaux et al., 1994), et ’augmentation d’apoptose cellulaire qui diminue
I’absorption des nutriments. La réduction des villosités, réduit la surface de digestion (De
Vresse et al., 1992). On observe aussi un élargissement des cryptes (hyperplasie) (Ayabe et al.,
2000 ; Goldman, 2000 ; Couderc et al., 2006) (Fig.14).

Figure 14. Classifications des atrophies villositaires. A - Marsh classification. B - Marche and
Matuchansky's classification. C - N Brousse classification (Patey-Mariaud de Serre, 2000).
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3.3.2. Role des cytokines dans la réaction allergique

Chez les personnes allergiques, la production des cytokines ; qui exercent de puissants effets
promoteurs sur la prolifération et la différenciation, le recrutement et l'activation des cellules
inflammatoires ; est induite par les stimulations allergéniques répétées (Ponvert, 1999). Apres
activation par les allergenes, les cellules épithéliales libérent des cytokines qui participent au
déclenchement de la réponse allergique (activation IgE-dépendante des mastocvtes,
¢osinophiles, basophiles et macrophages), la production des cytokines est aussi induite ou
potentialisée par les médiateurs issus de l'activation de ces mémes cellules (Froidure & Pilette,
2015), en retour, les cytokines contribuent a stimuler la production des médiateurs de 1'allergie
et de l'inflammation. Il se produit ainsi un cercle vicieux d'auto-entretien de la réaction
inflammatoire (Ponvert, 1999). Plusieurs travaux ont étudié le role déterminant des cytokines
dans la régulation de la synthese des IgE. Il a été démontré également que chez les atopiques,
la production exagérée de ces anticorps résultait pour I'essentiel d'une production anormalement
importante des cytokines du type Th2, interleukines 4, 10 et 13 notamment, et d'un déficit relatif
de la production d'IL-12 et des cytokines du type Thl (IFN- 7 tout particuliérement) (Ponvert,
1999 ; Froidure & Pilette, 2015).

3.3.3. Fonction des cellules Th1 et Th2

Les cellules Thl sont impliquées dans les réactions inflammatoires a médiation cellulaire
comme les réactions d’hypersensibilité retardée ou 1’élimination d’agents pathogenes
intracellulaires. Cette immunité est caractérisée par ’activation des macrophages et la
production de lymphocytes T cytotoxiques (Ito et al., 1997). Les cellules Thl induisent des
réponses immunitaires protectrices en favorisant la production d’anticorps dominée par

I’isotype 1g(G2a chez la souris (Cavaillon et al., 1996).

Les lymphocytes Th2 sont des cellules présentes en cas d’infection parasitaire ou d’allergies.
Ces cellules produisent principalement de I’IL-4, de I'IL-5 et de I’IL-13. L’IL-5 stimule la
différenciation des éosinophiles alors que 1I’'[L-4 et I’[L-13 agissent sur la contraction des
muscles et la production de mucus de I’intestin (Sokol et al., 2008). L’IL-4 permet aussi de
stimuler les lymphocytes B vers la production d’IgE et IgG1 chez la souris et d’IgE et d’1gG4
chez ’Homme (Murray, 1998 ; Sedlik, 1996). L’IL-5 est pour sa part, une cytokine permettant
’activation des éosinophiles mais également capable d’amplifier la production d’IgE. Ainsi,
les cytokines de type Th2 sont fréquemment retrouvées dans les processus allergiques et dans

les réponses a forte sécrétion en anticorps (Mosmann & Sad, 1996).
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La description des sous-types 1 et 2 des lymphocytes auxiliaires chez la souris a permis de
proposer chez ’homme une explication a I’inflammation observée dans le cas des allergies
alimentaires ainsi qu’a sa relation avec [’atopie. Les différences fonctionnelles entre
lymphocytes Thl et Th2 ont également permis de proposer une explication a I’augmentation
récente de la prévalence des maladies allergiques. Cette approche conduirait a développer des
stratégies thérapeutiques inhibant la réponse Th2 associ¢ée a la production d’IgE et a
I’inflammation due aux €osinophiles et a stimuler la réponse Thl associé¢e a la défense anti-

infectieuse.

3.4. L’allergie a ’arachide

3.4.1. Importance de ’allergie a I’arachide

L'allergie aux arachides est une maladie a médiation IgE qui affecte environ 1% des enfants
de moins de 5 ans (Sampson, 2004 ; Lee & Burks, 2006). Au cours des 15 derniéres années, un
nombre croissant d'enfants ont re¢u un diagnostic d'allergie alimentaire (Sampson, 2002 ;
Grundy et al., 2002). Bien que tout aliment puisse potentiellement provoquer une réaction
allergique, quelques-uns provoquent la plupart des réactions allergiques. Chez les enfants et les
adultes, les arachides, les noix, les poissons et les crustacés sont des allergénes courants

(Sampson, 2004 ; Lee & Burks, 2006).

L’allergie alimentaire a 1’arachide revét une importance particuliére car elle apparait trés tot
dans la vie, ne disparait pas avec I’age et est responsable des manifestations cliniques parfois
tres grave. L'organe cible le plus fréquemment impliqué dans I'allergie aux arachides est le
tractus gastro-intestinal. Prés de 100% des patients allergiques présentent des réactions
allergiques au niveau de la peau péri-orale et de la muqueuse oropharyngée. Les autres
principaux organes cibles allergiques comprennent la peau et le systeéme respiratoire. Parfois,
l'allergie aux arachides peut provoquer un choc anaphylactique et mettre la vie en danger (Xue
et al., 2016). Une des difficultés de cette pathologie est de respecter une stricte éviction de ce
produit. La quantité de protéines provoquant la réaction allergique est tres faible par rapport
aux autres aliments (Moneret-Vautrin et al., 1997 ; Flinterman et al., 2006). Peeters et al., 2007,
ont déterminé que la dose-seuil au-dessous de laquelle aucun symptome n’est observé dans une
population d’allergiques est de 10 pg. Des personnes allergiques a I’arachide le sont aussi aux
amandes (50 %), cajous (40 %), pistaches (30 %), noix du Brésil (26 %) et noisettes (21 %).
D’autres réactions croisées peuvent avoir lieu avec des Iégumineuses comme les lentilles, le

soja et le haricot (Bernhisel-Broadbent & Sampson, 1989).
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La prévalence de I’allergie a 1’arachide a fortement augmenté ces derniéres années dans
différents pays (Tab.5) (Grundy et al., 2002 ; Sicherer et al., 2003). Un certain nombre de
facteurs ont été suggérés pour expliquer I'augmentation apparente de la prévalence tel que la
demande croissante d'aliments hautement nutritifs et « a énergie rapide » a fait de l'arachide un
aliment de base de I'alimentation des pays occidentaux. D’un autre coté, l'allaitement est de plus
en plus courant et les produits a base d'arachide sont de plus en plus présentés comme

d'excellentes sources nutritionnelles pour les femmes enceintes et allaitantes (Sampson, 2002).

Tableau 5. Prévalence de 1’allergie alimentaire (Boudraa, 2015).

Pays Année Prévalence %
USA 2009 4-5

Danemark 1999 2,3 (a3 ans)
France 2005 4,7 (3 a15 ans)
UK, ile de Wight 2004 1,6 (a 6 ans)
UK, 1le de Wight 2008 5(a 3 ans)
Hong-Kong 2008 4,6 (2- 7 ans)
Alger 2014 1,75(5- 18 ans)

En Algérie, Abdellaziz et al., (2014) ont mené une étude transversale, descriptive par
questionnaire sur les établissements scolaires de la région ouest de la wilaya d’Alger, pour
déterminer le taux de prévalence de 1’allergie alimentaire parmi les enfants scolarisés, ou deux
milles cinqg cent questionnaires ont été distribués dans 63 établissements scolaires. Les résultats
ont montré que la prévalence de 1’allergie alimentaire chez I’enfant scolarisé a Alger est a 1,75
% ou les aliments les plus fréquemment en cause ont été les [égumineuses (arachide et lentille),

ainsi que le poisson et les fruits de mer.

3.4.2. Méthodes de diagnostic de I’allergie a I’arachide

I existe de nombreuses méthodes pour évaluer 1’allergénicité des protéines d’un aliment,
elles sont classifiées en tests in vivo et test in vitro. Les tests in vivo comprennent le test cutané
et les provocations alimentaires controlées ; les tests in vitro comprennent le test de libération

d'histamine et le test du dosage d’IgE couramment utilisé.
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3.4.2.1. Les tests in vivo

a. Le test cutané

Le but de test cutané est de démontrer la présence d’IgE spécifiques d’un allergéne fixées
aux mastocytes cutanés. Lorsque l’allergéne appropri¢ active les mastocytes, ces derniers
libérent des médiateurs vasoactifs responsables d’un cedéme ou papule, d’un érythéme et d’un
prurit. L ensemble de ces trois signes forme la triade de Lewis. L’ensemble des symptomes
débute cinq minutes apres ’application du test et présente une réaction maximale entre dix et
vingt minutes (Xue et al., 2016). L’examen cutané de I’allergie a 1’arachide est effectué par 3

méthodes différentes a savoir : le Prick test, le Patch test, et le Prick-prick.

- Le Prick test

Ce test est répandu depuis 1970, le principe du test consiste a ce qu’on place une petite goutte
d’extrait allergénique glycériné a la surface de ’avant-bras ou du dos (Lamireau & Enaud,
2020), puis a I’aide d’une aiguille standardisée on pique au centre de la goutte. En effet, la
pointe pénétrant dans le derme sans saigner et ne dépasse pas un millimétre (Molina, 1995), par
ce moyen la quantité de 1’allergéne qui pénétre dans la peau est nettement définie (Navarro &
Schmitz, 1993). Par le méme systéme le médecin allergologue injecte une faible quantité

d’histamine et de sulfate de codéine qui servent de témoins positifs.

- Le patch test
L’allergologue peut utiliser le patch test en présence d’une dermatite atopique. Cependant,

I’absence d’extrait et de tests standardisés en vue de cette technique en limite les indications

(Rancé & Dutau, 1998).

- Prick-prick test

Cette variante du prick test décrite par Dreborg et Foucard en 1983 consiste a piquer
I’aliment puis a piquer le derme du patient avec la méme aiguille. Le prick test est un test
sensible et spécifique (Dreborg & Foucard, 1983). Si les prick tests sont négatifs, les tests
biologiques sont déconseillés car ils risquent de mettre en évidence des IgE spécifiques n’ayant
aucune incidence clinique. Dans le cas contraire, (Diametre supérieur a trois millimetres) et que

la clinique est concordante, I’enquéte biologique ne sera pas envisagée.

b. Le test de provocation orale

Le test de provocation orale est un outil de diagnostic indispensable pour les allergies
alimentaires. En pratique clinique, des tests de provocations se font sous surveillance médicale
pour diagnostiquer et confirmer l'allergie alimentaire ou pour déterminer la tolérance ou la

rrrrr
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provocation orale permet de mieux comprendre la physiopathologie et les manifestations
cliniques et d'évaluer les réponses a de nouvelles immunothérapies (Cox & Nowak-Wegrzyn,

2018).

¢. Le test de provocation labiale

Le test de provocation labiale utilise les caractéristiques anatomiques des lévres : importante
vascularisation, richesse en mastocytes et faible kératinisation du versant externe (Rance &
Dutau, 1997). 1l s’agit d’un test de contact de I’aliment avec la muqueuse labiale dont le but est
de produire des réactions locales, reflet de I’expression de la réponse IgE a 1’allergéne. Le test
consiste donc a appliquer pendant une durée de dix secondes a deux minutes, selon le risque
encouru, I’extrait alimentaire sur la commissure externe de la lévre inférieure. La bouche doit
rester entrouverte, a 1’aide d’un morceau de coton interposé entre la gencive et la lévre
inférieure. Le patient ne doit pas parler durant I’application de 1’aliment. Il peut utiliser I’extrait

commercial ou I’aliment frais (Rance & Dutau, 1997).

3.4.2.2. Les tests in vitro

a. Test de libération de I’histamine

Les tests cellulaires mettent les basophiles du patient au contact d’un extrait du produit a
tester. La réactivité cellulaire s’exprime sous la forme de libération d’histamine et de
leucotriénes, par 1’expression de marqueurs cellulaires (CD63, etc.) (James et al., 1993). Les
niveaux d'histamine peuvent étre déterminés avec un test de fluorescence ou un dosage radio-
immunologique ; les résultats sont comparés a un témoin approprié¢ pour déterminer la norme
de vitesse de libération d'histamine positive, déterminant et identifiant ainsi l'activité
allergénique (Xue et al., 2016). Du fait du pontage au moins bivalent nécessaire a cette
réactivité, ces tests sont censés traduire de facon plus fidele les réactions cliniques que les tests
basés sur la détection d’une réactivité IgE sérique. Les tests sériques détectent en effet des
liaisons monovalentes entre les IgE du patient et les épitopes présents dans le test, puisque les

IgE sont libres dans le sérum (Moneret-Vautrin et al., 1999).

b. Etude de la liaison IgE-allergéne

Le but de ce test est de mettre en évidence des IgE spécifique de I’arachide dans le sérum
des patients. Par définition, les « dosages d’IgE spécifiques » s’adressent aux réactions a
médiation IgE (ou IgE-dépendante). Ils n’explorent donc qu’une partie des maladies allergiques
: Pallergie IgE-dépendante. Le dosage des IgE totales fait appel a un anticorps reconnaissant la

chaine lourde € des immunoglobulines E présentes dans le sérum du patient (Fig.11(a)). Le
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résultat de ce dosage représente la concentration pondérale en IgE mais n’est pas la somme des

réactivités immunologiques du patient vis-a-vis des produits allergisants.

- Les immunoempreintes

Les immunoempreintes (ou immuno-blots) cherchent a mieux préciser 1’origine de I’IgE-
réactivité sérique du patient vis-a-vis d’un produit allergisant donné. Ces tests comportent une
étape initiale de séparation électrophorétique des protéines contenues dans le produit a tester.
L’incubation avec le sérum du patient puis avec un anti-IgE marqué permet ensuite de révéler
I’IgE-réactivité sous forme de « bandes ». La position de ces derniéres, le long d’une échelle de
masse en kDa, peut indiquer la réactivité du patient vis-a-vis de tel ou tel allergéne dans le
produit (Fig.15). Les immunoempreintes bidimensionnelles sont plus résolutives : elles sont

encore du domaine de la recherche (Moneret-Vautrin et al., 2011 ; Xue et al., 2016).
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Figure 15. Diagramme schématique du test d'immunoempreinte (Xue et al., 2016).

- Dosage des IgE sériques

Le dosage des IgE spécifiques dans le sérum du patient est réalisé par des techniques
traditionnellement dénommeées « RAST » (Radio Allergo-Sorbent Test) en référence a la
premiere technique développée (Wide et al.,, 1967). L’allergéne, fixé a un support solide
(plaques 96 puits, puces, ...), est incubé avec le sérum a tester et les IgE spécifiques liées a cet

allergene sont révélées par un anticorps anti-IgE marqué (Fig.16).
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Figure 16. Principe de la technique ELISA de type indirect.

Le marqueur radio-isotopique, initialement utilisé, est désormais remplacé par des
marqueurs fluorescents ou enzymatiques (Enzyme AllergoSorbent Test (EAST)). Les taux
d’IgE mesurés sont exprimés en unités internationales par millilitre (Ul/mL) ou en kilo-unités
par litre (kU/L) (1 UI ou U correspondant a 2,4 ng d’IgE). Ces dosages sont semi-quantitatifs
et utilisent une gamme étalon réalisée sur une phase solide revétue d’un anticorps anti-IgE

complémentaire de I’anticorps de révélation (Sampson & Ho, 1997).

3.4.3. Les allergénes de ’arachide
3.4.3.1. Définition et nomenclature

Les allergénes sont des antigenes reconnus par les IgE et capables d’induire une réponse
immunitaire dite « allergique » liée a la syntheése d’IgE spécifiques. Les allergenes
alimentaires sont appelés trophallergénes par opposition aux allergénes respiratoires, les
pneumallergenes. Les trophallergenes sont des protéines ou glycoprotéines a point isoélectrique
acide (pI) avec un poids moléculaire de 10 a 70 kDa (Lehrer et al., 1996). Les premicres études
sur I’arachide avaient permis de décrire deux protéines majeures, I’arachine et la conarachine.
L’arachine se présente sous forme d’un complexe protéique de masse moléculaire égale a 170
kDa. Elle existe sous 2 formes polymorphiques A et B qui peuvent étre dissociées en sous-
unités de masses moléculaires s’étalant entre 20 et 71 kDa. La conarachine peut étre séparée en
2 constituants, I et II, de masses moléculaires respectives 142 et 295 kDa (Mondoulet, 2005).
Nous retrouvons majoritairement des protéines de réserve appartenant aux deux grandes
familles des globulines 7S et 118 (viciline et glycinine) et des albumines 2S (conglutine). Outre
ces protéines quantitativement majeures, 1’arachide posséde plus de 30 protéines différentes

(Blanc, 2008).
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Au cours des 20 derni¢res années, de nombreuses protéines de I’arachide ont été
caractérisées et identifiées comme étant des allergénes de I’arachide, ¢’est-a-dire reconnues par
les IgE de patients allergiques a I’arachide. A ce jour, les allergeénes de 1’arachide identifiés sont
au nombre de 13 (Tab.6) et sont désignés par les symboles Ara h 1 a Ara h 13 selon la
nomenclature de I’'IUIS (International Union of Immunological Societies) (Finkelman, 2010).
Ces noms sont issus des trois premicres lettres du nom du genre (Arachis), de la premicre lettre
du nom de I’espéce (hypogaea) suivi d’un chiffre qui correspond a 1’ordre chronologique de
leur identification. Les allergénes de I’arachide sont des protéines de réserve (Arah 1, Arah 2,
Ara h 3/4, Ara h 6, Ara h 7, la lectine de 1’arachide PNA pour PeaNut Agglutinin, aussi
dénommée Ara h agglutinin), des protéines structurales comme les oléosines (Ara h 10 et Ara
h 11) et les profilines (Ara h 5), des protéines de transfert des lipides ou LTP (Ara h 9), et des
protéines de défense de la plante contre les phytopathogenes (Ara h 8 une Bet v 1 - like), et de
petites protéines (8 kDa), les défensines, impliquées dans la défense des plantes (Ara h 12 et
Arah 13). Les protéines de réserves sont les plus abondantes et sont réparties uniformément au

sein des cotylédons (Peeters et al., 2007 ; Lieberman et al., 2013 ; Agabriel et al., 2014).

Tableau 6. Protéines allergénes de 1’arachide (Arachis hypogaea) (Bouakkadia et al., 2015).

Nom Famille de protéines Mr (kDa) pl
Arahl* Cupine (viciline-type, 7S globuline) 64 0,4
Ara h2* 2S albumine (conglutine) 17 59
Ara h3* 11S globuline (trypsine inhibiteur, glycinine) | 60,4 5.4
Ara h4* Renommé Ara h3.02
Ara h5* Profiline 14,1 4.7
Ara h6* 2§ albumine (conglutine) 16,8 6,1
Ara h7* 28 protéine 2 18,5 6,8
Ara h8* Pathogenesis-related protein PR-10 16,9 5,1
(Membre de la famille Bet v1)
Ara h9* Protéine non spécifique de transfert de lipide | 11,6 9,5
Ara h10* 16 kDa oléosine 1 17,7 9,6
Arahl1* 14 kDa oléosine 1 14,3 10,1
Ara h12* Défensine 8 kDa (réduit) ou 12 | ND
kDa (non-réduit)
Ara h13* Défensine 8 kDa (réduit)ou 11 | ND
kDa (non-réduit)
Agglutine Lectine fixant le galactose 29,3 5,4
Ara h oléosine | Oléosine 18,4 5,4
18 kDa

* Allergenes répertoriés par International union of immunological societies (IUIS).
- Mr : Masse moléculaire relative - pl : point Isoélectrique.
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Bouakkadia et al., (2015) ont déterminé les caractéristiques des protéines allergénes non-
hydrosolubles de I’arachide obtenues par extraction en détergent et agents chaotropiques. La
technique de I’immunoprotéomique a permis d’identifier non seulement les allergénes majeurs
de pertinence clinique mais aussi 10 protéines jamais décrites en tant qu’allergénes dans cette
légumineuse. Trois d’entre elles ont des homologues allergéniques dans d’autres organismes
correspondant a des protéines ressemblant a Fus ¢ 3, Asp f PUP ou Dio p TSP et Asp f IPML
L’allergénicité de ’arachide sous sa forme grillée est supérieure a celle sous la forme crue ou
bouillie (Beyer et al., 2001). Le rotissage des cacahuétes contribue a augmenter 1’affinité des

IgE vis-a-vis des épitopes. (Maleki et al., 2003).

3.4.3.2. Classification et caractéristiques des allergenes de I’arachide

Les allergénes d’un aliment sont classifiés en deux groupes selon leur fréquence de
reconnaissance par les IgE d’une population de patients allergiques a cet aliment. Un allergene
est décrit comme majeur lorsque plus de 50% des patients allergiques a la source alimentaire
en cause possedent des IgE spécifiques de cet allergéne. En dessous de cette fréquence, on parle
d’allergéne mineur. A ce jour, de trés nombreux allergénes ont été détectés dans la graine
d’arachide, I’ensemble des allergénes décrits représente plus de 75% des protéines de
I’arachide. La plupart des allergenes de 1’arachide peuvent donc étre décrits comme des
allergénes majeurs suivant la définition énoncée et les données de la littérature. Ainsi, Ara h 1,

Arah 2, Arah 6 et Ara h 3 sont des allergénes majeurs (Fig.17) (Mondoulet, 2005).
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Figure 17. Structure tridimensionnelle des allergénes majeurs de I’arachide (A) Ara hl
(Cabanos et al., 2011), (B) Ara h2 (Barre et al., 2005), (C) Ara h3 (Jin et al., 2009), (D) Ara
h6 (Lehmann et al., 2006).

L’immunoréactivité d’un allergéne réside dans sa capacité a induire une réponse immunitaire
caractérisée par la synthese d’IgE spécifiques. Ce caractere immunogene est di a la présence
de déterminants antigéniques répartis a la surface de la protéine. Ils sont de deux sortes : Les
épitopes B, qui sont généralement des épitopes conformationnels de 16 a 20 acides aminés,
interviennent dans les mécanismes ou ’antigéne natif est reconnu par le fragment Fab des
immunoglobulines de type E. Les épitopes T, petits peptides de 8 a 9 acides aminés sont

reconnus par le récepteur T et induisent une différenciation des ThO vers la voie Th2.

L’allergéne Ara hl représente une fraction immunoréactive qui posséde un poids
moléculaire de 63 kDa et un pHi de 4,5 (Burks, 1991). Il appartient a la famille des globulines
78 (viciline). Les études d’immunoréactivité avec des sérums de patients allergiques ont montré

qu’Ara h 1 est un allergéne majeur de I’arachide : prés de 90% des sérums de patients
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allergiques possédent des IgE spécifiques de cette protéine (Burks, 1991 ; Kleber-Janke, 1999).
C’est I’'un des allergénes de I’arachide les mieux connus et les plus étudiés. Ara h 1 représente
pres de 12 a 16% des protéines de I’arachide (Koppelman et al., 2001), et en est ainsi I’allergéne

majoritaire. Cette glycoprotéine de 63 kDa par monomere posséde de nombreux €pitopes.

En 1992, Burks et coll. ont isolé et caractérisé un autre allergéne de I’arachide, appelé Ara h
2. Ce dernier, appartient a la famille des albumines 2S (conglutines), et se présente en
¢lectrophorése sur gel de polyacrylamide comme un doublet a 16,67 et 18,05 kDa (Chatel et
al., 2003). Ces doublets correspondent a deux isoformes qui se distinguent par la
présence/absence d’une séquence de 12 acides aminés. Ara h 2 est reconnue par les IgE de plus
de 80% de patients allergiques a I’arachide (Burks et al., 1992 ; Flinterman et al., 2007), ce qui
fait de cette protéine un autre allergéne majeur de ’arachide. Récemment, Ara h 6, une autre
albumine 28, a également été décrite comme étant un allergene majeur reconnu par 80 a 95 %
des patients allergiques (Bernard et al., 2007 ; Flinterman et al., 2007). Il a ét¢ montré par
Bernard et coll. que Ara h 6 présente naturellement un polymorphisme dans la graine
d’arachide. Une isoforme de Ara h 6 a été caractérisée ainsi qu’un de ses produits issus d’une
protéolyse naturelle lors de la maturation de la graine d’arachide. Cette maturation entraine la
formation d’un hétérodimeére dont la structure est maintenue par des ponts disulfures. La
reconnaissance de Ara h 6 par les IgE de patients allergiques n’est pas modifiée par cette
maturation naturelle, tandis qu’une perte drastique de la liaison aux IgE humaines est observée
lorsque ces isoformes sont réduites chimiquement. Ces résultats suggerent donc que
I’allergénicité de Ara h 6 dépend fortement du maintien de sa conformation tridimensionnelle
grace a ses ponts disulfures (Bernard et al., 2007). Des protéines de la famille des globulines
11S (glycinines) ont également été identifiées comme allergénes de 1’arachide. Ara h 3, qui a
été tout d’abord identifiée par une approche de biologie moléculaire, présente une masse
moléculaire de 58 kDa et un pHi de 5,5 (Rabjohn et al., 1999). Ara h 4, de masse moléculaire
36 kDa, est une isoforme de Ara h 3, possédant 91% d’homologie avec cette derniere (Kleber-
Janke, 1999). Cependant les glycinines dans I’arachide n’existent pas sous une forme enticre
ou associée. Ara h 3/4 est naturellement présente dans la plante sous forme de polypeptides de
14 a 45 kDa, résultant d’une protéolyse naturelle au cours de la maturation de la plante

(Koppelman et al., 2003).

Selon les études se basant sur des formes naturelles ou recombinantes, cette protéine est
reconnue par 35 a 55% des IgE de sérums de patients allergiques a ’arachide (Kleber-Janke,

1999 ; Koppelman et al., 2004 ; Flinterman et al., 2007). De nombreux épitopes ont été
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identifiés sur ces protéines, les IgE des patients allergiques en reconnaissant souvent plusieurs
d’un méme allergeéne (Burks et al., 2004 ; Stanley et al., 1997). Cependant, la comparaison de
la réactivité de ces allergeénes purifiés semble établir un classement suivant leur potentiel
allergénique. Dans ces études, la réactivité est évaluée in vitro par la capacité de liaison aux IgE
de patients allergiques (Bernard et al., 2007 ; Flinterman et al., 2007) et dans des tests de
dégranulation de cellules effectrices (Koppelman et al., 2004 ; Palmer et al., 2005), et in vivo,
par des tests cutanés chez des patients allergiques (Peeters et al., 2007 ; Bernard et al., 2007 ;
Flinterman et al., 2007). La majorité des études fait ressortir le fort potentiel allergénique des
albumines 2S en dépit de leur faible quantité dans la graine d’arachide. Les albumines 2S de
I’arachide (Ara h 2, Ara h 6) sont des protéines résistantes a la digestion et aux traitements

thermiques (Lehmann et al., 2006).

Les allergénes Ara h 5 (profiline) et Ara h 7 (albumine 2S) ont également été décrits comme
des allergénes mineurs de 1’arachide (Kleber-Janke et al., 1999). Ara h 8, la protéine homologue
a Bet v 1, I’allergéne majeur du pollen de bouleau, a été récemment clonée et est reconnue par
85% des patients qui sont sensibilisés au pollen de bouleau (Mittag et al., 2004). Ara h 9, la
protéine de transfert lipidique (LTP) de 1’arachide a également été caractérisée récemment
comme ¢étant un allergéne de I’arachide (Lauer et al., 2008). Arah 10 et Ara h 11, protéines de
la famille des oléosines, ont également été décrites comme étant des allergénes mineurs (Pons

et al., 2002).

3.4.3.3. Identification des allergenes alimentaires
L'identification des constituants allergéniques par immunodétection passe nécessairement
par le systétme de reconnaissance du site anticorps spécifique de 1'lgE humaine. Des 1972,
I’invention de plusieurs techniques immuno chimiques ont permis de détecter la plupart des
constituants allergéniques potentiels présents dans un extrait. Il s’agit soit des techniques
combinées d'immunoélectrophorése bidimensionnelle, soit des techniques de transfert des

protéines et des glycoprotéines.

L’¢lectrophorese bidimensionnelle permet la séparation et la révélation des substances
protéiques. D’autre part, les techniques d’immunoempreintes permettent de détecter les
molécules allergisantes et décelent les molécules dites isoallergénes de mémes masses
moléculaires mais de p.I différents en raison des différences mineures dans les séquences
d'acides aminés (Besler, 2001). Des informations sur la séquence en acides aminés des peptides
peuvent étre obtenues grace a I’utilisation de la spectrométrie de masse en tandem (MS/MS).

Le premier spectrometre est utilisé pour séparer en fonction du rapport M/2 les oligopeptides
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d’un hydrolysat de protéines. L’oligopeptide ionisé et sélectionné est dirigé vers un second
spectrometre pour la fragmentation par collision avec des molécules d’helium ou d’argon. Un
grand nombre de séquences en acides aminés de protéines allergénes sont actuellement
disponibles dans des banques de données Genbank, EMBL (European Molecular Biology
Laboratory), Uni-Prot et PDB (Protein Data Bank). Ces banques fournissent des réponses sur
la fonction, les modifications post-traductionnelles, les domaines et les sites catalytiques

(Brusic et al., 2003).

3.4.3.4. Utilisation des modéles animaux dans les études des allergénes
Ces dernicres années, les recherches ont évalué les allergénes alimentaires principalement
par le biais d'analyses bio-informatiques, des simulations de digestion gastrique, d'analyses
sérologiques, des tests sur modeles cellulaires et des tests sur modele animal. Ce dernier, malgré
ses limites, reste la méthode la plus directe pour évaluer 1'allergénicité potentielle des aliments

(Huang et al., 2018).

Parmi les modeles murins d'allergie alimentaire, on peut distinguer (1) les modéles qui
¢tudient uniquement les réponses immunitaires envers les allergénes appliqués, tels que
l'induction de réponses Th2, la production d'IgE et d'IgG1, ou 'activation des mastocytes et (2)
les modeles qui essaient également pour recréer les symptomes cliniques de la réaction
allergique alimentaire tels que l'inflammation locale dans I'intestin, la bouche et le visage, les

réactions anaphylactiques et les changements de comportement (ex. activité réduite).

Les modeles qui étudient uniquement les réponses immunitaires envers les allergenes sont
principalement utilisés pour |'évaluation des risques liés aux protéines potentiellement
allergenes, tandis que les modéeles murins reflétant en outre la pathologie clinique associée a
l'allergie alimentaire peuvent en théorie €tre utilisés pour mieux comprendre les mécanismes
pathologiques sous-jacents et pour évaluer de nouvelles options de traitement (Hamilton &
Oppenheimer, 2015). Les plus grandes variations parmi les modeles murins développés se
trouvent dans la phase de sensibilisation. La voie d'application choisie, la dose, le nombre et la
fréquence des applications, ainsi que le choix de l'adjuvant, peuvent influencer de manicre
critique le succes de la sensibilisation. Bien que chaque allergene se comporte différemment,
en général, il a été démontré a plusieurs reprises que des quantités d'allergenes plus faibles ont
un potentiel de sensibilisation plus élevé que des doses d'allergénes plus élevées

correspondantes (Li et al., 2000).

En outre, d’autre facteurs peuvent influencer la réussite de la sensibilisation des animaux a
savoir : le régime alimentaire, le microbiome, la qualité des allergenes utilisés ainsi que les
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facteurs liés a 1'hote tels que la souche de souris choisie, le sexe et I'age des animaux, ainsi que
les différences génétiques entre les animaux qui peuvent également influencer le processus de

sensibilisation (Begh et al., 2016).

Enfin, la lecture des réactions allergiques induites est divisée en parametres cliniques et
immunologiques : les parameétres cliniques comprennent, le développement et la gravité de
l'anaphylaxie induite, les symptomes cliniques de l'inflammation gastro-intestinale, les
changements dans l'activité animale, la mobilité et le comportement sont étudiés (Fig.18). Les
parametres immunologiques comprennent généralement l'induction de la réponses Th2, la
production d'anticorps IgG1 et IgE totaux ou spécifiques a l'allergeéne, leur activité biologique
respective, l'activation des mastocytes induite, ainsi que les changements dans la fréquence, le

phénotype ou l'activation d'autres types de cellules immunitaires (Schiilke & Albrecht, 2019).

Figure 18. Configuration expérimentale, facteurs contribuant a la réussite de 1'établissement
et parametres de lecture généralement étudiés dans les modeles publiés d'allergie alimentaire
chez la souris (Schiilke & Albrecht, 2019).

Malgré que la caractérisation d’un modele d'allergie alimentaire a 1'aide de la température,
du taux d'lg, du phénotypage de l'infiltrat cellulaire et de la production de cytokines donne un
apercu de la réaction tout en nous donnant un apercu du degré de capacité sensibilisante de
l'allergene utilisé. Néanmoins, méme si les mesures in vivo et les expériences ex vivo nous
apportent de nombreuses réponses sur la réponse immunitaire et la phase de sensibilisation,
nous n'avons toujours pas une vision compléte des mécanismes immunitaires a l'origine de
chaque réaction. Il existe encore un fort besoin de mieux définir la réaction allergique pour

prédire les résultats cliniques de la sensibilisation aux nouvelles protéines alimentaires. Bien
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que les modeles actuellement disponibles soient adaptés a I'é¢tude de la physiopathologie de
l'allergie alimentaire, ils ne peuvent toujours pas prédire I'ampleur du potentiel allergique d'un
allergene particulier. Découvrir et mettre en évidence les molécules et les cellules impliquées a
la fois dans la sensibilisation et I'élicitation sont nécessaires pour améliorer les modéles
d'évaluation des risques et faciliter I'introduction de nouvelles sources de protéines dans notre

alimentation avec un faible risque de sensibilisation allergique.

3.4.3.6. Traitements d’actualité contre I’allergie a ’arachide

Au quotidien, I’allergie a I’arachide est une source de stress pour les personnes allergiques,
qui doivent sans cesse surveiller la composition de ce qu’ils mangent. Alors qu’il n’en existe
aucune solution pour le moment, un nouveau traitement de 1’allergie a I’arachide pourrait
bientdt protéger les personnes allergiques aux arachides d’une consommation accidentelle.
Plusieurs chercheurs ont exploré la possibilité de trouver un remede pour 1’allergie a 1’arachide.
Ainsi, de nombreuse solution ont été proposées qu’ils soient sous forme de médicament ou bien
sous forme de traitement. L.’équipe DBV technologies a ét¢ parmi les premicres équipes a
présenter un produit pour les patients allergiques aux arachides sous forme de patch. Ce remede,
a été présenté comme une solution radicale contre ce type d’allergie et avait eu récemment
I’approbation de la FDA (The United States Food and Drug Administration). Une équipe de la
société pharmaceutique Aimmune Therapeutics avait présenté une étude qui a été menée aupres
de 551 participants de 4 a 55 ans, dont la majorité (496 personnes) avait entre 4 et 17 ans. Le
traitement expérimental se présentait sous forme de gélules remplies d’une poudre a ’arachide,
en guise d’immunothérapie orale. L’idée était de traiter I’allergie en exposant progressivement
le corps a I’ingrédient pour lequel il est allergique, avec des doses de plus en plus grandes. Les
résultats de cette étude a I’issue de ’expérience, environ deux tiers (67%) des enfants et des
adolescents toléraient au moins 600 mg de protéines d'arachide, contre seulement 4% des
participants sous placebo. Hormis quelques maux de ventre au début, la plupart des participants

ont bien toléré ce traitement expérimental.

Dans le méme sens, une étude du Murdoch Children's Research Institute en Australie publiée
dans The Lancet Child and adolescent Health propose un début de solution pour I’allergie a
I’arachide. Pour cela les chercheurs ont étudié le cas de 48 enfants allergiques et leur ont fait
suivre différents traitements. Pendant les essais cliniques qui ont débuté en 2013, la moitié¢ des
enfants a regu un traitement appelé PPOIT contenant des probiotiques de souche lactobacillus
rhamnosus combinés a de la protéine d'arachide en dose croissante pendant dix-huit mois.

L'autre moitié s'est vue administrer un placebo. Au bout de dix-huit mois, 82% des enfants
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traités au PPOIT ont été reconnus tolérants a l'arachide contre 4% pour ceux qui ont recu le
placebo. Quatre ans plus tard, ils étaient 70% dans le premier groupe a avoir conservé cette
tolérance. Les auteurs de 1'étude parlent alors de tolérance acquise sur le long terme. Le plus
important avec cette découverte est que des enfants allergiques a I'arachide ont pu manger des

cacahuetes comme ceux qui n'ont aucune allergie.

Enfin, malgré la diversité des solutions proposées et les études accentuées sur
I’immunothérapie, 1’utilisation des variétés d’arachide hypoallergéniques reste le reméde le
plus efficace et le plus sir pour les personnes allergiques du moment qu’on ne peut toujours
pas mesurer les quantités exactes des cacahouctes qu’on peut avaler quand on mange, ni

maitriser la période d’assurance de la tolérance acquise (Feuille & Nowak-Wegrzyn, 2018).
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1. Présentation du matériel végétal et des sites de collecte
1.1. Présentation des sites de collecte
L’étude a porté sur des accessions d’arachides (Arachis hypogaea) collectées dans plusieurs
sites de culture répartis sur quatre wilayas d’Algérie a savoir : El Taref, El Oued, Ghardaia et

Adrar (Fig.1).

Figure 1. Carte des sites d'échantillonnage des accessions d'arachide étudiées.

1.2. Présentation du matériel végétal
Au total, 30 accessions ont été étudiées dont 14 accessions de la wilaya d’El Taref, 5 de la
wilaya de Ghardaia, 6 de la wilaya d’El Oued et 5 de la wilaya d’ Adrar. Le nombre d’individus
choisi par cultivars a varié entre 2 et 5, selon 1’aspect morphologique de la plante, faisant un

total de 90 accessions analysées (Tab.1).
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Tableau 1. Accessions d’arachide collectées et leurs origines.

Cultivars Région de la ] Zone. Carz.lcter.lsthue Wilaya
collecte géographique climatique
Berrihane 1 )
Berrihane 2 Berrihane, El Kala
Lama¥ss¥a 1 Lamaissia, El Kala
Lamaissia 2
Chefia 1
Chefia 2
Kala 1
Kala 2 El Kala Cotiere Subhumide Taref
Kala 3
Kala 4
FEl Frin
Boumalek
Oum Thoul Oum Tboul, El
Kala
Tonga-Ouest, El
Tonga-ouest Kala
Sebseb 1
Sebseb 2 Sebseb
Sebseb 3 Ghardaia
El Mansoura Fl Mansoura
Metlili Metlili
Boubeiadha 1 Boubeiadha, N(S);(;;:lfala
Boubeiadha 2 Taghzout
El oued 1 Guemar
El oued 2 Taghzout Saharien El Oued
(Bagouza)
El oued 3
El oued 4 El oved
Hiba 1 )
Hiba 2 Charouine
Adrar 1 Tmlrpogne (Ajdir) | Centre dela Adrar
Timimoune Sahara
Adrar 2 .
(Talmine)
Timimoune Timimoune

Les graines collectées ont fait d’abord 1’objet d’une culture sous une serre au niveau du

centre de recherche en biotechnologie de Constantine (CRBt). Pendant la durée de culture (9

mois) les plantes ont étés irriguées selon le besoin jusqu’a la récolte (Fig.2).
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Figure 2. Culture des accessions d’arachide dans la serre.

Partie I : Analyse de la diversité génétique
1. Caractérisation morphologique des plantes d’arachide

Traditionnellement, la diversité dans et entre les populations était déterminée en évaluant
des différences morphologiques (Idi Garba et al., 2015 ; Kushwah et al., 2016). Ces mesures
ont ’avantage d’étre facilement accessibles en utilisant des équipements simples. Dans le
présent travail quarante caractéres (morphométrique et agronomique) ont été étudiés,
I’investigation a ciblé 25 descripteurs morphologiques et 15 descripteurs agronomiques
sélectionnés a partir du manuel IBPGR / ICRISAT sur l'arachide (1992). Ainsi, les observations

ont porté sur un nombre de 2 a 5 individus par accession.

Les caracteres morphométriques décrivant la tige, les feuilles, les racines, les fleurs, les
gousses et les graines ont €té analysés en utilisant une loupe et un pied a coulisse. Les caracteres
de la feuille et de la tige ont été déterminés au niveau du premier nceud productif et les caracteres

des gousses et des graines ont été observés sur des gousses matures.

Chacun des caracteres morphologiques étudiés été soumis a une échelle d’évaluation allant

de 2 jusqu’a 15 états selon les observations enregistrées.

1.1. Descripteurs quantitatifs (agronomiques)
En plus de leurs importances agronomiques, les caracteres quantitatifs jouent un réle crucial
dans les études de la diversité génétique. Dans cette prospection, 15 caracteéres quantitatifs ont
¢été évalués et les résultats obtenus sont présentés sous forme des moyennes =+ les écarts types.

Enfin, les descripteurs ont été regroupés selon la partie étudiée de la plante comme suit :

47



Materiel et méthodes

1. La tige (3 caractéres) : La hauteur de la tige principale en cm, largeur ou étalement de
la plante en cm, et le nombre de jours jusqu’a la maturité de la plante.

2. Les fleurs (1 caractére) : Nombre de jours a la floraison, évaluer depuis la levée
jusqu’au stade ou 50% des plantes sont en floraison.

3. Les feuilles (4 caracteres) : Longueur de la foliole en mm, Largeur de la foliole en mm,
Surface de la feuille en cm?, et le contenu en chlorophylle en unité SPAD.

4. Les gousses (3 caractéres) : Longueur de la gousse en mm, Largeur de la gousse en mm,
et le poids de 10 gousses en g.

5. Les graines (4 caractéres) : Longueurs de la graine en mm, Largeur de la graine en mm,

% de la maticre grasse, et le poids de 100 graines en g.

1.1.1. Mesure du contenu en chlorophylle

Cette mesure a été effectuée en utilisant un Chlorophyll Meter (SPAD 502 plus) a pince. Cet
appareil mesure la teneur en chlorophylle en analysant le rapport des transmittances dans le
rouge et le proche infrarouge ou I’estimation de la teneur en chlorophylle est réalisée a partir
d’une relation empirique entre la transmittance et la concentration en chlorophylle. La précision
des estimations est toutefois limitée par I’influence de la structure de la feuille sur la
transmission (Hardacre et al, 1984 ; Yadava, 1986).
L’appareil a été utilisé pour effectuer 5 mesures différentes sur des feuilles choisies au hasard
sur la plante, les valeurs affichées sont comprises entre 0,0 et 99,9 unités SPAD (SPAD pour
Soil and Plant Analyze Developments) et sont corrélées avec la teneur en chlorophylle de la
feuille. Enfin, les résultats obtenus sont présentés sous forme de moyenne des répétitions +

I’écart type.

1.1.2. Mesure de la teneur en matiere grasse

La teneur en mati¢re grasse des différentes accessions a été évaluée en utilisant le soxhlet
(FOSS, SoxtecTM 8000). Ainsi, pour chaque gramme de la poudre d’arachide placé dans la
cartouche de I’appareil 25 ml d’hexane sont versé dans le godet correspondant. La teneur de la
maticre grasse est évaluée en calculant la différence entre le poids du godet vide pris avant
extraction et le poids du godet contenant la matiére grasse aprés extraction. Les résultats

obtenus sont exprimés en pourcentage + I’écart type.

1.2. Descripteurs qualitatifs (morphologiques)
Concernant les caracteres qualitatifs, la méthodologie de travail s’est basée sur une

appréciation visuelle des couleurs (selon les codes de la couleur RHS) et des formes suivant
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une codification des caracteres exprimés selon la codification du descripteur IBPGR / ICRISAT

de l'arachide (1992).

Le tableau 2 résume les caracteéres étudiés ainsi que les états et les codes utilisés.
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Tableau 2. Liste des caractéres qualitatifs, des Etats et des codes utilisés.

Partie de Caracteéres Codification / Etat Représentation schématique du caractere
la plante
Port de la plante | O— Erigé, 1— Rampant-1, 2-
Rampant-2, 3— Rampant-3, 4—
Etalé-2
| Rampant-1 | | Rampant-2 | | Rampant-3 | | Etalé-2 |
Mode 0— Irrégulier sans fleurs sur la
d’embranchement | tige principale, 1— Irrégulier
avec des fleurs sur la tige
principale, 2— Alterné, 3— En
série
Nombre - de | 0= Secondaire, 1= Tertiaire e || e e
branches
Tige  ['pigmentation de | 0~ Absente, |- Présente

la tige

Présente

Pilosité de la tige

0— Glabre, 1— Légerement
couverte de poils, poils rangés
sur une ou deux lignes le long
de la tige principale, 2—
Moyennement poilue, trois-
quatre lignes le long de I’axe
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principal, 3— Trés poilue, la
majorit¢ de la surface est
couverte de poils, 4— Laineuse

Fleurs

Densité des | 0— Modérée, 1— Elevée
branches - i\
Type 0— Simple, 1— Composé

d’inflorescence

Pigmentation du

0— Absente, 1— Présente

gynophore

Couleur des | 0—Jaune 9B 1- Orange 24A
marqueurs du

pétale de

I’étendard

Distribution des
fleurs

0— Alterne 1- Complexe 2—
Continue

Continue

Complexe
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Forme de la
Foliole

0— Oblongue-lancéolée, 1—
Oblongue, 2— Obovale, 3—
Ovale 4— Suborbiculaire, 5—
Large-elliptique, 6— Etroite-

Oblongue-
Elliptique 9-

elliptique 7-
elliptique 8—
Cun¢iforme

Oblongue

Oblongue || Obovale | Ovale || Suborbiculaire

Large-
elliptique

Etroite-
elliptique

| Oblongue | Elliptique | Cunéiforme

Pilosité de la

foliole

0— Presque glabre sur les deux
surfaces, 1— Presque glabre en
dessus, poilue en dessous, 2—
Presque glabre en dessus,

Feuilles poilue et/ou couverte de soie
en dessous
Marge de la 0— Entiere, 1- Poilue
foliole
Sommet de la 0— Obtus, 1- Aigu
foliole
Couleur de la 0— Vert 129 1-Vert 134 A
feuille 2—Vert 135 3—Vert 140 B
4-Vert 142 5— Jaune-vert
144 C 6— Jaune-vert 149
Capacité de 0— Sans nodules, 1- Avec
nodulation nodules
Racine

Sans nodules

| | Avec nodules
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Etranglement de
la gousse

0— Sans étranglement, 1-
Léger, 2—Modéré, 3— Profond,
4— Tres profond

Sans étranglement | | Léger | | Modéré | | Profond | | Trés profond
Réticulation de la | 0— Sans réticulation, 1—
gousse Légere, 2—  Modérée, 3—
Proéminente, 4— Trés
proéminente
Sans réticulation | Légeére | | Modérée | | Proéminente | Sans proéminente
Gousse ;
Bec de la gousse | 0— Sans bec, 1- Mince, 2—
Modéré, 3—Prononcé, 4—Tres
prononce
Sans bec | | Mince | | Modéré | | Prononcé | | Trés prononcé
Texture de la 0— Fine 1- Moyenne 2-
gousse Grossiere
Nombre de graine | 0—2-1 1-2-3-1/2-1-3 2-3-
par gousse 2-1/3-1-2
. Aspect du 0— Une seule couleur, 1-
Graine , . ) ,
tegument Graine bigarrée

Une seule couleur

| Graine bigarrée
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Forme de la
graine

0— Ronde 1- Ovale 2-
Oblongue 3- Cylindrique

Ovale

| | Oblongue | | Cylindrique

|

Couleur du
tégument de la
graine

0—Orange-jaune 6 1—Orange-
jaune 19 2— Orange 26 3—
Orange 28 4— Orange 29 5-
Rouge-orange 31 6— Rouge-
orange 33 7— Rouge-orange
34 8- Rouge-orange 35 9-
Rose-rouge 37 10—  Gris-
orange 165 11— Gris-orange
172 12—-Gris-orange 175 13—
Gris-orange 177 14— Gris-
orange 178

Couleur de la
graine

O— Jaune 1 1- Jaune 4 2-
Jaune 5 3—Jaune 8 4— Jaune
10 5—Jaune 13
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2. Caractérisation Biochimique

Les marqueurs protéiques (généralement appelés marqueurs biochimiques) sont des
marqueurs qui étudient les protéines de réserve en utilisant I’avantage des propriétés de
migration de ces dernicéres sous un champ électrique. Ainsi, 1’électrophorése représente une
technique clé pour I’étude des polymorphismes d’une ou plusieurs protéines. Cependant, les
marqueurs protéiques peuvent étre limités par une influence environnementale et des
modifications au cours des différents stades de développement (Kremer, 2000). Malgré cela,
les protéines de réserve constituent un complément robuste a 1’analyse morphométrique des

individus.

2.1. Extraction des protéines de réserve

L’extraction des protéines de réserve a été effectuée selon le protocole décrit par Singh et
al., 1991 avec quelques modifications. Apres avoir retiré la membrane externe, les graines
d’arachide ont été finement broyées et dégraissées a I’hexane pendant une nuit sous une douce
agitation (10 ml/g de poids sec). La poudre a été par la suite filtrée puis séchée a 1’aire libre.
Apres séchage, 100 ul de la solution d’extraction fraichement préparée (Annexe 1) ont été
rajouté a 100 mg de la poudre d’arachide séche, le mélange a été incubé pendant 1 heure sous
agitation a température ambiante puis centrifugé 1 min a 10000 g. Le surnageant a été enfin

récupéré dans un tube propre et conservé a -20°C jusqu’a utilisation.

2.2. Electrophorése sur gel de polyacrylamide dans les conditions dénaturantes (SDS-
PAGE)

La séparation des protéines de réserve extraites par électrophorese a été effectuée sur un gel
de polyacrylamide vertical a concentration de 12% (Annexe 2) dans les conditions dénaturantes
selon la méthode décrite par Laemmli (1970). La migration a été effectuée sous un courant
constant de 40 mA pendant 120 minutes. Apres la fin de la migration, les gels ont ét¢ démoulés
puis incubés sous agitation dans une solution de coloration (Annexe 2) pendant une nuit. Afin
de visualiser les bandes des protéines, I’exces de coloration dans le gel a été éliminé en utilisant
une solution de décoloration (Annexe 2). Enfin les gels ont ét€ scannés en utilisant un systeme
d’imagerie (Gel Doc XR+, Biorad), puis analysé par le logiciel Image Lab version 5.1 (Biorad)
afin d’estimer I’intensité¢ des bandes et d’identifier le poids moléculaire en se référant a un

marqueur de taille (Protein ladder, Fisher Bioreagents).
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3. Caractérisation moléculaire
Les marqueurs moléculaires concernent la molécule d’ADN, ils sont considérés comme des
mesures objectives de la variation vue qu’ils ne sont pas soumis aux influences de

I’environnement, ni au stade de développement de la plante (Tagu & Moussard, 2006).

3.1. Extraction de ’ADN

L’extraction de I’ADN total a ¢été effectuée a partir de petites folioles fraiches des 30
cultivars d’arachide selon la méthode de CTAB (Annexe 3) décrite par Doyle & Dyle (1990).
En bref, trois étapes principales ont été exécutées : une extraction de I’ADN avec le tampon
CTAB 2%, une ¢limination des protéines par le phénol et isolement des molécules de I’ADN,
une précipitation de I’ADN avec de I’isopropanol. Enfin, plusieurs étapes de lavage et de
purification ont été effectuées dans le but d’éliminer les inhibiteurs de la PCR et d’améliorer la
qualité de I’ADN extrait. La pelote de I’ADN ainsi obtenue est solubilisée dans le tampon TE
0.1X et traitée avec de ’RNase. La concentration et la qualité de I’ADN extrait ont été évaluées

par le spectrophotométre Nanodrop 8000 (Thermo fisher), et sur un gel d'agarose a 0,8 %.

3.2. Vérification de la qualité et de la quantité des ADN extraits
La qualité et la quantité des ADN extraits ont ét¢ analysées dans un premier temps par
électrophorese sur un gel d’agarose (Annexe 4). Tout d’abord, un gel d’agarose a 0,8% a été
préparé sur lequel 5 pl de chaque échantillon d’ADN mélangé avec 1ul du tampon de charge
ont été déposés dans les puits. La migration a été effectuée dans un tampon TBEXI1 sous une

tension de 80V, et les gels ont été visualisés sous une lumiere UV.

Les extraits d’ADN ont été également analysés par le spectrophotométre Nanodrop 8000

afin d’estimer la concentration et d’évaluer les contaminations en sel et en ARN.

3.3. Choix des marqueurs SSR

Plusieurs travaux se sont intéressés a 1’é¢tude de la diversité génétique de 1’arachide et
I’identification des cultivars ayant des caractéristiques agronomiques importantes comme le
rendement et le contenu en matiére grasse (Knauft & Gorbet, 1989 ; de Carvalho Moretzsohn
et al., 2004 ; Al-Saghir & Abdel-Salam, 2015). Parmi les marqueurs moléculaires étudiés, on
trouve les RAPD (Halward et al., 1991; Subramanian et al., 2000), I’AFLP (Gimenes et al.,
2002; Herselman, 2003), les ISSR (Raina et al., 2001) et les SSR (Halward et al., 1991, Paik-
Roetal., 1992; Kochert et al., 1996; He et al., 2005), les marqueurs microsatellites (SSR) étaient

les plus discriminants et les mieux adaptés pour apprécier la diversité des cultivars de 1’arachide
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(Hopkins & Casa, 1999; Ferguson et al., 2004; Mace et al., 2006). Dans le présent travail 11
loci ont été sélectionnés suivant leur polymorphisme et reproductibilité afin d’apprécier la
diversité génétique dans une collection de 68 cultivars sélectionnés sur la base de leur origine
géographique et aspect morphologique. Le tableau 3 résume les propriétés des amorces

étudiées.

Tableau 3. Liste des SSRs utilisés et leurs caractéristiques.

N° | Marqueur Séquence forward 5°-3’ Ta °C Référence

1 Lec-1 CAAGCATCAACAACAACGA 57 | Hopkins et al., 1999

2 TC3H07 | CAATGGGAGGCAAATCAAGT 60 | Hopkins et al., 1999

3 S-90 GAGAGCGAAAGAGAACGAGAC 57 | Wang et al., 2007

4 GA35 CAAAGTTTGCAGTGATTTTGTTG 60 | Lietal., 2011

5 Ah4-26 | TGGAATCTATTGCTCATCGGCTCTG 65 | Hopkins et al., 1999

6 PM3 GAAAGAAATTATACACTCCAATTATGC 57 | Heetal., 2003

7 S-31 GGCGGCGATGTAGAACCCTCCAGTAG 60 | Wang et al., 2007

8 Seql3E9 | GGAGGAGGACGACGATGATA 60 | Ferguson et al., 2005

9 TC11A04 | ACTCTGCATGGATGGCTACAG 60 Moretzsohn et al., 2005
10 Ah3 TCGGAGAACAAGCACACATC 60 Gimenes et al., 2007

11 TCI1EO1 | CAGCAAAGAGTCGTCAGTCG 60 | Moretzsohn et al., 2005

3.4. Réaction d’amplification en chaine (PCR)

Les réactions de PCR ont été réalisées dans un volume de 25 pl contenant 1 x tampon Go
Taq, 2 mM de MgCl,, 0,2 uM de chaque amorce, 0,2 mM de chaque dNTP, 0,04 U d'ADN
polymérase Go Taq (Promega, Madison, USA) et 2 ul de I’ADN extrait. Enfin, le volume a été
complété a 25 pl avec de l'eau ultra-pure stérile. L'amplification a été réalisée dans un
thermocycleur Biorad C1000 en utilisant le profil thermique suivant : 95°C pendant 5 min avec
35 cycles de 95°C pendant 60s, 57°C - 65°C (selon la température d’alignement des amorces)
pendant 60s, 72°C pendant 60s, et une extension finale a 72°C pendant 5 min. La réussite de la
réaction PCR a été vérifiée sur un gel d'agarose a 1,2 % avant l'identification des tailles des
amplicons sur électrophorese capillaire et électrophorése sur gel de polyacrylamide non

dénaturante (PAGE).

3.4.1. Electrophorése sur gel de polyacrylamide (PAGE)
La technique PAGE est une technique qui permet de séparer des fragments d'ADN ayant au
moins une différence de deux paires de bases, cette technique a été utilisée pour analyser les

marqueurs microsatellites comme rapporté par Morgante et Olivieri (1993).
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Dans le présent travail, un gel de polyacrylamide de 6% a été préparé a partir d’une solution
a 40% d'acrylamide-N,N'-méthyléne bisacrylamide (19:1), du TBE X10, de ’APS et du
TEMED (Annexe 5). Le gel est ensuite coulé horizontalement sur des plaques prétraitées avec
du Bind silane et du Repel Silane (Annexe 5) permettant 1’adhérence du gel sur la face de la
plaque pleine et sa répulsion par la face de la plaque encoche, respectivement. Apres 1’insertion
des peignes, les plaques de verre avec la solution du gel ont ét¢ maintenues a température

ambiante pendant une nuit pour permettre la polymérisation du gel.

Apres polymérisation du gel, 10 ul des produits PCR ont été séparés sur le gel dans un
tampon TBE X1 pendant 2h a 300V. Les amplicons séparés ont été visualisés par une coloration
de nitrate d’argent selon les étapes décrite par Benbouza et al., (2006) (Annexe 5). Les gels ont
été scannés par le systéme d’imagerie Gel Doc XR+, Biorad, puis analysés par le logiciel Image
Lab version 5.1 (Biorad) afin d’identifier les tailles des amplicons par référence au marqueur

de taille pUC19 (Sau3A I Digest Invitrogen, USA).

3.4.2. Electrophorése capillaire sur séquenceur ABI 35000XL genetic analyzer

L'¢lectrophorése capillaire a été utilisée pour analyser les alléles ayant une différence d’une
paire de base en utilisant des amorces précédemment marquées avec des fluorochromes sur
leurs extrémités 5°. Dans une microplaque de PCR, 1 pl de chaque produit de PCR et du
standard (standard GeneScan 600 LIZ, Applied Biosystems) ont ét¢ mélangés avec 1 pl de
formamide, le mélange a été dénaturé a 95°C pendant 5 min puis analysé par électrophorése
capillaire sur un séquenceur ABI 35000XL Genetic Analyzer Applied Biosystems. Enfin, les
pics enregistrés ont été traités par le logiciel GeneMapper v5 (Applied Biosystems) afin
d’identifier la taille des alleles. Chaque réaction PCR et électrophorése capillaire ont été

répétées au moins deux fois pour s’assurer de la reproductibilité des résultats.

4. Analyses des données morphologiques, biochimiques et moléculaires
4.1. Données morphologiques

4.1.1. Analyse des données quantitatives

Les données quantitatives ont fait d’abord 1’objet d’une analyse descriptive et des tests
ANOVA. Apres avoir déterminé les moyennes, les écarts types et les coefficients de variation,
la matrice de corrélation a été construite afin d’identifier la relation entre les caractéres.
L’homogénéité des variances a été également vérifiée en utilisant le test de Breusch pagan avant
de lancer une analyse ANOVA a partir du tableau des fréquences en utilisant le test de Tukey
(»<0,05) en utilisant le logiciel XLSTAT (Version 2016.02.28451).
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4.1.2. Analyse des données qualitatives

Les caracteres qualitatifs ont été tout d’abord codifiés en utilisant des valeurs modeles
suivant les états observés pour chaque caractére dans le but d’obtenir une estimation descriptive.
Afin d’approfondir la description statistique une table des fréquences a été établie et étant donné
que le degré de relation existant entre les caractéres et les individus ne peut étre établi avec la
simple observation des fréquences obtenues dans la table, une étude de 1’impact de chaque

caractére sur la classification des individus a été effectuée.

La structure de la diversité morphologique a été enfin décrite a l'aide de l'analyse en
composantes principales (ACP) pour expliquer I'importance des caracteéres étudiés (qu’ils soient
quantitatifs ou qualitatifs) responsables de la variation parmi les génotypes d'arachide. La
classification ascendante hiérarchique (CAH) a été également étudiée pour explorer la relation
entre les accessions d'arachide en utilisant la méthode des groupes de paires non pondérées avec
moyenne arithmétique (UPGMA). Toutes les analyses décrites précédemment ont été réalisées

a l'aide du logiciel d'analyse de données XLSTAT (Version 2016.02.28451).

4.2. Analyse des données biochimiques
Concernant I'analyse des données des protéines de réserve, les profils électrophorétiques ont
¢été analysés a l'aide du logiciel Image Lab version 5.1 (Biorad). La présence/absence d'une
bande a été notée comme 1/0, respectivement, la matrice binaire a été utilisée pour calculer les
distances génétiques par paire. Enfin, le dendrogramme décrivant les distances génétiques entre

les accessions méthode UPGMA a été tracé.

4.3. Analyse des données moléculaires

A partir des données moléculaires obtenues, plusieurs analyses ont été effectuées afin
d’évaluer la diversité génétique et le degré informatif des SSR utilisés. Tout d’abord, les
parametres génétiques ont €té calculés sur la base des résultats d’amplification obtenus sur les
68 individus avec les 11 microsatellites amplifiés. La diversité génétique intra-population et
inter-population a été également estimée a ’aide de calcul de plusieurs indices génétiques
(Tableau 4). Compte tenu de la nature tétraploide de 1’arachide, le logiciel Polysat (Clark et
Drauch Schreier, 2017) a été utilisé pour transformer les données génotypiques en fichiers
GenoDive (Meirmans, 2020) et STRUCTURE (Pritchard et al., 2000). Toutefois, la population

¢tudiée a été subdivisée en quatre sous populations suivant I’origine des individus.
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4.3.1. Etude de la diversité génétique
Plusieurs indices génétiques ont été calculés a savoir :

1. Le nombre d’alléle par locus (N) : comme son nom I’indique ce paramétre représente
le nombre d’all¢le recensé par locus.

2. Fréquence allélique par population : qui représente le taux de présence d'un all¢le au
sein d'une population.

3. Les alléles rares : ce paramétre représente le nombre d’alléles ayant une fréquence
inférieure ou égale a 0,05

4. Les alléles uniques : ce parametre représente le nombre d’alléles ayant une fréquence
inférieure ou égale a 0,01

5. Hétérozygotie : sous I’hypothése de Hardy-Weinberg, I’hétérozygotie attendue (He) et
observée (Ho) ont été calculées ou He représente la probabilit¢ qu’un individu soit
hétérozygote pour un locus donné et est calculée a partir des fréquences alléliques
déterminées pour chaque locus a ’aide de la formule : He = 1 — Ypi?, tel que pi est la
fréquence de 1’allele i. Ho représente la proportion d’individus hétérozygotes au locus 1
selon la formule suivante : Ho = 1/1 X pi, ou pi est le nombre d’hétérozygotes observés
pour le locus i, et | représente le nombre totale des génotypes analysés pour ce méme
locus (Nei, 1987).

6. Indice de fixation (G’st) : il exprime la probabilité qu’un all¢le soit hétérozygote pour
un individu de la population dans un méme locus, ce parametre est calculé a 1'écart de
1'équilibre de Hardy Weinberg et sa valeur varie entre 0 et 1 (Wright, 1965).

7. Le ‘Polymorphic information content (PIC) : cet indice a été introduit pour la
premicre fois par Botstein (1980). Il permet de donner une appréciation sur 1’information
que peut donner un marqueur sur I’hétérozygotie. Plus le marqueur est polymorphe, plus
la fréquence des hétérozygotes a ce locus est €élevée et par conséquent plus ce marqueur
sera utile pour les analyses de parenté et de sélection génétique. Plus simplement, c'est
la probabilit¢ qu’un individu soit hétérozygote a un locus. Il est calculé par la formule

suivante :

» » »
PIC=1-Y pE =Y. 3 20Pp}
i=1 i=1j=i+1
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4.3.2. Distance génétique entre les accessions et arbre phylogénétique

Afin d’évaluer les relations génétiques entre les individus de la population étudiée, les
différents alleles identifiés ont été représentés dans une matrice binaire 1/0 ou 1 signifie la
présence de ’allele et O signifie son absence. La proportion des fragments amplifiés similaires
a été utilisée pour obtenir une matrice de similarité basée sur le coefficient SM (Simpe Match)
cette dernicre a servi pour tracer le dendrogramme par la méthode (Nei and Li, 1979) a l'aide
du logiciel NTSYS-pc 2.11 (Exeter Software, Setauket, NY). Le coefficient de la corrélation
cophenetique a été estimé en comparant avec le test de Mantel la matrice cophenetique obtenue
a partir du dendrogramme avec la matrice de similarité originale. Les valeurs du bootstrap ont
été obtenues a partir de 1000 répétitions en utilisant le logiciel TREECON1.3b (Van De Peer
et De Wachter, 1994).

Les relations multivariées entre les 68 accessions d'arachide étudiées ont été évaluées par
l'analyse en composantes principales (ACP) a l'aide du logiciel NTSYS-pc 2.11. Les accessions
ont été projetées le long des trois premiers axes principaux pour visualiser les affinités

génétiques.

4.3.3. Structuration de la diversité génétique
Le but de cette analyse est de vérifier la subdivision de la population étudiée au niveau
hiérarchique, autrement dit en deux ou plusieurs sous populations se regroupant par des profils

génétiques semblables.

La structure génétique de la population a été analysée sur la base du regroupement bayésien
a l'aide du logiciel STRUCTURE 2.3.4. Le mod¢le de STRUCTURE suppose I’existence de K
populations (non prédéfinies), et chacune d’entre elles est caractérisée a chaque locus par un
ensemble de fréquences alléliques. L’objectif de STRUCTURE est d’estimer conjointement les
fréquences alléliques au sein des différentes populations et les coefficients d’appartenance ou
de métissage des individus pour chaque population. Pour les valeurs de clusterde K=1aK =
10, un modele « admixture » et un modele de « fréquence d'allele corrélé » ont été utilisés pour
exécuter un algorithme de simulation de Monte Carlo a chaine de Markov (MCMC).
STRUCTURE cherche donc a créer des populations afin de minimiser 1’écart a 1’équilibre de

Hardy-Weinberg au sein de chacune d’elles.

Pour chaque valeur de K, le calcul a été répété 10 fois, chaque exécution a été appliquée

avec un ‘burn-in period’ de 10,000 suivis par 100,000 ‘Monte Carlo Markov Chain’ répétitions
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pour estimer la proportion des pools génétiques pour chaque individu (Q). L'algorithme
d'Evanno (Evanno et al., 2005) a été calculé pour déterminer le nombre optimal de valeur K a
l'aide du logiciel STRUCTURE Harvester (Earl, 2012). Les accessions avec des proportions de
membres (valeur Q) > 70 % ont été considérées comme pures et faisant partie de leur groupe
correspondant, tandis que les accessions avec des proportions de membres inférieures a 70 %
ont été considérées comme des mélanges. Pour minimiser la variance entre toutes les répliques
de la valeur K sélectionnée, le programme CLUMPP version 1.1 (Jakobsson et Rosenberg,
2007) a été utilisé pour générer un seul fichier de matrice Q visualisé avec une interface en ligne

appelée STRUCTURE PLOT (Ramasamy et al., 2014).

Enfin, I’analyse de la variance moléculaire (AMOVA pour Analysis of MOlecular
VAriance) a ¢té réalisée en utilisant le logiciel Genodive entre et a I’intérieur des groupes
générés par STRUCTURE afin de confirmer I’existence d’une structuration hiérarchique en

calculant les G-statistiques : Gis et Gst tel que :

Gst : représente la variabilité entre les sous populations par rapport a la population totale, 11
traduit le déficit en hétérozygotes di a la subdivision de la population en sous populations
et mesure le niveau de différenciation génétique entre les sous populations. Ce déficit en
hétérozygotes est souvent attribué au dérivé génétique et/ou a un flux de génes limités. Donc,
il mesure la réduction relative des hétérozygotes, liée aux différences alléliques entre sous
populations. C’est un indice de diversification des populations. Sa valeur varie entre 0 (pas de
différence) et 1 (completement différent, pas d'alleles communs). Lorsqu'il n'y a pas de
différences de fréquence allélique entre les sous populations Gst prend alors la valeur de 0.
Cependant, si I’indice Gst est égal a 1, cela signifie qu’aucun allele n'est partagé entre les sous

populations.

Ht — He

Gst =
S Ht

Gis : représente I’indice de consanguinité qui représente la variabilité des individus relatifs
aux sous populations et mesure la réduction de I’hétérozygotie due a des croisements non

aléatoires au sein des sous populations. Il varie entre -1 et 1 et est calculé comme suit :

He — Ho

Gis =
is e
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Partie II : Recherche et caractérisation des allergenes de I’arachide

1. Création de modéle de souris allergiques aux arachides
1.1. Choix de ’animal
1.1.1. Souche de ’animal
Les animaux utilisés dans le présent travail sont des souris de souche Balb/c. La grande
homologie du systéme immunitaire de ces animaux avec celle de I’homme, leur permet d’imiter
la réponse de ce dernier lors d’une provocation par des allergénes alimentaires et de produire

une grande quantité d’anticorps spécifique de classe IgE (Zhou et al., 2016).

1.1.2. L’age de ’animal

Hansen et al., 2011 ont étudié¢ I’interaction entre 1’age, le sexe et la dose des allergénes a
administrer en utilisant un mod¢le animal de souris balb/c, les résultats obtenus ont révélé que
les souris agées de 6 semaines présentent une réponse immunitaire qui se caractérise par une

production maximale des anticorps de type IgE et IgG1.

1.1.3. Sexe de I’animal
Dans notre étude des souris de sexe femelle ont été utilisées. Ces dernieres, (contrairement
aux souris de sexe male) sont capables de produire des anticorps spécifiques (majoritairement

de type IgE) contre les protéines de l'arachide étudié¢es (Orgel & Kulis, 2018).

1.2. Choix des variétés
Suivant les résultats de la diversité génétique obtenus dans la premiere partie du travail, six
variétés génétiquement distantes ont été choisies pour effectuer I’étude in vivo (Tab.4). Le choix
a porté sur des variétés appartenant au deux sous especes ¢tudiées et ayant différente origine

géographique.

Tableau 4. Nom et origine des variétés utilisées pour 1’étude /n vivo.

Variété utilisé pour Origine Groupe de souris Nombre de

I’immunisation géographique correspondant souris / lot
Berrihane 01 Gl 10
Lamaissia 01 Taref G2 10
Sebseb 01 G3 10
El Oued 01 Ghardaia G4 10
El Frin El Oued G5 10
Timimoune Adrar G6 10
/ / Controle 10
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Soixante-dix souris ont été utilisées dans cette expérience. En plus du lot témoin, un lot de
10 souris a été utilis€ pour chacune des variétés étudiées. L'expérience est réalisée avec
'approbation du Comité d'éthique local du centre de recherche en biotechnologie (CRBt). Les
animaux ont été hébergés a I'animalerie du CRBt sur un cycle lumicre/obscurité de 12 h et une
température de 22 + 03°C, dans des cages en polystyréne sur litiere de copeaux de bois. Les
cages ¢taient nettoyées chaque 2 jours et la nourriture et 1’eau ont été fournies selon les besoins.
Le protocole d’induction de [D’allergie a I’arachide est mis en route aprés 15 jours

d’acclimatation des souris.

1.3. Extraction des protéines totales

L'extrait de protéine d'arachide a été préparé suivant la méthode de Duarte et al., 2011 avec
quelques modifications. En bref, les protéines de I’arachide ont été extraites dans 50 ml de
tampon phosphate 20 mM (pH 7.,4) a partir de 10 g de farine d'arachide dégraissée avec de
I’hexane. Le mélange a été centrifugé pendant 30 min a 3000g et 4°C. Apres centrifugation, le
surnageant récupéré a été centrifugé pour une deuxieme fois a une vitesse de 10 000g pendant
30 min a 4°C. Le surnageant final a été lyophilisé et conservé a 4°C. Afin de vérifier I'efficacité
du protocole de d’extraction et vérifier la présence des allergénes principaux, les extraits
protéiques ont été analysés en utilisant la méthode de Bradford et le gel de polyacrylamide dans

les conditions dénaturante (SDS PAGE) selon la méthode de Laemmli (1970).

1.3.1. Dosage des protéines par la méthode de Bradford

Afin de mesurer la concentration des protéines dans les extraits lyophilisés, 20 ul de de la
solution protéique (1mg/ml) et des dilutions de la gamme de BSA (Annexe 6) ont été mélangés
avec 180 pul de la solution de Bradford (Bradford Reagent, SIGMA) dans une microplaque a 96
puits. Le mélange a été incubé a I’obscurité pendant 20 min avant d’effectuer une mesure de
I’absorbance a 595 nm sur un lecteur de microplaque (EnSpir, Multimode Plate Reader).
Chaque mesure a été effectuée en trois répétitions et les résultats ont été présentés sous forme

de la moyenne =+ I’écart type.

1.4. Choix de I’adjuvant
L’hydroxyde d’aluminium est I’un des adjuvants les plus utilisés dans le domaine de la
vaccination, son mécanisme d’action repose sur son effet de dépot au site d’injection ce qui
conduit & un relargage progressif de I’antigene (80 % des antigénes protéiques sont relachés

dans les heures qui suivent I’injection). Les sels d’aluminium induisent par ailleurs la
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différenciation des macrophages en cellules dendritiques et favorisent la production de réponses

immunitaires Th2 et d’anticorps (Blin, 2019).

Les antigenes vaccinaux de poids moléculaire élevé ayant une charge négative a pH 7 sont
capables de s’adsorber a la surface des agrégats du gel aluminique, mais sans pénétrer a
I’intérieur de la structure. Ce phénoméne d’adsorption a des impacts directs sur I’activité¢ du
vaccin. On a montré chez I’animal une corrélation entre la capacité d’adsorption de I’ AI(OH)3
et la réponse immunitaire aux vaccins tétanique et diphtérique : plus la capacité d’adsorption

est forte et plus 1’activité de ces vaccins est élevée (Gupta & Siber, 1995).

1.5. Choix de la voie d’induction

Bien que plusieurs chercheurs aient adopté la voie orale pour induire une allergie alimentaire
chez les souris (Liu et al., 2008 ; Rupa et al., 2012), cette derni¢re présente le risque de
provoquer une tolérance des allergeénes introduits, particuliérement dans le cas d’utilisation de
faible dose d’allergenes, d’immuniser avec un aliment hypoallergénique et/ou de créer un
modele animal sans adjuvant. Les variétés d’arachide utilisées dans notre étude n’ont jamais
fait 1’objet d’investigation sur leur pouvoir allergénique c’est la raison pour laquelle la voie
intrapéritonéale est considérée comme le meilleur choix dans notre cas. Dans ce méme contexte,
I’é¢tude de Karine adel-patient et ses collaboratrices réalisées en 2005 pour évaluer la réaction
anaphylactique des souris Balb/c contre 1’arachide et le lait de vache a montré une réaction
comparable entre les souris sensibilisées par la voie orale et celles sensibilisées par la voie

intrapéritoné€ale surtout sur le plan de production d’anticorps spécifiques de type IgE et IgG1.

2. Induction de I’allergie aux protéines de I’arachide chez les souris Balb/c

Tous les groupes de souris traitées ont regu des injections intrapéritonéales (ip) de 10 pg de
protéines d’arachide adsorbées sur 2 mg d'alum [AI(OH)3] dans un volume de 0,1 ml de tampon
PBS 0,1X, pH 7,4 (Annexe 7). Les injections sont effectué¢es dans les jours 0, 14, 21 et 28
(HogenEsch, 2002). Les souris ont recu une dose de Img de protéine dissoute dans le méme
volume du tampon en absence d’adjuvant au jour 35 afin de provoquer la réaction allergique et
d’évaluer les symptomes du choc anaphylactique. En parallele, un groupe de 10 souris a été
utilis¢é comme lot témoin n’ayant regu que des injections de 100ul de tampon PBS sans

protéines et sans adjuvant (Figure 2).
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Des échantillons de sang ont été prélevés a partir de 1’aorte abdominale 2 heures avant
I’injection pour les jours de sensibilisation 0, 14, 21 et le jour 28 et 30 minutes aprés I’injection
pour le jour du test de provocation (jour 35). Enfin, les échantillons de sang récupéré ont été

centrifugé et le sérum récupéré a été conservé a -20°C jusqu’a utilisation ultérieure.

Figure 3. Schéma du calendrier des immunisations.

Des prélévements du jéjunum des souris ont été également effectuer pour tous les lots de

souris traitées et le lot de souris témoins (Figure 3).

Jéjunum

Aorte
abdominale

(a) (b

Figure 4. Dissection de souris (a) aorte abdominale (b) prélévement du jéjunum

66



Matériel et méthodes

2.1. Dosage des anticorps par la technique ELISA

Les titres d’anticorps spécifiques pour les différents isotypes d’immunoglobulines : IgG
totale, IgG1, IgG2a et IgE ont ét€¢ mesurés par la technique ELISA de type indirect et de type
sandwich en utilisant des microplaques de 96 puits a fond plat. Tout d’abord, la plaque a été
sensibilisée par 100 ul de protéine des différentes variétés a une concentration de 15ug/ml pour
les isotypes IgG et 100ug/ml pour les IgE, la plaque a été ensuite incubée pendant une nuit a
4°C sous une agitation douce. Apres trois lavages avec du PBS, Tween 20, 0,05% (PBS/Tw),
150 pl de PBS-Tween, BSA 3% sont déposés dans les puits et la microplaque est incubée
pendant deux heure a 37 °C sous agitation. Apres incubation, les puits ont été lavés trois fois
avec du PBS-Tween avant d’étre incubés avec 100 ul du sérum des souris dilués dans du PBS-
Tween BSA 1%, (1:1000 pour les isotypes IgG et 1:50 pour les anticorps IgE) puis incubés
pendant 2 h a 37°C sous agitation. Un autre lavage est effectué avec du PBS/Tw avant le dépot
de 100 pl des anticorps secondaires conjugués a la peroxydase de raifort (HRP) (une dilution
de 1:2500, Invitrogen, 62-6520 pour les IgGt ; une dilution de 1:7500, Abcam, ab97240 pour
les IgG1 et une dilution de 1:4000, Southernbiotech, 1110-05 pour les IgE) et I’incubation de
la plaque pendant 90 min a 37°C sous agitation. Aprés 1’incubation, 1’exces des anticorps
secondaires est ¢liminé par trois lavages avec du PBS/Tw. Enfin, 100 pl d’une solution
fraichement préparée de I’ H>O; associée au chromogéne OPD (Ortho Phényl Diamine, SIGMA
p8287) (Annexe 7) ont été ajoutés a chaque puits et la réaction a été arrétée aprés 30 min en
ajoutant 50 pl de I’acide sulfurique (H2SO4 2N). L’absorbance a 490 nm a été mesurée en
utilisant un lecteur de microplaque (EnSpir, Multimode Plate Reader). Les concentrations des
IgE dirigées contre les allergenes de 1’arachide ont été déterminées en utilisant des anticorps
IgE de souris non marquées (Southernbiotech, 1110-01) comme standard. Des témoins négatifs
sont inclus dans chaque plaque afin de controler la spécificité et la sensibilité de chaque mesure.
Par ailleurs, la concentration de la sous classe des anticorps de type IgG2a a été mesuré en
utilisant un kit de dosage par la technique ELISA de type sandwich (IgG2a Mouse Uncoated
ELISA Kit 88-50420-88) contre une gamme de contrdle.

2.2. Détection des allergénes par western blot (Immunoempreinte)
Les protéines extraites des graines d’arachides ont été utilisé pour effectuer un immun-
transfert indirect des IgE. Tout d’abord, les protéines ont été séparés sur un gel de
polyacrylamide a gradient (6-15%). Apres la migration, le gel a ét€¢ démoulé puis tromper dans

le tampon de Transfer durant 1 a 2 minutes (25 mM Tris, 192 mM glycine, 0,05 % SDS, 10 %
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méthanol, pH 8,3). Le gel est placé par la suite dans la cassette du transfert ou le sandwich se
compose d’une membrane de PVDF (Amersham Hybond Sequencing 0,2 um) activé par le
méthanol, 2 feuilles de papier wattman et deux éponges. Le transfert a été effectué¢ avec un
courant de 220mA pendant 12 min dans un milieu semi sec. La membrane a été par la suite
saturée par une solution de TBS tween 1% pendant 2 h a température ambiante sous une
agitation douce. Apres incubation, la membrane a été divisée en rubans qui correspondait aux
profils des protéines des différentes variétés afin de les traitées par les sérums de souris
respectifs dans 1’étape suivante. Apres trois lavages par le tampon de lavage (TBS-Tween
0,5%), les rubans ont été incubés séparément pendant une nuit dans les sérums de souris a une
dilution de 1 :100. Aprés un deuxiéme lavage, les rubans ont été incubées pendant 2 heures
avec un anticorps secondaire couplé a la peroxydase dirigée contre les IgE de souris dilu¢ a 1
:4000 (Goat Anti-Mouse IgE-HRP, Southern Biotech 1110-05). Enfin, les bandes ont été lavées
puis développées a ’aide d’un substrat chimioluminescent (ECL-Plus, Thermofisher). Les
bandes d’allergenes développées ont ét¢ détectées par le systeme d’imagerie ChemiDoc (Bio-

Rad ChemiDoc™ XRS+ with Image Lab™ Software).

2.3. Analyse statistique des données
Les résultats du test ELISA sont présentés sous forme de moyenne + erreur standard. Les
comparaisons entre les groupes ont été effectuées en utilisant I'analyse de la variance (ANOVA)
avec les tests de Tukey et Dunnett en utilisant le logiciel XLSTAT. Une valeur de p < 0,05 a

¢té considérée comme statistiquement significative.

2.4. Signes cliniques : test de provocation
Les symptomes du choc anaphylactique sur les souris ont été évalués 30 min apres une
provocation par voie intrapéritonéale avec 100 pl de PBS contenant 1 mg de protéine. La

classification admise pour mesurer les manifestations allergiques est la suivante (Schiilke &

Albrecht, 2019):
0 : aucun symptome
1 : gratter et frotter autour du nez et de la téte

2 : gonflement autour des yeux et de la bouche, diarrhée, pilier dressé, activité réduite et/ou

activité réduite avec augmentation de la fréquence respiratoire

3 : respiration sifflante, respiration laborieuse et cyanose autour de la bouche et de la queue ;
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4 : aucune activité aprés avoir pouss¢ ou des tremblements et des convulsions
5 : lamort.

2.5. Etude histologique
Sur le plan histologique, une allergie alimentaire peut provoquer classiquement une atrophie
villositaire au niveau de I’intestin gréle associée a une infiltration lymphocytaire de 1’épithélium
et des altérations entérocytaires ainsi qu’un allongement des cryptes (Patey-Mariaud de Serre

etal., 1998).

Une nuit avant le test de provocation, les souris ont ét¢€ privées d’aliment. Apres le sacrifice,
des fragments du jéjunum ont été récupérés et rincés avec de 1’eau physiologique afin d’éliminer
les traces des déchets probablement restés dans les intestins. Apres lavage, les fragments ont
¢été traités par inclusion dans la paraffine selon la méthode de Hould method (1984). Cette

méthode comporte différentes étapes a respecter impérativement.

2.5.1. La fixation
Cette étape a pour but de tuer les cellules en les conservant, autant que possible, a
I’état ou elles se trouvaient pendant la vie. Cependant, cette étape comprend des risques

d’autolyse des cellules ce qui peut affecter la qualité des coupes histologiques.

Les fragments du jéjunum rincés ont été fixés dans du formol a 10%. Le formol est I’'un des
meilleurs fixateurs des protéines, il convient mieux aux gros fragments car il a la propriété de
pénétrer rapidement et de se fixer lentement (Coujard, 1980). Il se polymérise avec les

polypeptides entrainant leur insolubilisation.

2.5.2. Déshydratation et clarification

Le but de cette étape est d’éliminer I’eau intracellulaire, pour pouvoir réaliser une coupe fine
par la suite sans perdre la structure cellulaire initiale au moment de la rupture de la membrane
plasmique. Cette étape doit se faire progressivement, ou les tissus seront trompés dans des bains

d’éthanol a concentration progressive jusqu’a 1I’éthanol absolu.

La clarification est le passage des prélévements dans un liquide intermédiaire afin d’éliminer
les traces d’alcool absolu utilisé pour le dernier bain de déshydratation. On utilise dans cette
¢tape un solvant comme le xyléne ou le toluéne, favorable aux échanges membranaires afin de

faciliter I’élimination de 1’alcool et de préparer I’imprégnation de la paraffine.
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Les fragments du jéjunum ont ¢ét¢ déshydratés et imprégnés dans un automate de
déshydratation des tissus (Thermo scientifique, Citadel 2000) ou les fragments ont été incubés
pendant 1 heure dans chaque bain d’alcool de concentration croissante (60° jusqu’a 100°).
Toutefois la clarification des fragments du jéjunum a été effectuée dans deux bains de xyléne

sur le méme automate avec une incubation d’une heure dans chaque bain.

2.5.3. Inclusion a la paraffine
Elle a pour but de permettre la réalisation de coupes fines (d’une épaisseur de 2 a 5 um) et

réguliéres. Le milieu d’inclusion utilisé est la paraffine (résine blanche opaque).

Dans cette étude, les échantillons ont été imprégnés dans la paraffine liquide préchauffée a 56°c
pendant 12 heures. Une fois les pieces sont imprégnées de paraffine, elles ont été coulées dans
des moules métalliques de facon a ce que la surface a couper étant posée contre le font du
moule. Par la suite, des cassettes en plastique seront fixées au-dessus et le volume sera complété
avec de la paraffine. Le refroidissement de cette paraffine ameéne sa solidification en un bloc
prét a étre coupé. Cette étape se fait dans un systéme d’intégration de la paraffine (Thermo
scientifique, Histostar), on obtient alors un bloc de consistance homogene qui peut

étre coupé aisément par le microtome.

2.5.4. Traitement des lames ou microtomie

La confection d’une coupe nécessite un microtome muni d’un rasoir. Il permet
I’obtention de rubans de paraffine dans lesquels un ou plusieurs échantillons sont choisis et
¢talés sur lame. Avant de procéder a cette €tape, un dégrossissage du bloc est nécessaire, pour

obtenir la totalité de la surface du prélevement inclus en paraffine.

Des coupes de Sum d’épaisseur ont été réalis¢ a 1’aide de microtome (Leica, RM2235), les
coupes sélectionnées sont détachée du ruban avec des aiguilles lancéolées et sont mises dans
un bain marie a 41 °C ou elle se défripent par ’action de chaleur en 30 secondes environ ce qui

facilitera la récupération des coupes qui collent facilement a la surface des lames.

2.5.5. Déparaffinage et réhydratation
Avant de procéder a la coloration, les coupes doivent étre débarrassées de la paraffine
qui les couvre et réhydratées. Pour cela les lames sont incubées pendant 10 min dans 2 bains de

xyléne successif.

L’¢étape de réhydratation a pour but de retirer le xyléne des tissus et le remplacer par

I’eau. Elle se fait par I’incubation des lames pendant 10 minutes dans 4 bains successifs d’alcool
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de degrés décroissants (100°, 100°, 90°, 70°) suivis d’un ringage a 1’eau de robinet pendant 3

min.

2.5.6. Coloration

La coloration est destinée a rendre les organites de la cellule visible. En effet certains
constituants tissulaires retiennent certains colorants plutot que d’autres, il existe une €lectivité
de la coloration. Généralement, on utilise deux ou plusieurs colorants qui se fixeront sur des

structures différentes, accentuant les contrastes et permettant une bonne polychromie

(Bensalem, 1998).

Les lames ont ét¢ colorées par la méthode Hématoxyline-Eosine qui représente la plus simple
des colorations combinées. Cette étape est effectuée dans un automate de coloration (Thermo

scientifique, Varistain 24-4) avec un protocole qui comprend les étapes suivantes :

1. Incubation dans I’hématoxyline pendant 2 min

2. Rincage a I’eau de robinet pendant 3 min

3. Incubation dans une solution Alcool acide a 1% (composé de 1 ml d’HCI et 100 ml de
I’éthanol a 70%) pendant 10 sec
Ringage a I’eau de robinet pendant 3 min

Incubation dans I’Eosine (1%) pendant 3 min

4
5

6. Rincage rapide 3 fois
7. Incubation dans I’EtOH a 70% pendant 5 min

8. 1% incubation dans I’EtOH 100% pendant 5 min (Bac n°1)
9. 2°™incubation dans I’EtOH 100% pendant 5 min (Bac n°2)
10. 1°® incubation dans le Xyléne pendant 5 min (Bac n°1)

11. 2°™ incubation dans le Xyléne pendant 5 min (Bac n°2)

2.5.7. Montage des préparations et observation microscopique

Les préparations sont montées en appliquant les lames immédiatement aprés leur
récupération du xyléne contre une lamelle contenant une goutte du milieu DPX Mountant for
histology qui sert a coller cette derniere a la lame. Les lames préparées sont laissées sécher puis
observées sous un microscope optique (LEICA DM 1000 LED) couplé a une caméra de haute

résolution.
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Partie I

Diversité morphologique,
biochimique et moléculaire de
PParachide



Chapitre I

Diversité génétique des accessions
d'arachide algérien (Arachis hypogaea)
analysée par les marqueurs morphologiques
et les protéines de réserve



Partie I. Diversité morphologique et biochimique de ’arachide

Préambule

L’Algérie est un grand centre de diversité biologique ; sa position géographique et la
structure de ses étages bioclimatiques font de ses terroirs un gisement relativement important
de ressources génétiques. Parmi ces ressources naturelles on trouve 1’arachide, une légumineuse

utilisé a la fois pour I’alimentation humaine et animale ainsi que dans 1’industrie oléagineuse.

Grace a la grande diversité climatique du pays, les variétés d’arachides algériennes
présentent plusieurs qualités tant sur le plan morphologique qu’agronomique. Cependant,
malgré ses multiples avantages cette culture a connu une grande marginalisation sous I’ambre

d’une importation massive.

C’est dans ce contexte que s’inscrit le présent travail, qui a pour objectif de revaloriser les
variétés d’arachide algériennes a travers une caractérisation morphologique d’un c6té et une
caractérisation biochimique de I’autre. Dans ce premier chapitre, une revue de synthése
publiée dans le journal Proceedings on applied botany, genetics and breeding en 2021
présente une vue globale sur i) la caractérisation des accessions d'arachide actuellement
cultivées dans les quatre principales zones de culture en Algérie, i1) I’appréciation de la diversité
phénotypique pour différents descripteurs morphologiques et traits agronomiques, iii) la
révélation de I'importance de ces traits en plus de leurs interrelations, iv) et 1’évaluation de la
diversité des protéines de réserve des graines dans 'arachide pour l'identification des accessions

d’arachide étudiées.

A cet ¢égard, une collection de 30 variétés d’arachide algériennes a fait I’objet d’une
investigation morphologique en utilisant 40 caractéres variétaux dont 15 caracteres
morphométriques et 25 caractéres agronomiques. Dans la deuxiéme partie du travail une
caractérisation biochimique a été effectuée en utilisant les protéines de réserve séparées par la

méthode SDS-PAGE.

L’appréciation de la diversité par les deux méthodes en 1’occurrence I’utilisation des
marqueurs morphologiques et biochimiques a fait ressortir 3 grands groupes de cultivars
d’arachides dont 2 groupes étaient composés des accessions originaires des wilayas de Taref et
d’El Oued. La répartition a mis également en évidence le rdle crucial des conditions €co-

géographique et de I’affiliation des accessions a la sous-espece dans leurs répartitions.

Enfin, les résultats ont montré aussi que les accessions d'El Oued présentent les meilleurs
caracteres agro-morphologiques et peuvent étre fortement recommandées pour la culture et la

production de sous-produits de l'arachide.
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Table 1. Geographic origin of the studied Algerian peanut (Arachis hypogaea L.) accessions
Ta6auna 1. leorpaduieckoe NpoucXokJeHHe H3YIeHHBIX AJKUPCKUX 06pa3noe apaxuca (Arachis hypogaea L.)

Geographic Region where . Geographic Bioclimatic
origin collected / location ALHCISIdns ome zZone floor
Berrihane 1
Berrihane, El Kala
Berrihane 2
Lamaissia 1
Lamaissia, El Kala
Lamaissia 2
Chefia 1
Chefia, El Kala
Chefia 2
El Kala 1
Taref Coastal Subhumid
El Kala 2
El Kala
El Kala 3
El Kala 4
El Frin, El Kala El Frin
Boumalek, El Kala Boumalek
Oum Thoul, El Kala Oum Tbhoul
Tonga-Ouest, El Kala Tonga-Ouest
Sebseb 1
Sebseb Sebseb 2
Ghardaia Sebseb 3
El Mansoura El Mansoura
Medtlili Metlili
Boubeiadha 1 Northern Sahara
Boubeiadha, Taghzout
Boubeiadha 2
Guemar El Oued 1
El Qued Saharan
Bagouza, Taghzout El Oued 2
El Oued 3
El Oued
El Oued 4
Hiba 1
Charouine
Hiba 2
Adrar Ajdir, Timimoune Adrar1 Central Sahara
Talmine, Timimoune Adrar 2
Talmine, Timimoune Timimoune

PROCEEDINGS ON APPLIED BOTANY, GENETICS AND BREEDING 182 (3), 2021





















182 (3),2021 »

H. DJEGHIM ¢ [.BELLIL *® D.KHELIFI

Table 5. Protein profiling of Arachis hypogaea L. accessions

Ta6nuna 5. llpodpunuporanue 6eakoB y o6pasuos Arachis hypogaea L.

Molecular weight

Band number Band name Region (kDa) Relative to front
1 nll 250.0 0.051
2 nl2 238.9 0.067
3 nl3 181.2 0.190

NL

4+ nl4 174.7 0.212
5 nl5 116.0 0.337
6 nlé 110.5 0.353
7 al 103.4 0.362
8 a2 94.6 0.394
9 a3 85.7 0.425
10 a4 A 78.2 0.441
11 ab 68.1 0.476
12 a6 61.0 0.525
13 a7 57.2 0.542
14 bl 54.6 0.583
15 b2 50.3 0.610
16 b3 445 0.629
17 b4 = 43.2 0.648
18 b5 40.5 0.673
19 bé 37.2 0.702
20 cl 35.0 0.735
21 c2 32.4 0.771
22 c3 ¢ 29.5 0.783
23 cd 28.0 0.799

20.2 0.821
24 dl

18.4 0.839

17.72 0.850
25 d2

17.40 0.841
26 d3 D 1474 0.873
27 d4 13.42 0.881
28 d5 11.32 0.908
29 d6 8.851 0.932
30 d7 6 0.954

Note: NI - non labelled
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Chapitre 11

Etude de la diversité génétique et
structuration d’une population d'arachide
algérien (Arachis hypogaea) par
microsatellite



Partie Il : Diversite genétique de I’arachide

Préambule

L’arachide cultivé (Arachis hypogaea) est une espece tétraploide (2n = 4x = 40) avec une
composition génomique de AABB ; il est considéré comme le fruit de I'hybridation naturelle
de deux espéces sauvages diploides étroitement apparentées suivie soit d'une duplication
chromosomique, soit d'une fusion de gamétes non réduits, aboutissant a un allotétraploide avec

deux ensembles de chromosomes de chacun des génomes parentaux constitutifs.

Cependant, malgré I’importance de cette culture sur le plan économique et nutritionnel, peu
d’¢études ont été effectuées pour apprécier la diversité génétique et/ou proposer une cartographie

chromosomique de cette espéce en utilisant des marqueurs moléculaires.

Dans ce deuxiéme chapitre, et pour la premiére fois en Algérie une synthése sur la diversité
génétique ainsi qu’une structuration d’une population composée de 68 accessions d’arachide
récolté a travers le territoire national en utilisant 11 marqueurs moléculaires de type SSR
publiée dans le journal Plant Molecular Biology Reporter en 2021 est proposée. L’objectif
de I’étude était de retracer l’origine des accessions étudiées par une structuration de la
population et une identification des profils génétiques semblables. Les niveaux de diversité
génétique des cultivars locaux d'arachide algérien qui permettent de caractériser et d'identifier
les variétés algériennes d'arachide et de développer des variétés aux caracteres agronomiques

améliorés y sont présentés.

Un total de 83 alleles a été identifié¢ dont 20 alleles rares et 5 alleles uniques. Ces résultats
dévoilent un grand polymorphisme au sein de la population étudi€e. Le traitement des données
a permis également de répartir les individus de la population en deux grands groupes selon leurs
origines. L’analyse des profils génétiques semblables par structuration a confirmé la présence

de deux grands profils génétiques différents appartenant aux cultivars du nord et du sud.

Les résultats de cette étude peuvent étre utilisés pour proposer une stratégie évolutive basée
sur le croisement naturel dans le but d’améliorer la qualité agronomique des accessions et/ou

de proposer un model variétal résistant au stress hydrique et aux agressions fungiques.
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Partie 11

Evaluation de I’allergénicité de
P’arachide



Chapitre 111

Identification d'accessions
hypoallergéniques d'arachide (Arachis
hypogaea) en utilisant un modéle de souris
Balb/c



Partie 1. Evaluation de I’allergénicité de I’arachide

Préambule

L’allergie alimentaire est un probléme de sant¢ mondiale qui ne caisse de prendre de
I’ampleur. L’arachide occupe la troisiéme cause des allergies alimentaires dans le monde a c6té
du lait et des ceufs, cette allergie se manifeste par des symptomes allant d’une simple diarrhée
jusqu’au choc anaphylactique qui peut causer la mort. En effet, son incidence est en constante

et rapide augmentation notamment pour les enfants et méme pour les adultes.

En Absence totale des études sur I’ampleur nationale de cette pathologie et le pouvoir
allergénique des cultivars algériens, 1’objectif de ce travail est d’évaluer I’allergénicité des
protéines totales de six accessions d’arachide cultivées dans quatre wilayas du pays en utilisant

un modéele de souris Balb/c.

Dans ce chapitre, le pouvoir allergénique des protéines extraites de six accessions d'arachide
locales cultivées dans différentes régions du pays a été étudier. La compréhension des allergies
alimentaires par le développement des modéles animaux qui reflétent les réactions humaines et
I’utilisation des souris Balb/c comme modéle animal pour évaluer l'allergénicité des protéines
d'arachide et pour décrire la réponse immunitaire IgE et IgG ainsi que I’identification des
différents allergénes par western blot sont présentés dans une revue de synthése soumise pour

publication dans le journal «I/nternational Immunopharmacology» en 2022.

Les dosages des anticorps spécifiques de type IgG et IgE par la technique ELISA ainsi que
les symptomes du choc anaphylactique enregistré aprés le test de provocation appuyer par
I’¢tude histologique du jéjunum ont permis d’effectuer une classification des cultivars en
fonction de leurs potentiel allergénique et suggerent que I’accession Timimoune est I’accession
la plus hypoallergénique et que les accessions appartenant a la sous espéce fastigiata sont moins

allergénique que celles qui appartiennent a la sous espéce hypogaea.

Malgré que les résultats de cette étude offrent une évaluation pertinente des accessions
d’arachide étudier et suggerent 1’utilisation des accessions cultivées dans le sud Algérien pour
la culture et I’industrie oléagineuse, il serait préférable d’effectuer une électrophorese a deux
dimensions suivies d’une analyse LC/MS/MS afin d’identifier les isoformes des allergenes

potentiels et de fournir des informations supplémentaires sur les séquences peptidiques.
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Les études de la diversité des ressources phytogénétiques offrent aux agriculteurs 1’opportunité
de développer de nouveaux cultivars et d’améliorer des caractéristiques avec un intérét agronomique
(rendement potentiel, grosses graines, résistance au différents phytopathogenes etc.). Depuis le tout
début de 'agriculture, la variabilité génétique naturelle a été exploitée au sein des espéces cultivées
pour répondre aux besoins alimentaires de subsistance. De nos jours, I’agriculture est non seulement
considérée comme une machine de sécurité alimentaire, mais aussi une source importante de
génération de revenus a la fois dans les secteurs agricole et non agricole. Cependant, la croissance
démographique galopante, les conditions climatiques difficiles, la qualité des sols et leur
dégradation constante ont diminué fortement 1’autosuffisance alimentaire entrainant une
surexploitation des ressources naturelles et des pratiques culturales non adaptées, ce qui conduit a
l'extinction a grande échelle d'especes végétales, en particulier de cultures vivrieres importantes sur

le plan agricole.

Dans un effort de préserver le patrimoine génétique des cultivars locaux d’arachide afin d’assurer
la sécurité alimentaire, une caractérisation génétique en utilisant 1’approche phénotypique,
biochimique et moléculaire a été effectué. Notre étude a porté sur une collection de trente accessions
d’arachide cultivées dans les wilayas d’El Taref, El Oued, Ghardaia et Adrar. A ce jour, aucune
étude morphologique ni moléculaire n’a été entreprise pour caractériser la diversité génétique des
cultivars locaux. Ce travail représente donc la premiere étude d’évaluation de la diversité génétique
chez I’arachide Algérien. Aussi dans un souci de préserver la santé du citoyen et en se basant sur
les résultats de la diversité génétique, une évaluation de I’allergénicité des accessions d’arachide les
plus €loignées génétiquement un utilisant un modele animal de souris Balb\c a été réalisée afin de
caractériser les protéines allergenes de I’arachide d’une part et sélectionner les accessions et/ou les

variétés hypoallergéniques d’autre part.

1. Etude de la diversité génétique en utilisant les marqueurs morphologiques

Au total, quarante marqueurs morphologiques (dont 25 descripteurs morphométriques et 15
descripteurs agronomiques), relatifs aux différentes parties de la plante (tige, feuille, fleure, gousse,
graine et racine) décrits dans le descripteur IBPGR/ICRISAT de I'arachide (IBPGR, 1992) sont

utilisés pour détecter la variabilité et identifier les cultivars étudiés.

Sur les quarante descripteurs ¢étudiés, six descripteurs morphométriques (Mode
d’embranchement, largeur de la gousse, longueur et la largeur de la graine, longueur et largeur de
la foliole) et un descripteur agronomique (Teneur en huile) se sont avérés les plus discriminants car
ils contribuent le plus dans la variabilité entre les accessions étudiées. Ainsi, la méthodologie suivie
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pour la caractérisation morphologique est basée sur la réduction des variables présentant une
association tres forte a parfaite. Par conséquent, les traits qui présentent des constantes de similarités
supérieur a 0,9 ont été¢ ¢liminé. Selon Resende, (2007), les variables qui ont des corrélations
génétiques tres élevées peuvent Etre écartées car elles ne différencient pas entre les génotypes, ce
qui s'applique également sur la corrélation phénotypique. De plus, dans une étude de la diversité
génétique en utilisant des marqueurs morphologiques menée par Jorge et al., (2008) les traits ayant
des indices de similarité supérieur a 0,7 ont ét¢ ¢liminé afin d’éviter la redondance. De ce fait, deux
caracteres de I’ensemble des traits étudiés sont éliminés. Ainsi, l'analyse des variances (ANOVA)
pour les 13 caractéres agronomiques montre une variation significative (p<0,001) entre les

accessions d'arachide.

Les coefficients de variation (CV) pour les variables quantitatives sont relativement élevés, les
étendus sont larges pour la plupart des traits avec une variation significative pour tous les caractéres
¢tudiés. Les caracteres les plus variables comprend le poids de 10 gousses et 100 graines allant de
5,32 g a2 20,92 g avec un CV de 42,53 %, et de 30,37 g a 108,4 g avec un CV de 40,12 %
respectivement, ces résultats peuvent étre attribués a l'importante variation observé sur la taille des
graines et des gousses. D'autre part, la largeur et la longueur des folioles ont révélé des coefficients
de variation similaires (19,23% et 19,43% respectivement) ainsi que des coefficients de corrélation
positifs et important confirmée par l'analyse des composantes principales. Une corrélation positive
est notée également entre la teneur en huile et la largeur des graines. Cependant, ces caractéres, en
plus de la teneur en chlorophylle, présentent le coefficient de variation le plus petit (8,90%, 16,06%

et 13,25% respectivement).

Les coefficients de corrélation de Pearson (Annexe 8 matrix de similarité¢) révelent des
associations entre les différents caractéres agronomiques évalués. En général, les caracteres
architecturaux de la tige sont corrélés avec les caracteres des graines et des gousses. Les coefficients
de corrélation les plus €levés sont observés entre la longueur et la largeur des folioles (r=0,751,
p<0,0001) et le poids de 10 gousses et la largeur des graines (r=0,776, p<0,0001). Néanmoins, une
forte corrélation entre les caracteres de maturité de la plante (le jour de premiére floraison et le jour
de 50% de floraison) et le nombre de branche ainsi que le poids de 1000 graines a été rapporté par
Yol et al., (2018). De plus, la longueur des graines et la longueur des gousses sont positivement
corrélées (r = 0,767, p <0,0001), par conséquent, toute restriction de la croissance des gousses
entraine des graines plus petites. Une faible corrélation est également observée entre la longueur de
la feuille et la largeur de la plante (r=0,456, p<0,0001), la teneur en huile et le poids de 10 gousses
(r=0,330, p<0,0001), ainsi qu’entre la hauteur de la tige principale et la largeur de la gousse
(r=0,302, p<0,0001).
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L’analyse des composantes principales (ACP), montre que les sept premicres composantes
principales (CP) suffisent pour expliquer 64,03% de la variabilité totale entre les accessions
¢tudiées. Ainsi, les deux premieres CPs expliquent 17,174 % et 13,231 % de la variabilité totale,
respectivement et confirme la relation entre les traits quantitatifs (coefficients de corrélation de
Pearson). L’ ACP a sépar¢ les trente accessions selon la taille de leurs folioles grace a la CP1 qui est
représentée par les variables morphométrique relatives aux folioles de la plante. Cependant, la CP2
a séparé les cultivars selon la longueur de leurs graines, un caractére agronomique relative aux
graines de 1’arachide. Ces résultats sont appuyés par ceux de Katzamindis et al., (2006), qui
montrent que les variétés botaniques d'drachis hypogaea L sont classés en fonction des différences
morphologiques des feuilles et des tiges. Cependant, Yol et al., (2018) ont rapporté que la premiére
CP sépare les accessions selon le jour de leur premiere floraison, le jour de 50 % de floraison et le
poids de 1000 graines. De plus, la deuxiéme composante sépare les accessions selon le nombre de
gousse ainsi que le rendement par plante. Les auteurs ont révélé également une variabilité de 68,14%
expliqué par les trois premieres composantes principales, cette différence est principalement da a
I’utilisation d’un nombre plus faible de caractére dans cette étude (13 caracteres, dont 8 caractéres
quantitatifs et 5 caractére qualitatifs) ainsi I’information de la diversité est répartie sur un nombre
moins important de CPs et est condensé par conséquence dans les 3 premicres CPs. Les résultats de
I'"ACP ont révélé aussi que la taille des folioles (longueur et largeur), la forme et la taille des graines,
la teneur en huile et le mode d’embranchement sont les principaux caractéres permettant de
discriminer les accessions d'4. hypogaea étudiées. Ces résultats sont similaires a ceux rapportés par

plusieurs auteurs (Mahalakshmi et al., 2005 ; Idi Garba et al., 2015 ; et Neya et al., 2017).

L’analyse des composantes principales a permis également de répartir les accessions sur trois
groupes dont le premier est composé des accessions de la région cotiere, le deuxieme regroupe les
accessions du nord saharien et le troisieme groupe est compose des accessions de la région du centre
saharien. Ainsi, les accessions de la région cotiere sont caractérisées par un mode d’embranchement
alterné et séquentiel avec des fleurs sur la tige principale, des graines de petite taille et des gousses
plus large. Cependant, les accessions originaires du sud saharien se caractérisent par un mode
d’embranchement irrégulier sans fleur sur la tige principale avec des graines et des gousses plus
grandes. Enfin, le troisieme groupe se caractérise par une petite taille des folioles avec des graines
riche en huile. Etant donné que le mode d’embranchement représente un des traits qui permet la
distinction entre les sous especes hypogaea et fastigiata (Krapovickas & Gregory, 1994), les
résultats de I’ACP peuvent étre utilisée pour répartir la population étudiée en fonction des sous

especes. Ces résultats sont en accord avec ceux de Yol et al., (2018) qui présente un regroupement
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des accessions étudiées selon leur appartenance aux différentes sous-espeéces par analyse des

composantes principales.

Le dendrogramme généré par la méthode UPGMA (Unweighted pair group method with
arithmetic mean) a révélé des résultats proches de I’ACP, le dendrogramme répartie les accessions
sur deux grands groupes dont le premier contient les accessions originaires de la région cotiere (EI
Taref) et le deuxiéme est composé des accessions originaires de la région saharienne (Ghardaia, El

Oued et Adrar).

La distribution naturelle de la collection d’arachide étudiée sous divers condition agro-climatique
dans le pays est le facteur le plus influassent de la variabilit¢ morphologique, la fréquence
d’apparition des traits étudiés est hétérogene, la pigmentation de la tige est le seul caractére a
répartition égale entre les accessions (50% des accessions avaient des tiges non pigmentées, tandis
que l'autre moiti¢ avait des tiges pigmentées). En revanche, une prédominance trés élevée a
caractérisé certains traits tel que la forte densité des ramification (80%), la présence d’une a deux
graines par gousse ainsi que 1’inflorescence de type complexe (73,33%). Néanmoins, Yol et ses
collaborateurs ont rapporté la prédominance du port érigé de la floraison (58,2%) et des tiges non
pigmentées dans une collection de 156 génotypes d’arachide appartenant a I’espéce 4. hypogaea

Yol et al., (2018).

Généralement, les accessions originaires du sud (Ghardaia, El Oued et Adrar) présentent une
densit¢ de ramification élevée et une texture grossicre des gousses, ceci peut étre di a
I’ensoleillement de la région du sud et au type de sol sableux et 1éger. Pareillement, plusieurs auteurs
(Upadhyaya, 2003 ; Swamy et al., 2003 ; Canavar & Kaynak, 2010) ont rapporté que les accessions
de la sous espece hypogaea sont plus ramifiées que celles de la sous espece fastigiata. De plus, la
ramification de la plante d’arachide peut avoir un impact positif sur le rendement grace au nombre
de feuilles plus important porté par les ramifications en comparaison avec les autres accessions et
I’augmentation consécutive de la surface de contact foliaire avec le soleil. Ainsi, les nceuds des
branches sont des sites potentiels pour le développement des stolons et la formation des gousses
(Konlan et al., 2013). En outre, les accessions sahariennes, notamment celles de Ghardaia,
présentent la hauteur de tiges principales la plus importante avec une moyenne de 46,78 cm par
rapport aux accessions cotieres qui se caractérisaient par des tiges plus petites (43,06 cm), ces
observations concordent avec celles de Zhao et al., (2007) ou la texture du sol était le principal
facteur affectant la croissance des plantes d’haricots, 1’étude a montré également que les plantes
cultivées dans le loam et le sable étaient significativement plus grosses que celles cultivées dans

l'argile (Lu et al., 2010).
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La forme cylindrique des graines était un trait spécifique de toutes les accessions de Ghardaia,
les graines et les gousses de ces accessions sont par conséquent les plus longues de la collection,
cela peut augmenter les chances d'obtenir des gousses avec de nombreuses graines et améliorer le
rendement. En effet, les accessions originaires de Ghardaia et de Adrar contiennent le plus souvent
3 graines que 2 contrairement aux accessions originaires d’El Taref qui présentent rarement des

gousses a 3 graines.

La couleur du tégument est également un trait commercial important dont l'intensité peut varier
en fonction de la maturité de la graine, de l'environnement, du génotype ou de l'interaction entre le
génotype et I'environnement (Rao & Murty, 1994). Dans la présente étude une grande diversité de
couleurs de tégument est observée. Le rose, le rouge, le beige et les nuances de ces couleurs sont
généralement sélectionnés pour les industries des collations et des confiseries. Plusieurs génotypes
de la collection étudier présentent ces couleurs. Ainsi, le transfert de la couleur du tégument par
hybridation est possible chez l'arachide (Branch, 2011), par conséquence, les génotypes avec la
couleur du tégument souhaitable peuvent étre utilisés comme parent dans les études de sélection et

d’amélioration variétale.

La texture du sol est un facteur important de la productivité potentielle du sol (Lu et al., 2010),
une étude présentée par Zhao et al., (2015) a révélé que le meilleur rendement d’arachide est obtenu
dans les sols loameux et sableux contrairement a ceux contenant un grand pourcentage en argile. La
texture du sol affecte également la capacité de nodulation de 1'arachide. En effet, le sol sableux est
le plus pauvre en matiere organique et en €¢léments nutritifs tels que le phosphore et I'azote (Zhao et
al., 2015), les racines des plantes de I’arachide développent par conséquent une forme de symbiose
avec les bactéries fixatrices d’azote du genre Rhizobium sous forme de nodules racinaires
fréquemment observés dans les sols sableux (Chevalier, 1934). Dans la présente étude, la plupart
des accessions sahariennes présentent des nodules racinaires contrairement aux accessions

originaires d’El Taref qui présentent des racines glabres.

Selon Krapovickas & Gregory, (1994) le port de la floraison et le mode d’embranchement sont
les caracteres les plus distinctifs entre les deux sous especes A. hypogaea subsp. hypogaea et A.
hypogaea subsp. fastigiata. La sous-espece A. hypogaea hypogaea se caractérise par un mode
d’embranchement irrégulier avec 1’absence des fleurs sur la tige principale et un port de floraison
¢talé. Cependant, la sous espeéce hypogaea subsp. fastigiata se caractérise par la présence de fleurs
sur la tige principale avec un port de floraison érigé. En se basant sur les critéres de cette
classification, les accessions de la collection étudiée peuvent étre divisées en deux groupes ou le

premier se compose des accessions de la région cotiere appartenant a la sous-espece 4. hypogaea
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fastigiata et le deuxiéme se compose des accessions de la région saharienne appartenant a la sous-

espece A. hypogaea hypogaea.

A Texception de I’accession El Oued 03, les accessions originaires de la wilaya d'El Oued,
présentent les caracteres agronomiques et les caractéres de maturité les plus intéressants. Grace a la
grande taille de leurs graines, les accessions d’El Oued sont les plus riches en matiére grasse avec
une moyenne de 48,31%. En plus de cela, ces accessions présentent le cycle de maturation le plus
court qui varie entre 80 et 100 jours. Par conséquent, 50% des fleurs de ces accessions s’ouvrent
entre 20 a 45 jours a partir du semis, ces caractéres peuvent étre dus aux conditions
environnementales et la température de la région de culture (Rao & Murty, 1994 ; Craufurd et al.,
2000) c’est ce qui explique que les accessions du sud arrivent a maturité avant celles de la région
cotiere. Toutefois, les différences taxonomiques affectent également la floraison de l'arachide,
généralement les génotypes qui appartiennent a la subsp. hypogaea ont une maturité tardive par
rapport a subsp. fastigiata (Mothilal, 2012). Pareillement, les résultats de Yol et al., (2018)
rapportent que les accessions de la sous espece fastigiata se caractérisent par une floraison précoce
en comparant avec ceux de la sous espece hypogaea, étant donné que I’'influence de I’environnement
est un facteur décisif dans la maturité des plantes (Upadhyaya et al., 2014). La différence observée
entre les études antérieures et la présente étude peut étre expliqué par I’influence de I’environnement

saharien sur la maturité des accessions de la région du sud.

Les caracteres agronomiques décrits précédemment font des accessions originaires d'El Oued la
cible idéale pour les agriculteurs en raison de la grande taille de leurs graines, la courte durée de
leur maturité et de leur forte teneur en huile. Ces résultats sont appuyés par ceux de Yol et al., 2018
qui ont effectué une analyse de la diversité génétique de 132 génotypes de la sous espece hypogaea
et 124 génotypes de la sous espéce fastigiata en utilisant des marqueurs agro-morphologiques, les
résultats ont montré que les accessions appartenant a la sous espéce hypogaea présentent des

caracteres agronomiques plus intéressants que celles appartenant a la sous espece fastigiata.

2. Etude de la diversité génétique en utilisant les marqueurs biochimiques

Les protéines de stockage des graines sont présentes sous la forme d'un ou plusieurs groupes de
protéines en grandes quantités dans les graines pour fournir une réserve d'acides aminés a utiliser
pendant la germination et la croissance des graines. La graine d'arachide contient 32 protéines
différentes composées d'albumines et de globulines. Les protéines de stockage des graines sont
principalement composées d'arachine, et de conarachine (viciline) - fractions I, II (Yamada et al.,
1979 ; Liang et al., 2006). De nombreux articles ont mis en évidence la composition des protéines
de stockage des graines (SSP) en utilisant une PAGE unidimensionnelle et bidimensionnelle

(Krishna et al., 1986 ; Kottapalli et al., 2008). Ainsi, il a été démontré que 1’électrophorése dans les
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conditions dénaturantes permet de séparer les sous unités des arachines (40,5, 37,5, 35,5 et 23,5

kDa) et des conarachines (61, 18, 17 et 15,5 kDa) (Prakash & Narasinga Rao, 1986).

Selon I’étude de Singh et al., (2018), les protéines de réserve des graines peuvent &tre utilisées
comme des marqueurs potentiels de la diversité génétique et de discrimination entre les sous espéces
et les variétés. Cependant, Bertozo & Valls, (2001) ont étudié les protéines de réserve de 28
accessions appartenant aux especes A. pintoi et A. repens par comparaison des profils
¢lectrophorétiques de la SDS-PAGE et de la native-PAGE ou les résultats ont montré une diversité
treés faible entre les accessions des deux especes étudiées. Par ailleurs, Kottapalli et al., (2008) n’ont
rapporté aucune variation distincte entre quatre cultivars d’arachide appartenant a deux sous espéces
différentes dans les profils d’électrophorése monodimensionnelle contrairement a ceux de
I¢électrophoreése bidimensionnelle. De méme, une faible diversité a été également enregistrée par
analyse des profils électrophorétiques (SDS-PAGE) des protéines solubles de 151 accessions
(Javaid et al., 2004). Toutefois, plusieurs récentes études ont rapporté une grande diversité sur les
profils électrophorétiques des accessions étudiées, Masoomeh et al., (2015) ont rapporté une grande
diversité enregistrée sur 35 cultivars d’arachide. De méme, Rao et al., (2013) ont enregistré une
grande variation des bandes sur les profils électrophorétiques des accessions étudiées, la différence
constante dans le profil protéique suggeére que chaque espéce a un profil reproductible et stable en

conséquence de son arrangement génétique spécifique (Ladizinsky & Hymowitz, 1979).

Dans la présente étude, une séparation des protéines de réserves des différentes accessions
d’arachide sur un gel de polyacrylamide dans les conditions dénaturante (SDS-PAGE) est effectuée.
Les profils électrophorétiques obtenus montrent la présence de 8 génotypes différents par le nombre

de bandes, leurs mobilités relatives et leurs intensités.

En utilisant la SDS-PAGE, les protéines de réserve sont fractionnées en 30 bandes qui révelent
une hétérogénéité entre les accessions étudiées. Les différences concernent soit le nombre total de
bandes présentes, leurs poids moléculaires (entre 6 a 250 kDa) ou leurs intensités a savoir des bandes
denses, moyennes ou légéres. Cette variation peut étre due a 1'adaptation des accessions aux facteurs
éco-géographiques, a la richesse du sol en éléments nutritifs comme l'azote, et aux pratiques

agronomiques de la région (Chowdhury et al., 2015).

Sur la base du nombre de bandes, les accessions sont groupées dans 2 grands clusters ou le
nombre de bandes présente dans chaque accession varie de 23 a 30 bandes. Ces résultats sont
similaires a ceux de Rao et al., (2013) qui rapportent un profil électrophorétique caractérisé par un
maximum de 28 bandes lors de la séparation des protéines de réserves solubles de 35 cultivars

appartenant a la variété¢ Arachis hypogaea par SDS-PAGE. En revanche, Singh et al., (2018) ont
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rapporté un nombre plus faible de bande (entre 6 et 21 bandes), cette différence peut étre due non
seulement a I’origine géographique des accessions €tudiées (présence des protéines d’adaptation
aux conditions bioclimatique) mais aussi a la méthode d’extraction protéique adoptée dans chaque

étude.

Selon les valeurs du Rf des bandes, ces dernieres sont regroupées en quatre régions : région A
(conarachine II), région B (arachine acide), région C (arachine basique) et région D (conarachine I).
Aucune variation n'a été observée sur la région des arachines (de 20 kDa a 50 kDa) parmi les
accessions étudiées. La deuxiéme fraction de globuline, représentée par les polypeptides de la
conarachine, a ét¢ divisée en deux groupes de poids moléculaires différents (> 50 kDa pour la
conarachine II, et <20 kDa pour la conarachine I), ou le profil électrophorétique présente des bandes
similaires pour les conarachines II (région A) caractérisé par une protéine majeure de 61 kDa, cette

bande correspond a I'un des allergénes majeur de 1'arachide (Arahl).

Dans les profils d'électrophorése, 7 bandes ont été identifiées dans la région D, parmi lesquelles
la premicre et la deuxieéme sous-unité des conarachines I sont hautement polymorphes ; elles
présentent respectivement un poids moléculaire de 20.2 kDa et 17.72 kDa pour la plupart des
accessions, contrairement a 6 accessions de la collection d’El Taref et El Oued (Lamaissia 1,
Lamaissia 2, Kala 3, El Oued 2, El Oued 3, et Boubeiadha 2) ayant des profils électrophorétiques
dépourvus de ces bandes. En revanche, neuf accessions, dont, Chafia 1, Hiba 1, Sebseb 2, Metlili,
El Mansoura et autres présentent ces sous-unités avec des poids moléculaires inférieurs (18.4 et
17.4, respectivement). Toutefois, I'accession Kala 4 a un profil spécifique qui ne présente que la
sous-unité supérieure (20,2 kDa). Ces résultats, sont en accord avec ceux de Singh et al., (2018) qui
montrent un grand polymorphisme dans la fraction des globulines ayant des poids moléculaires qui
varient entre 28,10 kDa et 14,15 kDa. Liang et al., (2006) ont également révélé un grand
polymorphisme pour la bande de 22 kDa par ¢électrophorése bidimensionnelle, les résultats ont
montré plusieurs sous unités ayant des points iso€lectriques distincts, ces dernieres représentent des
isoformes de 1’allergene Arah 3 qui peuvent étre modifiées par clivage post-traductionnel. Les
résultats de cette étude ont suggéré également une relation entre ces isoformes de protéines de

stockage polymorphes et les sous-especes fastigiata et hypogaea.

Le dendrogramme basé sur I'analyse UPGMA a partir des profils protéiques a séparé toutes les
accessions dans une plage de dissimilarité de 0 a 56,2 ou deux groupes majeurs sont identifiés avec
des sous-groupes ultérieurs. Ces résultats confortent ceux de I’ACP et confirment la présence de
deux sous-especes d'drachis hypogaea dans la collection étudiée. Les résultats montrent également
que les sous-unités protéiques de la conarachine I jouent un réle crucial dans la discrimination de la

sous-espece Arachis hypogaea. De méme, dans leur étude des fractions protéiques des graines
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d’arachide pour des accessions et des espéces sauvages, Singh et al., (2018) ont rapporté le
regroupement des accessions par la méthode UPGMA dans des clusters selon leurs appartenance

aux sous especes.

Une forte corrélation est notée entre la classification basée sur les caractéres agro-
morphologiques et celle basée sur les protéines de réserve. En effet, les deux critéres de
classification regroupent les accessions originaires de la région cotiere et celles originaires de la
région saharienne dans des groupes distincts. Les deux classifications permettent également de
distinguer entre les deux sous-espeéces hypogaea et fastigiata. Néanmoins, 1’augmentation du
nombre d’accessions et de caractéres étudiés est recommandée afin de supporter les résultats

obtenus dans cette étude.

3. Etude de la diversité génétique en utilisant les marqueurs moléculaires

Les marqueurs morphologiques et biochimiques ont ét¢ utilisés par plusieurs auteurs (Neya et
al., 2017 ; Kushwabh et al., 2016 ; Aalami et al., 2007 ; Javaid et al., 2004 ; Upadhyaya, 2003 ;
Bianchi-Hall et al., 1993) et restent un outil incontournable pour la caractérisation variétale et les
¢tudes de diversité. Cependant, leur sensibilité aux variations environnementales accentue les cas
d’homonymie et de synonymie entre les cultivars originaires de différentes régions et pays. Pour
remédier a cela, la caractérisation morphologique est souvent appuyée par une étude de la diversité
en moyennant des marqueur moléculaires (Wang et al., 2022 ; Mofokeng et al., 2021 ; Ren et al.,
2014 ; Hong et al., 2010 ; Naito et al., 2008 ; Kottapalli et al., 2007 ; Tang et al., 2007 ; Hopkins et
al., 1999). Plus récemment, des études morphologique et moléculaires ont été menées (Hong et al.,
2021). Plusieurs marqueurs moléculaires RFLP, RAPD, AFLP et SSR ont été utilisés pour
caractériser les germoplasmes de 1’arachide dans le passé (Hilu & Stalker, 1995 ; Singh et al., 2002
; Kochert et al., 1996 ; Subramanian et al., 2000 ; Dwivedi et al., 2001 ; He & Prakash, 2001 ;
Herselman, 2003 ; Bravo et al., 2006 ; Koppulu et al., 2010) montrant un polymorphisme faible a
modéré. D'autres études ont utilisé les marqueurs SSR pour différencier les variétés botaniques et
les deux sous-especes hypogaea et fastigiata (He et al., 2005 ; Liu et al., 2012 ; Xiong et al., 2013 ;
Khera et al., 2013 ; Frimpong et al., 2015 ; Wang et al., 2016).

La diversité génétique des accessions locales d'arachide n'a fait 'objet d’aucune étude en Algérie.
Le nom des cultivars est principalement basé sur 1'origine du lieu de culture ce qui contribue a une
identification erronée de la sous-espece. Dans ce contexte, la présente étude a permis pour la
premicre fois de lever le voile sur I’état de la diversité de cette espece en Algérie moyennant une
caractérisation moléculaire par ’utilisation de 11 marqueurs moléculaires de type SSR sur 30
cultivars représentés par 68 accessions d’arachide. Les indices de la diversité génétique obtenus

dans le présent travail sont élevés (He = 0,732 et PIC = 0,749) par rapport aux études précédentes
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ou un plus grand nombre de marqueurs et d'accessions ont été utilisés. Par exemple, Wang et al.,
(2016) ont rapporté un He global de 0,48 et un PIC global de 0,429 dans différentes lignées
d'arachides de la Chine, d'Inde et des Etats-Unis étudiées en utilisant 111 microsatellites. De méme,
Ren et al., (2014) ont enregistré une valeur de diversité génétique (He) de 0,11 et un PIC de 0,38 en
analysant 196 accessions d'arachide plantées dans différentes régions de la Chine a 1'aide de 146
marqueurs SSR. L'analyse d'une mini-core collection d'arachides par Wang et al., (2011) a montré
un He de 0,59 et un PIC de 0,53. Varshney et al., (2009) ont analysé 189 accessions d’arachides
représentant 29 pays et 10 régions géographiques en utilisant 25 marqueurs SSR et ont obtenu un
PIC moyen de 0,70. De méme, Barkley et al., (2007) ont enregistré un PIC de 0,687 lors de
l'utilisation de 31 marqueurs SSR sur une mini collection de base des Etats-Unis. En revanche,
plusieurs études (Varshney et al., 2009 ; Wang et al., 2011 ; Barkley et al., 2007) ont rapporté un
nombre d'alléles par locus plus élevé (10,6, 8,1 et 15,4) par rapport a celui trouvé dans le présent
travail (N=7,54). Le niveau ¢levé de diversité rapporté dans la présente étude peut étre attribué a la
forte valeur informative des marqueurs choisis. En effet, Varshney et al., (2009) ont rapporté que
les marqueurs SSR polymorphes et la diversit¢ des génotypes étudiés (différentes régions

géographiques, types botaniques et statut biologique) augmentent le niveau de diversité génétique.

Le nombre d'alléles rares et uniques enregistré dans la présente étude (20 rares, 5 uniques) est
moins important que ceux rapportés par Ren et al., (2014) et Wang et al., (2016) (86 all¢les rares a
66 loci et 127 alleles rares parmi lesquels 59 étaient uniques a un génotype, respectivement). Ceci
est en accord avec le nombre d'all¢les par locus (N = 7,54) trouvé dans la présente étude contre 10,6,
8,1 et 15,4 dans les études de Varshney et al., 2009 ; Wang et al., 2011 ; Barkley et al., 2007,
respectivement, cela pourrait étre principalement dG a l'utilisation d'un nombre inférieur

d'accessions dans cette étude (68 individus).

Un taux de mutation élevé au niveau des loci SSR pourrait également expliquer la présence de
nombreux alleles rares (Henderson & Petes, 1992). Souvent, des alleles uniques pourraient indiquer
la présence de génotypes particuliers dans une population et pourraient donc étre un indicateur
d'accessions potentielles avec des traits intéressants adaptés a I'amélioration des cultures

(Boudchicha et al., 2018).

Au niveau de la population étudiée, le coefficient de consanguinité est négatif pour la population
'El Oued' bien qu'il présente une valeur proche de zéro pour les populations restantes ceci indique
que les accessions d'arachide algérien ne sont pas soumises a une consanguinité intensive,

probablement en raison de la culture généralisée d'un cultivar a multiplication végétative.
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Certains alleles rares sont spécifiques a une population et peuvent par conséquent étre utilisés
pour les distinguer. Par exemple, I'all¢le 282 bp (Lec1) s'est amplifi¢ uniquement dans la population
d'El Taref, cependant, l'alléle 283 bp du locus PM3 ne s'est pas amplifi¢ dans la population d'El
Taref et s'est amplifié dans les trois autres populations. Parmi les 20 all¢les rares, 5 all¢les uniques
distinguaient 4 génotypes (Boumalek2, Tonga Ouest3, Kala32 et Lamaissial2). La présence
d'alleles rares et uniques dans un génotype donné indique la nature diversifiée du génotype et peut
donc étre utile pour introduire la diversité dans les programmes de sélection variétale (Varshney et

al., 2009).

L'analyse UPGMA a permis de discriminer 61 génotypes a partir de 68 accessions d'arachide.
Certaines accessions présentent la méme structure génétique (avec un coefficient de similarité=1)
et sont donc considérées comme le méme génotype, par exemple : Sebseb21 et Sebseb22, car ce

sont des progéniteurs du méme donneur.

L'arbre de 'UPGMA montre que les 68 accessions d'arachide algérien se répartissaient en deux
grands groupes (I et II) a priori selon leur origine géographique : les accessions originaires de la
wilaya d’El Taref de la région Nord et les accessions originaires de la wilaya de Ghardaia, El Oued
et Adrar de la région Sud, avec quelques exceptions (Berrihanel, Timimounel et Timimoune2). Il
existe une grande similitude entre les résultats obtenus par la caractérisation morphologique
(Djeghim et al., 2021) et ceux de la caractérisation moléculaire ou les cultivars (Berrihane et
Timimoune) ont été regroupés non pas en fonction de leur origine géographique mais en fonction
de leur aspect morphologique suggérant que les cultivars de la région du Sud (Ghardaia, El Oued et
Adrar) avec le cultivar Berrihanel appartiennent a la ssp. Aypogaea. Alors que les cultivars du Nord
(El Taref) avec les cultivars Timimoune 1 et Timimoune 2 appartiennent a la ssp. fastigiata. Cette
conclusion est étayée par le fait que les deux accessions des cultivars Berrihane (Berrihane 1 et
Berrihane 2) sont clairement différentes au niveau morphologique et moléculaire et constituent donc
un cas d'homonymie. En fait, ils représentent deux sous-especes différentes d'A. hypogaea cultivées

dans la méme région géographique.

La distance génétique (Gst, Nei, 1987) entre les populations montre que celles du Sud sont tres
proches les unes des autres et différentes de la population du Nord ‘El Taref’. Cette dernicre est
proche de la population d'Adrar, principalement du fait de la présence des accessions Timimoune 1
et Timimoune 2 qui partagent la structure génétique des accessions d'El Taref en plus du faible
nombre d'accessions prélevées dans cette population (10 accessions). Généralement, la valeur de la
distance génétique entre les populations est faible et refléte la similitude génétique entre les

populations.
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Des résultats similaires sont observés dans des études antérieures, Ren et al., (2014) ont étudiés
la répartition de 196 accessions d’arachide chinois. Ces derniéres, ont été réparties sur trois régions
¢cologiques ou les sous-espéces sont regroupées dans une région spécifique. Mace et al., (2007) ont
¢galement remarqué un regroupement d'accessions d'origines géographiques similaires au sein des
sous-especes. Par ailleurs, dans 1'étude de Varshney et al., (2009) le dendrogramme a montré qu'il
n'y avait pas de regroupement significatif de génotypes en fonction de leur origine géographique et

a conclu que les accessions €taient divisées selon leurs affiliations aux différentes sous-especes.

Par ailleurs, les résultats obtenus par le clustering UPGMA sont cohérents avec ceux obtenus par
l'analyse ACP et STRUCTURE. En effet, I’analyse ACP distingue trois groupes, les groupes A et
B sont similaires a G1 et G2 dans le dendrogramme de I’'UPGMA.

L'analyse bayésienne a été largement utilisée pour identifier tout regroupement hiérarchique dans
une population. Dans ce travail, la valeur maximale de AK obtenue est de K=2, confortant les
résultats fondés par le regroupement UPGMA et le regroupement ACP. Les accessions identifiées
par STRUCTURE correspondent a celles obtenues par les analyses UPGMA et I’ACP regroupant
les accessions selon leurs appartenances aux sous-especes hypogaea et fastigiata. L'appartenance
de 29 individus au cluster C1 est >0,7, tandis que les accessions restantes (39) ont un coefficient
d'appartenance >0,8 pour le second cluster (C2). Les clusters générés par I'approche bayésienne sont
identiques aux groupes UPGMA et ACP ou l'accession « Berrihanel » est classée avec les
populations du Sud et les accessions « Timimounel » et « Timimoune2 » sont regroupées avec les

accessions de la région Nord.

Le sous-clustering est effectué¢ afin de ne pas sous-estimer la subdivision hiérarchique de la
région sud en utilisant les mémes conditions que le premier traitement des données, le résultat
indique que les trois populations pourraient étre divisées en trois sous-clusters (SC1, SC2 et SC3)
avec un faible niveau de mélange (9 génotypes avec Q<70%). Les trois sous-groupes contiennent
respectivement 11, 12 et 17 accessions. En fait, le groupe (G1) de I'arbre UPGMA et (A) de I’analyse
ACP est divisé en deux sous-clusters (SC1 et SC2) selon I’analyse de structuration, tandis que le
groupe (G2) de I'arbre UPGMA et (B) de 1’analyse ACP correspondent au sous-groupe SC3 selon
I’analyse de structuration, avec quelques exceptions qui consistent en des accessions qui présentent
un mélange de pools génétiques : Sebsebl1, Adrar21, Sebseb12, El Oued2, El Oued44, Hiba 23,
Adrar23, Adrar22 et El Oued41 . Dans l'ensemble, aucun indice ne permet de juger que les
accessions du sud sont regroupées en fonction de leurs sites de culture, elles sont donc dispersées

dans différents groupes ce qui indique leur nature diversifiée (Varshney et al., 2009).
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Dans la présente étude, I’analyse de ’AMOVA sans subdivision hiérarchique indique que la
plupart de la variation génétique (supérieur a 90%) est observée entre les accessions étudiées.
Cependant, seulement 8,9% de la variation est observée parmi les 4 populations investiguées, cette
variation augmente a 10,3 lors de I'exécution d AMOVA selon l'affiliation a la sous-espéce. Les
résultats obtenus sont en accord avec ceux de Varshney et al., (2009), qui montrent une majorité de
variation génétique entre les individus au sein de chaque région géographique (98,5 %) et seulement
1,5 % de la variation génétique pour les individus entre les régions géographiques. Néanmoins, Ren
et al., (2014) ont révélé que la variance génétique totale tenant en compte les origines géographiques

¢taient de 31 %, ce qui indique une différence entre les cultivars d'arachide originaires de la Chine.

Dans la présente ¢tude, 1'analyse des accessions d'arachide algérien indique qu’elles peuvent étre
distinguées sur la base de l'appartenance a la sous-espece (ssp. fastigiata et ssp. hypogaea) plutot

que sur la base de la région géographique de leur culture.

4. Etude du pouvoir allergénique des accessions d’arachide

Il y a plus de cent ans, Von Pirquet, (1906) a introduit le terme d'allergie pour distinguer les
réponses immunitaires nocives pour 1'hote d'un état physiologique d'immunité protectrice. La forme
d'allergie la plus courante est I'hypersensibilité médiée par les IgE, cette derniére touche plus de 25
% de la population des pays industrialisés (Floistrup et al., 2006). La réponse allergique est dirigée
contre diverses protéines environnementales appelées allergenes (dont les protéines alimentaires) et

se manifeste cliniquement par plusieurs symptomes qui peuvent arriver jusqu’a la mort.

Les protéines d'arachide sont considérées comme une source d'allergies graves a médiation IgE
chez certaines personnes. En raison de la reconnaissance de l'arachide comme ['un des allergenes
puissants, les noms de protéines immunologiques ont été désignées de Arah 1 a Arah 17 avec le
préfixe Ara et des numéros différents (Singh et al., 2021). Bien que l'allergie a l'arachide soit un
probléme mondial trés important, a ce jour aucune €étude n'a €té réalisée pour estimer la prévalence
de cette allergie en Algérie ni pour évaluer l'allergénicité des variétés locales d'arachide. Dans le
présent travail, des souris de souche BALB/c sont utilisées pour évaluer le potentiel allergénique de
I’extrait protéique de six accessions d'arachides algérien choisies en se basant sur les résultats de la
diversité¢ génétique par différents marqueurs (résultats de la premiere partie du travail) afin de

sélectionner les accessions les plus distinctes et €loignées génétiquement.

Le développement de modéles animaux, capables de produire des IgE ayant la méme spécificité
que les IgE humaines et développant des symptomes cliniques comparables a ceux observés chez
les patients allergiques, présente un grand intérét pour la compréhension des mécanismes impliqués

dans I’induction et la régulation de 1’allergie alimentaire. Du fait des connaissances accumulées sur
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la génétique et I’immunologie chez la souris, cette espece animale a souvent été utilisée pour réaliser
ce type d’études (Adel-Patient et al., 2005 ; Mine & Yang, 2007). Différentes souches de souris sont
particulierement utilisées en allergie, ainsi que différentes voies de sensibilisation expérimentales,
notamment des sensibilisations par administration intragastrique combinée avec la toxine du
choléra, mais également par injection intrapéritonéale combinée avec 1’alum (hydroxyde

d’aluminium) (Bodinier et al., 2008).

I1 a été rapporté qu’il existe deux types de modeles muris, celui qui permet d’étudier la réponse
immunitaire par induction des cellules immunitaires et/ou par la production des anticorps
spécifiques et celui qui permet de mimer les symptomes anaphylactiques et la réaction
inflammatoire locale (Schiilke & Albrecht, 2019). Ainsi la réussite de la provocation est
conditionnée par plusieurs parameétres a savoir la voie de sensibilisation, la dose, le nombre et la

fréquence des sensibilisations, et enfin le choix de I'adjuvant (Li et al., 2000).

Le choix des souris Balb/c dans la présente étude est di principalement a la grande capacité de
cette souche a produire des anticorps spécifiques de type IgE et IgG, ce qui permet de mimer le
phénotype atopique humain. Ces caractéristiques font des souris de souche Blab/c un choix tres
intéressant non seulement pour étudier la phase de sensibilisation aux allergénes (Dearman &
Kimber, 2001), mais également la phase de déclenchement de la réaction allergique (Adel-Patient
et al., 2003). Ainsi, plusieurs travaux ont favorisé 1’utilisation de cette souche pour les études des
allergies médiées par les IgE et des hypersensibilités (Kips et al., 2003 ; Zhou et al., 2016). Dearman
et al., (2003) ont utilisé des souris BALB/c pour faire la distinction entre les protéines allergeénes et
les protéines qui, bien qu'immunogenes, n'ont pas le potentiel de provoquer une réaction allergique.
Les résultats obtenus révelent que le dosage des anticorps de type IgE pour des souris BALB/c peut
étre adopté comme un outil de discrimination entre les allergeénes et les immunogenes. De méme,
Saldanha et al., (2004) ont sensibilisé les souris BALB/c par injection sous-cutanée de I’ovalbumine
adsorbée sur I’hydroxyde d’aluminium (Alum) comme adjuvant. Les résultats rapportent que des
souris sensibilisées a I'ovalbumine et exposées a long terme a cet antigéne a faible dose par voie
orale peuvent produire un taux élevé d'IgE et d'IgG1. Les résultats suggerent également que ce
modele est fortement li¢ aux cytokines produites par les Th2. Cependant, malgré la publications de
plusieurs travaux qui confirment que les souris Balb/c sensibilisées par voie orale constituent un
modele valable pour étudier les allergies alimentaires (Adel-Patient et al., 2005 ; Chang et al., 2013
; Pablos-Tanarro et al., 2015 ; Orgel & Kulis, 2018), de nombreuses études ont montré que la
sensibilité des souris BALB/c était facilement tolérée par l'introduction d'antigénes par voie gastro-
intestinale, cette tolérance étant définie comme l'inhibition de la formation d'anticorps spécifiques
apres des immunisations parentérales ultérieures avec le méme antigéne (Weiner et al., 1994 ; Chen
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etal., 1995 ; Weiner et al., 1997). En plus de cela, Dearman et al., (2002) ont comparé¢ entre les deux
voies d’introduction (la voie intrapéritonéale et la voie gastrointestinale) pour la production des
anticorps IgG et IgE spécifiques a 1’ovalbumine, les résultats ont montré que seule 1’injection de
I’ovalbumine par voie intrapéritonéale entraine une forte production des anticorps IgE spécifique.
Par conséquent, le modele de souris BALB/c est plus adapté a l'injection intrapéritonéale pour
déterminer I'allergénicité des protéines. A la lumiére de ces résultats, et en raison de 1’utilisation des
protéines avec une allergénicité inconnue dans le présent travail (absence d’études antérieures sur
I’allergénicité des variétés d’arachide Algérien) d’une part et I’interdiction de I’importation de la
toxine du choléra utilisée comme adjuvant dans les protocoles de sensibilisation par voie orale de
I’autre, nous avons opté pour le choix de la voie intrapéritonéale afin d’éviter de provoquer une

tolérance dans le cas des protéines hypoallergéniques et de booster le systéme immunitaire.

L’évaluation de la réaction allergique induite chez les animaux peut étre effectuée grace a
plusieurs parametres tels que le dosage des anticorps spécifiques (IgE, IgG1 et IgG2a), le dosage
des cytokines impliquées dans la réaction allergique (IL4, ILS5 et I’interféron-gamma), le dosage de
I’histamine, I’examen histologique et 1’évaluation des symptomes anaphylactiques (Saldanha et al.,
2004 ; Adel-Patient et al., 2005 ; Orgel & Kulis, 2018 ; Schiilke & Albrecht, 2019). Plusieurs études
aient rapporté que les souris Balb/c sont incapables de présenter des symptdmes anaphylactiques
lors d’un test de provocation de I’allergie (Schiilke & Albrecht, 2019). Ainsi, Morafo et ses
collaborateurs ont remarqué 1’absence des symptomes anaphylactiques pour les souris Balb/c en
comparaison avec ceux de la souche C3H/HelJ dans une étude de la susceptibilité génétique a
I’allergie alimentaire pour les deux souches (Morafo et al., 2003). Contrairement a cela, Brandt et
ses collegues ont rapporté que les souches de souris BALB/c et C57BL/6 couramment utilisées
différent fortement dans leur capacité a étre sensibilisées a I'ovalbumine (Ova) lorsque les deux
souches de souris sont sensibilisées avec 1’ovalbumine adsorbée sur I’hydroxyde d'aluminium par
deux injections intra-péritonéales. Les résultats obtenus ont montré que seules les souris BALB/c
ont développé une diarrhée lors d'une provocation orale avec 50 mg d'Ovalbumine (Brandt et al.,
2003). Arumugam et ses collegues ont également comparé des souris BALB/c a des souris
129ScEvBrd, les deux souches ont été sensibilisées par une seule injection de 50 pg de I’ovalbumine
adsorbée sur I’hydroxyde d’aluminium par voie sous cutanée et provoquées 14 jours plus tard avec
50 mg d'Ovalbumine par voie orale (Arumugam et al., 2011). Les résultats ont montré que les souris
129ScEvBrd ont présenté une chute de température significative corrélée a un nombre plus élevé de
mastocytes dans les tissus des souris 129ScEvBrd par rapport aux animaux BALB/c (Arumugam et
al., 2011). Dans la présente étude, aprés provocation par 1 mg des protéines de 1’arachide les souris

Balb/c ont présenté des symptomes anaphylactiques a savoir une diarrhée et une perte de mobilité.
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Ces différentes constatations peuvent Etre attribuées aux facteurs qui influencent la réponse
immunitaire et la provocation de 1’animal a savoir des facteurs micro-environnementaux (tels que
I’alimentation, le microbiome et la qualité des allergeénes) d’une part et des facteurs en relation avec
I’animal (tels que la souche des souris, le sexe et 1’age des animaux, la voie de provocation, enfin la
dose et la source des allergénes) (Kroghsbo et al., 2003 ; Bogh et al., 2016 ; Schiilke & Albrecht,
2019).

Dans la présente ¢tude, un dosage des anticorps IgE, IgGt et IgG1 spécifiques aux protéines
d’arachide est effectu¢ par la technique ELISA de type indirect. Cette technique est la plus
fréquemment utilisée en raison de sa grande précision, de sa facilit¢ de manipulation et du bon
potentiel de standardisation (Poms et al., 2004). Le résultat obtenu montre une augmentation
progressive des niveaux d’anticorps IgGt avec les jours de sensibilisation jusqu'a la provocation
pour tous les groupes sensibilisés. Ce résultat illustre 1'efficacité du protocole d'immunisation utilisé
dans cette étude. Il a ét¢ démontré que les modéles murins posseédent un mécanisme de systeme
immunitaire similaire a celui de 'homme, en particulier pour les réponses Thl et Th2 (Stavnezer,

1996 ; McKenzie et al., 1999).

L'anaphylaxie systémique chez la souris peut étre médiée en grande partie par 1'[gGl et le
récepteur FcyRIII (Miyajima et al., 1997). Dans notre étude, des niveaux ¢levés de la sous-classe
IgG1 sont enregistrés pour tous les groupes sensibilisés. Dans I'anaphylaxie systémique médiée par
les IgG1, les antigénes peuvent former des complexes avec des IgG1 spécifiques, les macrophages
ou les basophiles peuvent capturer efficacement les complexes IgG1-allergenes via le récepteur
FcyRIII exprimé a leur surface. Suite a cette liaison, les macrophages et/ou les basophiles libérent
le facteur d'activation plaquettaire (PAF) lors de la stimulation avec le complexe IgG1- allergéne
qui réticulent les cellules a récepteur (Humphrey et al., 1982 ; Tsujimura et al., 2008).
Conformément a ce qui précede, le lot n°2 (sensibilisé avec l'extrait protéique de l'accession
Lamaissia 01) présente le niveau le plus ¢€leve d'IgG1 le jour de provocation (jour 35), les souris
appartenant a ce groupe manifestent plusieurs symptomes anaphylactiques et démontrent ainsi une
capacité significative des protéines de 1’accession Lamaissia 01 a produire des symptomes
anaphylactiques. En revanche, les souris des groupes 5 et 6 (sensibilisées avec l'extrait protéique
des accessions El Frin et Timimoune, respectivement) présentent les niveaux les plus faible en IgG1.
Ces résultats, sont en accord avec les scores enregistrés pour les symptdmes anaphylactiques ce qui

¢lucide la faible capacité des protéines de ces accessions a induire une réaction anaphylactique.

Les souris, comme les étres humains, peuvent présenter une réaction IgE/FceRI/mastocytes qui
peut médier une réponse gastro-intestinale anaphylactique (Chen et al., 2017). Des Iésions

intestinales graves sont associées a des signes cliniques d'anaphylaxie systémique. En effet, lorsque
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le jéjunum n'est pas enflammeé, les cellules épithéliales jéjunales et le mésentére sont complets et les
villosités intestinales sont bien visibles. La structure jéjunale et les villosités intestinales seront
détruites suite a une inflammation, pouvant méme entrainer la disparition des villosités intestinales

(Noti et al., 2014).

Dans la présente étude, comparée a des souris naives, la structure jéjunale des souris des groupes
sensibilisés montre des degrés différents de dommage et d’infiltration des cellules inflammatoires
apres sensibilisation a l'aide des protéines des différentes accessions d'arachide. La plupart des
coupes histologiques montrent une atrophie des villosités (Groupe 1, 2 et 3) avec une réduction
considérable du rapport villosité /crypte, ceci est di a une hyperplasie de la crypte causée par
I’infiltration des cellules inflammatoires. Ces observations expliquent les diarrhées observées lors
du test de provocation (jour 35). De plus, la coupe histologique de tissu jéjunal du groupe 3 est
caractérisée par un ¢largissement villositaire. Ces résultats sont en accord avec plusieurs études
publiées qui ont montré que 1'allergie alimentaire chez la souris est caractérisée par une atrophie des
villosités et une hyperplasie des cellules caliciformes, ainsi que par une infiltration des mastocytes
IgE positifs effectuant une dégranulation dans le jéjunum et une libération accrue d'histamine (Sun

et al., 2008 ; Huang et al., 2010 ; Chen et al., 2011 ; Grar et al., 2015).

Etant donné que 1'lgG1 a activité anaphylactique nécessite des taux élevés de 1'lL-4 produite par
des cellules de type Th2 (Faquim-Mauro et al., 1999), les résultats décrits précédemment appuyés
par I’examen histologique illustrent une réponse Th2/IL-4 élevée par les souris de notre modéle
animal. De méme, selon Cardoso et al., (2009), les souris C57BL/6 de type sauvage (WT) avec une
déficience en interleukine 4 (IL-4—/—) sensibilisées aux protéines d’arachide ont préserve l'intégrité
intestinale sans aucun signe d'inflammation des muqueuses. Ces animaux ont présenté des niveaux

accrus d'IgG2a dans les sérums démontrant I'orientation Th1 du systéme immunitaire.

Malgré I'importance des IgG1 et des cytokines dans la réaction allergique, les anticorps IgE
jouent un role primordial dans la dégranulation des mastocytes et la libération d'histamine. La
capacité différentielle des protéines d'arachide a induire la production d'anticorps IgE refléte leur
potentiel allergénique. Les concentrations d'anticorps IgE sont mesurés par la technique ELISA de
type indirect pour chaque jour de sensibilisation. Les résultats rapportent une augmentation
significative des anticorps IgE apres la deuxieme sensibilisation (jour 21) par rapport au groupe naif
(p<0,05 test de Dunnett). De méme, Adel-Patient et ses collégues ont présenté une concentration
¢levée d'anticorps IgE apres la deuxieéme administration de WPPE (Whole Protein Peanut Extract)

sur des souris Balb/c par voie intra péritonéale (Adel-Patient et al., 2005).
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Différents titres d'IgE sont enregistrés le jour du test de provocation. Ainsi, tous les groupes de
souris révelent une concentration d'anticorps IgE significativement élevée par rapport au groupe
témoin a I’exception du groupe 6 qui présente la plus faible concentration d’IgE avec une différence
non significative par rapport au groupe témoin (312,39 + 57,11 ng/ml, p>0,05). Les résultats
obtenus montrent ainsi le pouvoir allergénique des extraits protéiques et permettent d’effectuer une
classification des accessions étudiées en fonction de leur pouvoir allergénique selon les titres d’IgE
enregistrés, les observations histologiques et les symptomes anaphylactiques comme suit :
Timimoune < El Oued 01 < EI Frin < Sebseb 01 < Berrihane 01 < Lamaissia 01. Sur la base de ces
résultats, on peut conclure que les accessions appartenant a la sous-espece 4. hypogaea fastigiata
sont plus allergéniques que celles appartenant a la sous-espece 4. hypogaea hypogaea. En revanche,
Pandey et al., (2019) ont quantifié les cinq allergénes majeurs (Ara h 1, Arah 2, Arah 3, Arah 6,
et Ara h 8) d’une collection de 96 accessions appartenant a la sous-espéce A. hypogaea hypogaea et
148 accessions d’arachide appartenant a la sous-espéce A. hypogaea fastigiata, les résultats
rapportent que les accessions attribuées a la ssp hypogaea étaient plus allergénique que les
accessions de la ssp fastigiata, cette divergence peut s'expliquer par la diversité génétique et
géographique des accessions étudiées qui induit des modifications protéiques et génére un impact
substantiel sur la conformation spatiale des protéines et la liaison avec les récepteurs immunitaires
spécifiques (Bagh et al., 2016). De plus, Mondoulet, (2005) a rapporté un risque d’effet dénaturant
des différents solvants utilisé¢ au cours du protocole de I’extraction des protéines tels que 1’hexane
utilisé pour la dilapidation de la farine d’arachide. Par ailleurs, le choix et la composition du tampon
d’extraction jouent un role trés important dans le rendement de I’extraction. Ainsi, un mauvais choix
du tampon peut conduire a une estimation erronée de la quantité des protéines dont les allergenes
dans chaque accessions et/ou affecter la conformation tri-dimensionnelle des protéines extraites ce
qui peut influencer par conséquent I’immunoréactivité de cette dernicre avec les différentes classes

d’anticorps.
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L’identification et la caractérisation des ressources locales d’arachide est un enjeu majeur qui
permet non seulement la réhabilitation, la valorisation et la protection de cette ressource, mais
constitue également une premicre étape dans les études de 1’allergénicité par un tamisage des

accessions identiques et similaires.

Le présent travail tente a résoudre deux problémes a impact socioéconomique dont le premier
concerne la sécurité alimentaire et le deuxiéme concerne la santé du citoyen. Grace a une étude
compleéte de la diversité génétique en moyennant différents marqueurs morphologiques,
biochimiques et moléculaires, les résultats obtenus dans cette thése ont permis d’effectuer une
caractérisation précise des variétés d’arachides algériennes permettant ainsi de participer a des
programmes de sélection et d’amélioration variétale. Dans la deuxiéme partie du travail nous avons
levé le voile sur un probléme de santé publique qui est I’allergie a I’arachide ou, a I’aide d’un mode¢le
de souris allergiques, les accessions d’arachide algériens ont été classées selon leur pouvoir
allergénique et les accessions hypoallergéniques ont été identifiées pour favoriser leur utilisation

dans les industries alimentaires.

La premiére partie de ce travail qui s’intéresse a I’étude du polymorphisme des accessions
d’arachide algérien provenant de différentes régions en Algérie nous a permis d’atteindre les
objectifs que nous nous sommes fixés au début de notre projet a savoir la détermination des
marqueurs les plus discriminants pour I’identification et I’affiliation des cultivars aux différents
groupes et sous especes d’une part et la détection des accessions qui présentent des traits
agronomiques intéressants de 1’autre. Au cours de ces travaux de recherche, nous avons constaté la
présence de deux sous-espeéces dans notre collection grace a I’identification des cultivars qui
présentent les deux traits spécifiques de chaque sous-espece. La collection des cultivars a été par la
suite examinée pour 36 caracteres agro-morphologiques supplémentaires ou les caractéres liés aux
feuilles, aux graines, au mode d’embranchement de la plante et a la teneur des graines en huile ont
¢été identifiés pour leur pouvoir discriminant. Ces derniers, peuvent aider a établir une bonne gestion

des collections regroupant un grand nombre d’accessions.

L’analyse phylogénétique des accessions nous a permis non seulement de regrouper les
accessions selon leur appartenance au différents sous-groupes et régions géographiques, mais a fait
aussi ressortir les accessions d’El Oued dans un groupe caractérisé par les meilleurs traits a intérét
agronomique a savoir la grande taille des graines, la richesse en matic¢re grasse et la courte période

de maturité.
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Dans une seconde partie, nous avons confirmé et appuyé¢ les résultats obtenus de la diversité agro-
morphologique par une analyse des protéines de réserve et une étude moléculaire. Ainsi, I’analyse
des profils électrophorétiques nous a permis de mettre en évidence le role crucial des conarachines
I dans I’identification des génotypes. Par ailleurs les résultats de la diversité génétique en fonction
des marqueurs moléculaires viennent confirmer ceux de 1’étude morphologique et biochimique par
une répartition des accessions selon leur affiliation aux sous-especes ou les accessions du sud (EI
Oued, Ghardaia et Adrar) a I’exception des accessions Timimoune 1 et Timimoune 2 appartiennent
a la ssp hypogaea et les accessions de la région coticre (El Taref) a ’exception de 1’accession
Berrihane 1 appartiennent a la ssp fastigiata. De plus, 1’étude moléculaire a décelé un cas de
synonymie entre les accessions Berrihane 1 et Berrihane 2 qui malgré leur appellation identique
appartiennent a deux sous-especes différentes. L’analyse du coefficient de consanguinité au niveau
des quatre populations étudiées a permis de révéler que les accessions d’arachide algériennes
présentent un exces d’hétérozygotie et donc une faible consanguinité ente les cultivars et un grand

flux de génes.

Au cours de I’analyse moléculaire, nous avons constaté la présence de plusieurs alléles
caractéristiques dans une seule population on peut citer 1’alleéle 282 et 229 pb du locus Lecl qui
caractérisent la population d’El Taref, 1’allele 205 pb du locus Ah4-26 qui caractérise la population
de Ghardaia, les alleles 195 et 245 pb du locus Ah3 et PM3 respectivement qui caractérisent la
population d’El Oued. Enfin, les alleles 170 et 172 pb du locus S31 qui caractérisent la population
Adrar. La présence de ces all¢eles indique la nature diversifiée des génotypes qui peuvent étre utiles

pour introduire la diversité dans les programmes de sélection et d’amélioration variétale.

Enfin, on peut conclure que I’analyse de la diversité génétique de cette collection de I’espece
Arachis hypogaea en Algérie est prometteuse compte tenu des résultats du polymorphisme obtenu
dans la présente étude. Cette derniere doit donc étre prise en compte dans les programmes

d’innovation variétale a la recherche des caracteres a intérét agronomique.

Parallelement a ce premier volet du travail, nous avons valorisé les résultats de la diversité
génétique dans une deuxieme partie qui s’intéresse a 1’étude du pouvoir allergénique des accessions
d’arachide algérien grace a un modele de souris Balb/c allergique aux arachides que nous avons
adapté. Le suivi de la réponse immunitaire au cours de la période de sensibilisation par le dosage
sérique des différentes classes d’anticorps nous a permis de confirmer 1’efficacité du protocole de
sensibilisation ainsi qu’en témoignent les signes cliniques enregistrés lors du test de provocation et
I’examen histologique des coupes jéjunales. Par ailleurs, les résultats nous ont permis d’effectuer

une classification des accessions étudiées en fonction de leur pouvoir a produire une réponse

allergique ou les accessions de la région coticre (El Taref) étaient les plus allergéniques
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contrairement a celles de la région du sud qui ont manifesté un caracteére hypoallergénique. Ces

résultats nous en conduits a conclure que les accessions appartenant a la sous espéces fastigiata sont

plus allergéniques que celles de la sous espéce hypogaea.

Au cours des différentes parties de cette these, les accessions de la région du sud (en particulier

celles d’El Oued) ont figuré comme celles qui présentent les meilleures caractéristiques de la

collection étudiée tant sur le plan agronomique qu’allergique, nous suggérons ainsi de préter plus

d’intérét aux accessions de cette région et de favoriser leurs cultures sur des superficies plus larges.

Sur le plan national I’ouverture de nouvelles perspectives, dans le but de rentabiliser davantage

nos investigations, reste judicieuse a concrétiser :

v

L’utilisation d’un nombre d’individus plus élevé provenant des régions non échantillonnées
dans le but d’identifier toutes les especes et sous especes cultivées en Algérie.
L’augmentation du nombre de marqueurs ce qui permettrait de réaliser d’autres applications
comme la recherche des geénes candidats liés a la résistance aux stresses biotiques et
abiotiques.

L’identification de tous les cultivars d’arachide cultivés en Algérie, permettant la création
d’une collection de référence pour une meilleure gestion des collections existantes et la
conservation de la diversité pour des programmes d’amélioration futurs.

Etudier les allergies croisées avec 1’arachide.

Etudier les liens entre la diversité des accessions et les conditions éco-géographiques des
régions de culture.

Identifier et caractériser les différents allergeénes de 1’arachide par I’approche protéomique.
Etudier les caractéristiques de la liaison entre les allergeénes de 1’arachide et les IgE des sujets

allergiques.
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ANNEXE 1
Extraction des protéines

Solution d’extraction des protéines

- 2,125 ml de solution stocke
- 2,5% de 2 f-mercaptoéthanol
- Qsp 5 ml H>O distillée

Solution stocke

- 20 ml de glycérol

- 12,5 ml de Tris-HCI 1M, pH 6,8
- 4gde SDS

- 10 mg de Bleu de bromophénol
- 24,1 ml H2O distillée

Tampon Tris-HCI 1M, pH 6,8

- 12,11g de Trizma base

- Ajouter 90 ml de I’H>O distillée

- Ajuster le pH a 6,8 avec du HCI fumant

- Compléter le volume a 100 ml avec I’H>O distillée



ANNEXE 2
Electrophorése des protéines

Acrylamide mixe 30%

- 29,2 g d’acrylamide
- 0,8 g de bis-acrylamide
- 100 ml d’H>O distillée

Tampon Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8

- 18,17 g de Trizma base

- Ajouter 90 ml de I’H>O distillée

- Ajuster le pH a 8,8 avec du HCI fumant

- Compléter le volume a 100 ml avec I’H>O distillée

Solution de SDS 10%

- 10 gde SDS
- 100 ml d’H,O distillée

Solution d’APS 10%

- 1gdAPS
- 10 ml d’H>O distillée

Gel de séparation (12%)

1,7 ml d’H>O distillée

2 ml Acrylamide mixe 30%

- 1,3 ml du tampon Tris 1,5 M, pH 8,8
50 ul de SDS 10%

50 ul d’APS 10%

2 ul du TEMED

Volume total 5 ml

Gel de concentration (5%)

- 2,1 ml d’HxO distillée

- 0,5 ml Acrylamide mixe 30%

- 0,38 ml du tampon Tris 1 M, pH 6,8
- 30 ulde SDS 10%

- 30 ul d’APS 10%

- 3 uldu TEMED

- Volume total 3 ml

Tampon de migration

- 3gde Trizma base
- 14,4 g de glycine
- 1gd’SDS

- Ajuster lepH a 8,3
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- Compléter le volume a 1000 ml

Solution de coloration

- 1 g de Bleu de Coomassie Brillant R-250
- 450 ml de méthanol

- 100 ml d’acide acétique glacial

- 450 ml d’H2O distillée

Solution de décoloration

- 100 ml de méthanol
- 100 ml d’acide acétique glacial
- 800 ml d’HO distillée

25 ul de chaque extrait protéique ont été déposés dans chaque puit, la migration a été arrétée a
I’arrivée du front de migration a la sortie du gel
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ANNEXE 3
Extraction d’ADN

Tampon CTAB 2X, pH 8

- 20gde CTAB

- 12,11 g de Trizma base

- 7,44 gde Na2 EDTA

- 81,8 gd’NaCl

- 10gdePVP 40

- Qsp 1000 ml H>O ultra pure

- Commencer par dissoudre le CTAB a la chaleur (50°C) dans 800 ml d’eau up, puis
ajouter dans 1’ordre les autres produits

- Ajuster le pH a 8 avec I’HCI, puis compléter le volume a 1 litre

- Stériliser le tampon a ’autoclave

- Ajouter 1 ml de 2 B-mercaptoethanol (ou bisulfite de sodium) juste avant 1’utilisation de la
solution.

M¢élange Phénol-Chloroforme-alcool isoamylique (25 : 24 : 1)

Pour préparer un volume de 20 ml mélanger 10 ml de phénol avec 9,6 ml du chloroforme et 0,4 ml
d’alcool isoamylique

Mélange Chloroforme-alcool isoamylique (24 : 1)

Pour préparer un volume de 50 ml mélanger 48 ml de chloroforme avec 2 ml d’alcool isoamylique
Solution de lavage 1

- 1,6 g d’acétate de sodium
- 24 ml d’H20 up
- Dissoudre ’acétate de sodium avant d’ajouter 76 ml d’éthanol a 100 %

Solution de lavage 2

- 0,077 g d’acétate d’ammonium
- 24 ml d’H20 up
- Dissoudre I’acétate d’ammonium avant d’ajouter 76 ml d’éthanol a 100%

Tampon TE 0,1X, pH 8

- 0,012 g de Trizma base

- 0,004 g de Na; EDTA

- Qsp 10 ml d’H20 up

- Stériliser le tampon a I’autoclave
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Protocole d’extraction d’ADN selon la méthode de Doyle et Doyle 1990

- Préchauffer le tampon CTAB 2X additionné de p-mercaptoéthanol dans un bain
marie a 65 °C

- Mettre une jeune feuille de la plante d’arachide dans un eppendorf

- Ajouter 900 pl du tampon CTAB 2X additionné¢ de [-mercaptoéthanol préchauffé a
65 °C

- Ecraser la feuille dans le tampon avec un embout soudé¢ et incuber pendant 60 min dans un bain
marie a 65 °C avec agitation

- Centrifuger pendant 10 min a 10 000 g et 4 °C

- Récupérer le surnageant (= 800 pl) dans un nouveau tube eppendorf de 2 ml

- Ajouter 800 pl (1 vol) Phénol/chloroforme/Alcool isoamylique (25 :24 :1)

- Agiter pendant 45 min a vitesse lente (100 a 150 rpm)

- Centrifuger pendant 10 min a 10000 g a 4°C

- Récupérer la phase aqueuse supérieur a 1’aide de micropipette dans un nouveau tube eppendorf
(Eviter de prendre la couche blanche au milieu)

- Ajouter 800 pl (1vol) chloroforme/Alcool isoamylique (24 :1) puis giter pendant 45 min a
vitesse lente (100 a 150 rpm)
Centrifuger pendant 10 min a 10000 g et 4°C. Récupérer la phase aqueuse supérieur a 1’aide d’une
micropipette dans un nouveau tube d’eppendorf

- Pour un meilleur résultat, répéter cette derniére étape deux fois

- Ajouter 3 a 5 ul d’RNAse, agiter par inversion et incuber pendant 30 min a 37 °C

- Ajouter = 540 ul (2/3 Vol) d’Isopropanol froid (-20°C)

- Inverser les tubes doucement jusqu’a I’apparition d’une pelote blanche

- Laisser précipiter a -20 °C pendant 45 a 60 min

- Centrifuger pendant 10 min a 10 000 g et 4 °C

- Eliminer le surnageant tres délicatement (a 1’aide de micropipette)

- Ajouter 500 pl de la solution de lavage 1

- Incuber pendant 15 min a température ambiante

- Centrifuger pendant 5 min a 10 000 g et 4 °C

- Eliminer le surnageant et ajouter 500 pl de la solution de lavage 2

- Ne pas incuber plus de 5 min

- Centrifuger pendant 5 min a 10 000 g et 4 °C

- Eliminer le surnageant et sécher I’ADN a I’air libre pendant 10 a 20 min

- Suspendre le culot d’ADN dans 100 pl de TE 0,1X

- Stocker I’ADN pendant une nuit a 4 °C avant dosage



Annexes

ANNEXE 4
Controle de la qualité d’ADN

Tampon TBE 1X

10,8 g de Trizma base

5,5 g d’acide borique

0,744 g d’ Na; EDTA

Qsp 1000 ml d’H20 up

Stériliser le tampon a 1’autoclave

Préparation du gel d’agarose 0,8 %

0,8 g d’agarose
100 ml du tampon TBE 1X

- Faire fondre 1'agarose au four a micro-ondes (2 a 4 minutes a puissance maximale). Laisser le gel

refroidir un peu avant d’ajouter 7 ul du gel stain
- Déposer 5 pL (soit 500 ng) de chaque échantillon
- Faire migrer I’ADN pendant 40 min a 100V

Dosage par Nanodrop

Mesurer sur un Nanodrop la DOa2s0/280 et 1a DO260/230, les résultats obtenus peuvent étre interprétées
comme suivant :

>
>
>

1,8 <DOa2601280 <2 I’ADN est pure
DO260280< 1,7 ’ADN est contaminé par les protéines
DO260/280 > 2 I’ADN est contaminé par I’ARN

1,8 <DO260/230 < 2,2 I’ADN est pure

DO2601230 > 2,2 la molécule d’ADN est contaminé par des solvants, des sels, ou autres
contaminants organiques

DO2601230 < 1,6 I’ADN est contaminé par des carbohydrates ou des résidus de phénols
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ANNEXE 5
Electrophorése sur gel de polyacrylamide (PAGE)

Solution d’acrylamide-Bis acrylamide 40%

- 38 g d’acrylamide
- 2 gde Bis-acrylamide
- Qsp 100 ml d’H20 up

Gel d’acrylamide 6%

- 15 ml de solution d’acrylamide-Bis acrylamide 40%
- 10 ml de solution de TBEX10
- Qsp 100 ml avec de I’eau ultra pure

Utiliser 40 ml de la solution du gel 6% a laquelle 125ul de I’APS et 40 pul du TEMED doivent étre
rajouter juste avant de couler le gel entre les deux plaques de verre

Traitement des plaques pour gel de polyacrylamide

Apres nettoyage des plaques, placer les sous une hotte chimique afin de procéder a un traitement
qui permet au gel de rester collé sur la surface de la plaque pleine en utilisant 2 solutions

1- Plaque encoche
» Préparation de solution de traitement (Repel-Silane)

- 2 ml de la solution de Diméthylchlorosilane
- 98 ml de chlorofome

» Traitement de la plaque

- Nettoyer la surface de la plaque avec de 1’éthanol absolu

- Répartir 400ul de la solution Repel-Saline sur toute la surface de la plaque puis essuyer a
’aide du papier Josef afin de répartir uniformément la solution

- Laisser sécher pendant 30 minutes

- Répartir une deuxieme fois 400l de la solution Repel-Saline sur toute la surface de la plaque
puis essuyer a I’aide du papier Josef afin de répartir uniformément la solution

- Laisser sécher

2- Plaque pleine
» Préparation de solution de traitement (Bind-Silane)

- 240 pl de la solution de PropylMetacrylate
- 80 ml de I’éthanol absolu
- 20 ml de I’acide acétique a 10 %

» Traitement de la plaque

- Nettoyer la surface de la plaque avec de I’éthanol absolu

- Répartir 400ul de la solution Bind-Saline sur toute la surface de la plaque puis essuyer a
I’aide du papier Josef afin de répartir uniformément la solution

- Laisser sécher pendant 10 min

- Vaporiser la plaque avec de I’éthanol absolu puis essuyer a I’aide du papier Josef



Laisser sécher a 1’aire libre

Préparation des solutions de coloration des gels

1-

Solution Fix stop

200 ml de I’éthanol absolu
10 ml d’acide acétique
Qsp 2 litres avec de I’eau ultra pure

Solution de coloration

2,5 g de nitrate d’argent
Qsp 2 litres avec de 1’eau ultra pure
3 ml de formaldéhyde juste avant 1’utilisation

Solution de développement

30 g de NaOH
Qsp 2 litre avec de I’eau ultra pure
4 ml de formaldéhyde juste avant 1’utilisation

Coloration des gels

Incuber le gel dans la solution Fix stop pendant 6 a 8 minutes
Incuber le gel dans le bac de la solution de coloration pendant 6 a 7 minutes
Incuber le gel dans un bac de I’eau ultra pure pendant 30 secondes

Annexes

Incuber le gel dans le bac de la solution de développement jusqu’au développement de la

coloration des bandes des amplicons et du marqueur de taille

Enfin, incuber le gel encore une fois dans le bac de la solution du Fix stop pendant une a

deux minutes afin d’éviter le rétrécissement du gel.
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ANNEXE 6

Courbe d'étalonnage
g R2=10,9973
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Courbe d’étalonnage du BSA

y =0,0007x + 0,0582
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ANNEXE 7
Dosage des anticorps par la méthode ELISA de type indirect

Préparation du PBS 0,1M pH 7,4

Concentration et réactifs Quantité
137 mM NacCl 80¢g
2,7mM KCI 0,2¢g

10 mM Na;HPOq4 142 ¢
1,76 mM KH2PO4 0,24 ¢
H>O up Qsp 1 litre

Ajustement du pH a 7,4

Préparation du tampon citrate-phosphate 50 mM

1- Solution dibasique sodium phosphate (NazHPO4) 0,2M (Solution 1)
2,48 g de NaoHPOq

- Qsp 100 ml H2O up

2- Solution d’acide citrique 0,1M (Solution 2)

- 2,1 g d’acide citrique

- Qsp 100 ml H2O up
Me¢élanger 25,7 ml de la solution 1 avec 24,3 ml de la solution 2, compléter le volume a 100 ml avec
de I’eau ultra pure

Enfin, ajuster lepH a 5
Préparation de la solution de révélation (OPD)

Dissoudre 10 mg (un comprimé) de I’OPD p8287 dans 10ml du tampon citrate, ajouter 4ul d’H>0>
juste avant de déposer.
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Matrice de similarité
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Abstract
Abstract

The knowledge and characterization of plant genetic resources are major challenges for our country
to protect and enhance our genetic heritage. Peanut (Arachis hypogaea L) is one of the cultivated
plants with a narrow genetic base, hence the interest in prospecting, rescuing, and characterizing
germplasm of this species. The present study aimed to assess, for the first time, the genetic diversity
and population structure of Algerian peanut accessions originated from four geographic regions in
the north and south of the country using 40 agro-morphological descriptors, 11 microsatellite
markers and seed storage proteins. Findings showed a high genetic diversity between studied
accessions for all the markers and confirmed the presence of two subspecies of 4. hypogaea in the
studied collection results confirm also the important role of conarachine I fraction to distinguished
between these subspecies. Furthermore, PCA results were revealed that leaflet size (length and
width), seed shape and size, oil content, and branching pattern were the principal characters to
discriminate the screened 4. hypogaea accessions. Besides that, molecular analysis was exhibited
86 alleles with a mean number of 7.545 alleles per locus. Genetic structure analysis showed a strong
population at K=2, separating accessions according to their geographic origin (North and south)
with some exceptions. Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Averages (UPGMA) results
were consistent with the results from the structure and PCA analysis dividing the studied collection
into two clusters based on the subspecies affiliation of accessions. Moreover, Analysis of Molecular
Variance (AMOVA) revealed high genetic variation within individuals (90.7%) and low genetic
differentiation between subspecies (10,3%) and among populations (8.9%).

On the other hand, peanut is accounted as one of the most cause of food allergy and anaphylaxis
choc. Despite this, studies of peanut allergy didn’t make the subject of intensive interest in Algeria.
The objective of this research, was to evaluate the allergenicity of six peanut accessions using Balb/c
mouse model. Serum specific IgE, IgG and IgG1 antibodies against peanut proteins were presented
a high level. Furthermore, the histological analysis of jejunal sections were showed a lot of damages
and inflammatory cells infiltration. These results were traduced the success of sensitized protocol
used. Findings reports also that accessions belonging to the subspecies hypogaea especially
Timimoune and El Oued 1 were the most hypoallergenic accessions compared with those belonging
to the fastigiata subspecies.

During the different parts of this research Saharan Algerian peanut accessions were presented the
best characteristics, namely agro-morphological traits and hypoallergenic character. Thus, we
suggest the use of these accessions for cultivation and industry in order to benefit of their
agronomical quality and fighting against peanut allergy problem.

Key words: Arachis hypogaea, Genetic diversity, Morphological traits, SDS-PAGE, SSR markers,
Mouse model, Allergenicity, Algeria.
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Résume
Résumé

La connaissance et la caractérisation des ressources phytogénétiques sont des enjeux majeurs pour
notre pays afin de protéger et valoriser notre patrimoine génétique. L'arachide (Arachis hypogaea
L) fait partie des plantes cultivées avec une base génétique étroite, d'ou I'intérét de prospecter, sauver
et caractériser le matériel génétique de cette espece. La présente étude avait comme objectif
1’évaluation, pour la premiere fois, de la diversité génétique et la structuration d’une population des
accessions d'arachide algériennes originaires de quatre régions géographiques du nord et du sud du
pays en utilisant 40 descripteurs agro-morphologiques, 11 marqueurs microsatellites et les protéines
de réserve. Les résultats ont montré une grande diversité génétique entre les accessions étudiées
pour tous les marqueurs, et ont confirmé la présence de deux sous-especes d'A. hypogaea dans la
collection étudiée. Les résultats confirment également le réle important de la fraction conarachine I
pour distinguer ces sous-especes. De plus, les résultats de I'ACP ont révélé que la taille des folioles
(longueur et largeur), la forme et la taille des graines, la teneur en huile et le mode d’embranchement
¢taient les principaux caracteres permettant de discriminer les accessions d’A4. hypogaea étudiées.
En plus de cela, I'analyse moléculaire a montré la présence de 86 alleles avec un nombre moyen de
7.545 alleles par locus. L'analyse de la structuration a montré une forte probabilité & K=2, séparant
les accessions selon leur origine géographique (Nord et Sud) avec quelques exceptions. Les résultats
de la méthode de groupe de paires non pondérées avec moyennes arithmétiques (UPGMA) étaient
cohérents avec les résultats de la structuration et de I'analyse ACP divisant la collection étudiée en
deux groupes en fonction de I'affiliation des accessions aux sous-especes. De plus, l'analyse de la
variance moléculaire (AMOVA) a révélé une forte variation génétique au sein des individus (90,7
%) et une faible différenciation génétique entre les sous-especes (10,3 %) et entre les populations
(8,9 %).

Parall¢lement, 1'arachide est considérée comme 1'une des principales causes d'allergies alimentaires
et du choc anaphylactique. Malgré cela, les études sur l'allergie a I'arachide n'ont pas fait I'objet d'un
intérét intensif en Algérie. L'objectif de cette recherche était d'évaluer l'allergénicité de six
accessions d'arachide en utilisant un modele de souris Balb/c. Le dosage des anticorps IgE, IgG et
IgG1 spécifiques aux protéines d'arachide a présenté des concentrations €levées. De plus, I'analyse
histologique des coupes jéjunales a montré de nombreux dommages et infiltrations des cellules
inflammatoires. Ces résultats reflétent le succes du protocole de sensibilisation utilis€. Les résultats
rapportent également que les accessions appartenant a la sous-espece hypogaea, en particulier les
accessions Timimoune et El Oued 1, étaient les accessions les plus hypoallergéniques par rapport a
celles appartenant a la sous-espece fastigiata.

Au cours des différentes parties de cette recherche, les accessions d'arachide sahariennes ont
présenté les meilleures caractéristiques, a savoir les traits agro-morphologiques et le caractere
hypoallergénique. Ainsi, nous proposons l'utilisation de ces accessions pour la culture et 1'industrie
afin de bénéficier de leur qualité agronomique et lutter contre le probléme d'allergie a I'arachide.

Mots clés : Arachis hypogaea, Diversité génétique, Traits morphologiques, SDS-PAGE, Marqueurs
SSR, Mod¢le murin, Allergénicité, Algérie.
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Balb/c. Le dosage des anticorps IgE, IgG et [gG1 spécifiques aux protéines d'arachide a présenté des concentrations élevées.
De plus, l'analyse histologique des coupes jéjunales a montré de nombreux dommages et infiltrations des cellules
inflammatoires. Ces résultats reflétent le succés du protocole sensibilisation utilisé. Les résultats rapportent également que
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