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DO : Densité optique.

EDTA : Ethyléne diamine tétra acétique.
NaCl : Chlorure de sodium.

NaAc : Acétate de sodium.

Pb : Paire de base.

PCR : Réaction en chaine par polymérase (Polymerase Chain Reaction).
PVP : Polyvinyle pyrrolidone.

PK : Proteinase K.

R : Ratio.

SDS : Dodécylsulfate De Sodium.

TAE : Tris-base / Acide acétique glacial / Ethyléne diamine tétra acétique.

TBE : Tris, Borate, Ethyléne diamine tétra acétique.
TE : Tris Ethyléne diamine tétra acétique.
Tris\HCL : Trizma hydrochloride.

U.V : Ultraviolet.
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Introduction géenérale

L’histoire de la vigne accompagne depuis longtemps celle de I’homme. La plus
ancienne fossile connue d’une feuille de vigne existe en Sorbonne, qui a été attribuée a 65
millions d’années. D’autres fossiles de 1’¢re tertiaire et quaternaire ont été trouvés en Europe,
en Amérique du nord et méme au Japon. Ainsi, il est admis que le passage de la vigne
sauvage a la vigne cultivée a eu lieu autour de 6000 ans avant J.C. (Agouazi, 2013). La vigne
possede de grandes facultés d'adaptation aux conditions pédoclimatiques. Elle est cultivée
dans les régions chaudes et également sous des climats relativement froids (Reynier, 1989 ;
Galet, 1998). Leur domestication le plus ancienne est située dans les régions de Caucase, puis
grace a la migration des populations humaines, la viticulture s’est dispersée et répandu
progressivement sur ’ensemble de pourtour méditerranéen puis vers d’autres régions du globe

(Blanc, 2012).

Au plan mondial, la vigne est I’'une des especes fruitieres les plus cultivées dans le

monde en termes de surface et de valeur économiques (Agouazi, 2013).

L’identification génétique de différentes espéces et variétés de la vigne basée sur des
techniques de biologie moléculaire, ces techniques nécessitent une étape primordiale qui est
I’extraction d’ADN. La qualité et quantité d’ADN extrait dépend a I’efficacité des méthodes
d’extraction et de purification utilisées et les tissus choisis a cause de la présence des
métabolites secondaires qui influence sur le rendement et la qualité d’ADN et peuvent inhiber
la PCR. Il existe plusicurs méthodes d’extraction d’ADN génomique parmi lesquelles la

méthode SDS qui donne un faible rendement.

Pour cela, ’objectif de notre étude est I’optimisation d’un protocole d’extraction d’ADN
génomique qui basé sur la méthode SDS, par des modifications au niveau de leur différentes
étapes a partir des jeunes feuilles déshydratées et conservées pendant quelques mois a
température ambiante, afin d’obtenir un protocole efficace, rapide, moins couteux et réalisable
selon la disponibilité des réactifs et des appareils au niveau de notre laboratoire, et il permet

d’obtenir un ADN extrait hautement pur et meilleur rendement.
Pour réaliser notre travail, nous avons suivi deux parties :

La premiére partie est la synthése bibliographique divisée en deux chapitres ; généralités

sur la vigne, ce chapitre va présenter la viticulture en Algérie, taxonomie de la vigne et leur
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morphologie. Le deuxiéme chapitre va consacrer sur le génome de la vigne, la lyophilisation,
les différentes méthodes d’extraction et d’analyses d’ADN génomique.

La deuxieme partie expérimentale, va porter deux chapitres « Matériel et Méthodes »
dont lequel nous allons expliquer la stratégie de travail, les différentes méthodes de séchage
des feuilles, la préparation des réactifs puis les protocoles appliqués et les méthodes d’analyse
d’ADN extrait ; enfin nous allons présenter la PCR classique qui va utiliser pour I’estimer la
qualité d’ADN extrait. Le deuxieme chapitre « Résultats et discussions », dans ce chapitre,
nous allons mettre les résultats des profils électrophorétiques des protocoles appliquées, et
nous allons faire une discussion analytique de toutes les modifications apportées sur le

protocole d’extraction et leurs efficacités.
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Chapitre 1 Geénéralités sur la vigne

1.1. Viticulture en Algérie

Le mot viticulture signifie la culture de la vigne sous toutes ses formes. L’étude de
I’histoire et de I’évolution de la viticulture n’est pas nouvelle, de nombreux spécialistes
documenter I’histoire de la culture de vigne (Limier, 2016).

La vigne est une des cultures les plus anciennes de I'Afrique du Nord et de I'Algérie en
particulier (Belaid, 2017). La viticulture algérienne connait deux grandes époques : la
premiére période est ’antique, Phénicien puis Romain. La deuxiéme, plus longue et plus
marquante c’est date de la colonisation francaise, suite a la guerre d’Alger (1830) (Caid et al.,

2019).

Aprés I’indépendance, dans les années 70 le gouvernement a changé la viticulture par

d’autres cultures comme maraichéres, les fourrages et I’arboriculture (Sebki, 2014).

L’Algérie présente une richesse en ressources génétiques dans le domaine de la
viticulture, elle est constituée de nombreuses variétés autochtones, grace aux populations
naturelles isolées de la vigne sauvage (les zones cotieres, les zones de plaines, les zones de
montagne, les zones steppiques et les zones sahariennes) (Sebki, 2014). Ces vignes sont
conservées jusqu'a nos jours, elles croissent abondamment le long de la corniche de Bejaia,
Jijel...etc (Benabderabou, 1971).

Le développement du vignoble algérien et le reflet fidele de I'histoire de ce pay, il est lié
a la situation geographique et au brassage des populations et des civilisations (Benabderabou,
1971). Actuellement, la viticulture dans 1’ Algérie constitue 4°™ culture pérenne sur plan de

surface et représente 2°™ poste a I’exportation (Agouazi, 2013).

1.2. Taxonomie de la vigne

La vigne est une plante sarmenteuse, vivace, pérenne, appartient a la famille des
Vitacées ou Ampélidacées (Reynier, 2007). Cette famille est caractérisée par des tiges le plus
souvent sarmenteuses et grimpantes, avec des vrilles opposées aux feuilles (Alain, 2012).

Elle est cultivée ou spontanée, diploides, des phanérogames (végétaux ayant des fleurs),
et appartient des angiospermes (ovules toujours cachés dans un ovaire) de la classe de
dicotylédones (Reynier, 2007). Elle compte 19 genres, parmi lesquels, seul le genre Vitis qui

est utilisé en agriculture pour ces fruits (Galet, 2000 ; Camps, 2008).
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Le genre Vitis comporte plus de 70 espéces et il est divisé en deux sous genres,
Muscadinia (2n = 40) et Vitis anciennement appelé Euvitis (2n = 38) qui se distinguent en
fonction des caractéristiques anatomiques, cytologiques et morphologiques (Camps, 2008 ;
Limier, 2016).

A Pintérieur d’Euvitis, on distingue trois groupes : un groupe eurasiatique, un groupe
asiatique et un groupe américain (Hichri, 2009).

Selon la classification de (Simon et al., 1992) :
Régne : Végétale

Embranchement : Phanérogames
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones
Ordre : Rhamnales
Famille : Vitacées

Genre : Vitis
Espéce : Vitis vinifera

1.3. Morphologie de la vigne

La vigne, comme toute plante, développe un systeme racinaire qui colonise le sol et le
sous-sol tout au long de sa vie et un systeme aérien, formé d'un tronc qui se divise en bras ou
cornes et en bois de taille qui peuvent étre longs ou courts. Ces bois appelés sarments portent
des yeux ou ensemble de bourgeons qui donneront naissance a des rameaux feuillés,
fructiféres ou non (Bounab, 2014). Les troncs et les nombreux bras des souches, courant sur le

sol ou grimpant aux arbres, peuvent mesurer plusieurs métres (Agouazi, 2013).

Les feuilles de la vigne sont caduques. Sur les plantes adultes, ces feuilles sont en
position alterne et opposée. Elles sont assez petites, entieres ou lobées, avec un sinus
pétiolaire bien ouvert (Agouazi, 2013). Chaque feuille est constituée de deux parties: le
pétiole et le limbe ou s’insére cinq nervures principales, un sinus pétiolaire et deux sinus
latéraux de chaque c6té de limbe (Sebki, 2014). Le pétiole donne naissance a 5 branches qui
forment les nervures principales des 5 lobes principaux de la famille de vigne (voir la figure
01) (Hansse, 2019).
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La forme des feuilles, ces découpures (sinus) et les poils (villosités) sont des

caractéristiques variétales et permettent d’identifier les vignes (Sebki, 2014).

Sinus pétioliaire

Lobe latéral inférieur
Sinus latéral inférieur

Lobe latéral supérieur

Sinus latéral supérieur

Lobe terminal

Figure 01. Caractéristiques morphologiques d'une feuille de vigne
selon Romon (2013).
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2.1. Généralité sur le génome de la vigne

La vigne est la quatrieme plante dont le génome a été entierement décrypté, aprés
’arabette, le riz et le peuplier (Blanc, 2012 ; Fodor, 2013).

La vigne est une espéce diploide, elle est composée de 19 paires de chromosomes
(2n=38) (Carrier, 2011 ; Fodor, 2013). Dont la taille du génome est estimée a 487 millions de
bases (Mb) (Duchene, 2015). Cette espéce est tres hétérozygote (He = 0,74), caractérisée par
une diversité génétique importante (Fodor, 2013).

2.2. Principe de la lyophilisation

La lyophilisation est un procédé discontinu, lent et mis au service de I’industrie
pharmaceutique depuis 1930 pour améliorer la conservation d’un produit (Thorne, 2015). La
Iyophilisation permet d’obtenir des produits de la meilleure qualité par rapport a produit
séchés avec des méthodes traditionnelles (Kunal et al., 2015).

La lyophilisation est une opération de déshydratation a basse température et a basse
pression qui consiste a éliminer principalement par sublimation la majeure partie de 1’eau
contenue dans un produit (Eni, 2011). L’absence d’eau permet sa conservation et sa stabilité
dans le long terme (Thorne, 2015). Par I’abaissement de I’activité de 1’eau, vitesses de
réactions chimiques ou biochimiques peuvent alors étre fortement ralenties (Eni, 2011). Parmi
les techniques a froid ; la lyophilisation permet de conserver le volume, I’aspect (forme final)

et les propriétés du produit (Thorne, 2015).

Le procéde de lyophilisation est composé de trois étapes principales, successives et

indissociables :

e la congélation : consiste a diminuer la température de celui-ci a une valeur comprise
entre -10 C° et -80 C° qui transforme 1’eau libre en cristaux de glace (Eni, 2011 ;
Thorne, 2015) ;

e la dessiccation primaire (sublimation) : c’est un changement d’état au cours duquel un
corps passe directement de 1’état solide a 1’état gazeux sans passage par I’état liquide,
sous un vide. Elle consiste a sublimer les cristaux de glace formée. Elle est la plus
longue des trois étapes de la lyophilisation (Desage, 2009 ; Eni, 2011 ; Kunal , 2015) ;

e la dessiccation secondaire (désorption) : une fois que la lyophilisation primaire est
terminée et que toute la glace s’est sublimée, I’humidité liée est toujours présent dans

le produit. Donc cette étape permet d’éliminé 1’eau lié et non congelée adsorbée a la
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surface des pores de la matiere séche ou incluse dans la masse du lyophilisat. Pour
I’objectif de réduire I’humidité résiduelle @ un niveau de I'ordre de 3 a 1 % pour
augmenter la durée de conservation a long terme (Thorne, 2015 ; Kunal, 2015 ; Eni,
2011). La désorption est la raison principale de I'utilisation de la lyophilisation, car

justement on peut atteindre une trés bonne qualité du produit (Desage, 2009).

2.3. Extraction d’ADN génomique

L’extraction et 1’isolement de I’ADN génomique intact est une €tape essentielle dans
différentes applications de la biologie moléculaire (Abdellaoui, 2012). Leur objectif est
d’isoler la molécule d’ADN de toute autre molécule organique, et d’en obtenir une quantité
suffisante et de pureté satisfaisante pour permettre toutes les manipulations postérieures de

biologie moléculaire (Ben larbi et al., 2010).
L’extraction de I’ADN passe par trois étapes clés :

e lalyse des cellules ;
e denaturation et élimination de toutes macromolécules autres que I’ADN ;

e précipitation et récupération de I’ADN.

2.4. Différentes méthodes d’extraction d’ADN génomique

2.4.1. Méthode conventionnelle (SDS)

Les méthodes classiques sont des méthodes manuelles qui assurent 1’isolement de
I‘'ADN par [lutilisation de solutions chimiques de différentes concentrations et/ou
I’introduction d’éléments qui facilitent I’isolement de 1°ADN (Ben larbi et al., 2010).

La plupart des protocoles d’extraction d’ADN tissulaire utilisent un détergent SDS
(Dodécyl sulfate de sodium), puisque leur utilisation aide a digérer la membrane cellulaire et
libérer plus d’acides nucléiques au cours de la lyse cellulaire. 11 a également la propriété de
perturber les interactions acide nucléique / protéine, en séparant les protéines des acides
nucléiques (Barbier et al., 2019 ; André et al., 2018).

Il'y a la possibilité d’adapter les protocoles pour extraire I’ADN plus rapidement, sans
toutefois perdre la qualité de I’échantillon (André et al., 2018).

2.4.2. Méthodes des kits

En laboratoire, les méthodes traditionnelles d’extraction de ’ADN génomique sont
remplacées par les kits commerciaux (Holzapfel, 2018). Un kit d’extraction est un paquet

commercialisé qui contient tous les réactifs prét a I’emploi et / ou matériels permettant de
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réaliser I’extraction de I’ADN de fagon rapide (Ben larbi et al., 2010). L’extraction de I’ADN
par le Kit se caractérise par la reproductivité et I’absence de I’utilisation des solvants toxiques

(Benedit et al., 2018). Cependant, ils sont souvent colteux, ce qui empéche leur utilisation.

Les kits trouvés aujourd’hui sur marché sont spécifiques a I’espéce ou au type de
I’organisme étudié, au type de source de ’ADN, au type d’acides nucléique qu’on veut
extraire et la méthode d’extraction (Kits manuelles et Kits pour les extracteurs automatiques

qui contiennent juste les tampons de lyse d’élution) (Ben larbi et al., 2010).

2.5. Différentes techniques d’analyse d’ADN
2.5.1. Analyse de la concentration d’ADN par spectrophotomeétre

La spectrophotométrie est une méthode analytique quantitative qui consiste a mesurer

I'absorbance ou la densité optique d'une substance chimique donnee en solution.

L’absorbance maximale des acides nucléiques est fixée a 260 nm, tandis que
I’absorbance maximale de solutions a base de protéines est de 280 nm (Ben larbi et al., 2010).
La mesure du rapport de DO 260/260 permet donc de contrdler la pureté des échantillons
d’ADN obtenus en évaluant la présence de contaminants (solvants organiques, ARN,

protéines résiduelles) dans la solution d’ADN.

L’absorption a 230 nm refléte la contamination de I’échantillon par des substances telles
que les hydrates de carbone, les peptides, les phénols. Dans le cas d’échantillons purs, le ratio
Aze0/A230 Supérieure a 2 indique une contamination des sucres, du phénol ou des sels (Denis et
al., 2018).

2.5.2. Analyse par migration électrophorétique sur gel d’agarose

La migration sur gel d’agarose permet d’évaluer I’intégrité de I’ADN. Elle consiste a
séparer les fragments d'’ADN en fonction de leur taille. L’ ADN étant chargé négativement va
migre dans le gel soumis a un champ électrique vers le pble positif (anode). Il est visualisé
sous forme de bandes colorées, grace au bromure d’éthidium (BET) sous illumination par UV
(Tellaa, 2013).

L’intensité de la fluorescence est proportionnelle a la quantité de I’ADN linéaire. Cette
méthode peut étre utilisée pour obtenir une estimation de la quantit¢ d’ADN dans les

échantillons.
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2.5.3. LaPCR

La PCR (Polymerase Chain Reaction) est fondée sur une réaction enzymatique in vitro
permettant d’amplifier plusieurs millions de fois des séquences d’ADN génomique, on
utilisant des amorces nucléotidiques. L’incorporation de désoxyribonucléotides libres grace a
une enzyme ADN polymérase thermostable. Des variations cycliques de températures vont
permettre successivement la dénaturation de 1I’ADN, I’hybridation des amorces et leur

extension par I’ADN polymérase (Zafrani et al., 2019).

La réaction de polymérisation en chaine est réalisée dans un mélange réactionnel qui

comprend :
e L'acide désoxyribonucléique contenant le fragment a amplifier

Avant la réaction de PCR, I’ADN est extrait a partir de I’échantillon que 1’on veut analyser.
Puis, cet extrait purifié, contenant le fragment d’ADN que 1’on souhaite amplifier, peut étre
utilisé en PCR (Tellaa, 2013).

e Lesamorces (primers)

Ce sont des oligonucléotides d'une taille comprise entre 17 Pb et 30 Pb (Tellaa, 2013).
Capables de s'hybrider de fagon spécifique, par complémentarité des bases, sur I'un des deux
brins d'’ADN. Les amorces encadrent la séquence d’intérét, et I’allongement se fait dans des
directions opposées (Goossens, 1990). Ils possedent une composition globale de 50 % [G+C]
(Tellaa, 2013). De plus, Les amorces sont en trés forte concentration par rapport a celle de
I’ADN a amplifier (Reddahi, 2017). Leur choix est trés important, ils déterminent les

caractéristiques de I'ADN amplifié (longueur, spécificité et nature) (Onnier, 1999).
e L’enzyme, Tag polymérase

Cette enzyme a été purifiée a partir d’une bactérie vivante Thermus Aquaticus (Taq), il s'agit
d'une ADN polymérase ADN-dépendante, thermorésistante et possédant une activité
exonucléase 5'—3' (Tellaa, 2013), permettant la synthése des nouveaux brins d'ADN lors de
I’amplification (Onnier, 1999).
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e Les Désoxyribonucléotides-Tri-Phosphates (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

Les dNTP (Deésoxyribonucléotides-Tri-Phosphates) sont des molécules de base, qui
constituent I’ADN, seront assemblés par la Taq-polymérase et formeront le brin d'ADN
complémentaire (Tellaa, 2013).

e Untampon

Le tampon 10X est souvent utilisé, il contient en général du Tris-Cl, KCI, (NH4).SO4, MgC1,
(15mM), pH8 (Onnier, 1999).

e MgCl,

Ce cation est un cofacteur indispensable au bon fonctionnement de la polymeérase et a
I'incorporation des précurseurs. Il doit étre apporté en concentration précises sous forme de
MgCl (Tellaa, 2013). La présence dans le milieu réactionnel des cations bivalents Mg?* et de
cations monovalents (K* ou NH*") vont neutraliser les charges négatives des groupements
phosphates au niveau de I’ADN et ainsi stabiliser les hybrides ADN /ADN (Benaissa, 2008).
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Chapitre 3 Matériel et Méthodes

3.1. Stratégie de travail

Notre étude a été réalisée sur six variétés locales de la vigne. Nous avons commencé par
la récolte des jeunes feuilles non infectées a partir de différentes régions d’EL-KANTARA
wilaya de BISKRA. Ensuite, le séchage des feuilles a été effectué par deux méthodes, I’un
dans I’étuve ventilée et I’autre a lyophilisateur. Puis, elles sont conservées de la méme fagon

pendant cinq mois (d’Octobre a Mars) en présence de gel de silice a température ambiante.

Apres la préparation des échantillons, nous avons fait I’extraction d’ADN génomique
qui basé sur la méthode SDS. Cette extraction débute par la lyse cellulaire, suivi par la
purification qui permet d’éliminer les contaminants (lipides, protéines, les métabolites
secondaires) et enfin la précipitation pour regrouper les molécules d’ADN. Puis, nous avons
optimisé le protocole qui basé sur la méthode SDS par des modifications de quelques étapes et

réactifs utilisées.

Aprés I’obtention d’ADN, nous avons verifie leur qualité et déterminer leur quantité,
pour cela I’intégrité de I’ADN a été évaluée par une migration électrophorétique sur un gel
d’agarose 0.8% aprés coloration au BET et visualisation des bandes sous U.V. La

concentration d’ADN a été déterminée par un dosage spectrophotométrique.
Enfin, une PCR classique a été lancé pour estimer et confirmer la qualité d’ADN extrait.

Nous avons illustré la stratégie de travail dans la figure ci-dessous :
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1. Echantillonnage 2. Séchage des feuilles

Etuve ventilée Lyophilisation

U

3. Broyage

a8l
5. Vérification de la quantité et la qualité d’ADN
extrait

6. PCR classique

Electrophorése Dosage
spectrophotométrie

Thermocycleur

Figure 02. lllustration schématique des différentes étapes d’extraction et d’analyses d’ADN.
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3.2. Matériel biologique

La présente étude a été réalisée sur six variétés locales différentes de la vigne qui sont :
Eljbel, Datti, Cimbark, Chamrakha, Souikia, Lkahla.

La récolte a été effectuée dans deux périodes. La premiére période qui a été en mois
d’Octobre 2019, 10 jusqu’a le 13. Et la deuxiéme qui a été en moins de Mars 2020, a partir la
commune d’El-Kantara (Wilaya de Biskra).

Le site d’études situées dans le sud-ouest des Aures, a 52 kilométres au nord de Biskra
et a 62 kilométres au sud-ouest de Batna (Moussi et al., 2019).

Nous avons fait 1’échantillonnage des feuilles par des gants (pour é&viter la

contamination).

Ensuite, nous avons mis les échantillons dans des sachets en plastique et doit étre
étiquetées et ils sont transportés dans une glaciere (+4) au notre laboratoire (voir la figure 03).

Figure 03. Récolte des feuilles.

3.3. Méthodes de travail

3.3.1. Préparation de I’échantillon

Au début de préparation, nous avons fait le nettoyage du paillasse avec 1’eau de javel et
désinfecté le matériel de prélévement par 1’éthanol 70%. Puis, nous avons nettoyeé les feuilles
par I’eau distillée, afin d’éliminer toutes les traces des poussiéres, insectes ...etc, en éliminant
les parties desséchées. Enfin nous avons éliminé 1’excés d’eau a 1’aide d’un papier absorbant.
Lorsqu’on a plusieurs échantillons il faut nettoyer le paillasse a chaque fois entre les
échantillons par 1’eau de javel. Ensuite nous avons fait le séchage de ces feuilles par deux

méthodes (étuve ventilée et lyophilisation).
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3.3.1.1. Séchage a I’étuve ventilée (séchage a chaud)

Cette méthode déroule comme suit :

= nettoyer bien les plateaux de I’étuve par 1’eau de javel et laisse sécher ;

= mettre les feuilles sur les plateaux et séparer entre les variétes ;

= recouvrer les feuilles par des compresses stériles et scotcher bien ;

= étiqueter les variétes ;

= régler I’étuve ventilée a 27 C° pendant 5 jours (Benbouza et al., 2006) ;

= placer les plateaux a I’étuve ventilée (voir la figure 04).

A. Nettoyage des feuilles

B. Nettoyage des plateaux

Figure 04. Différentes étapes de séchage a 1’étuve ventilée.

3.3.1.2. Séchage a lyophilisateur (séchage a froid)

Cette méthode comporte trois étapes: la congélation, la dessiccation primaire et

dessiccation secondaire. Nous avons mis les échantillons dans des boites pétries stériles ;

Ensuite nous avons complété comme suit :
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= étiqueter les boites ;

= placer les boites au congélateur a 25 C° pendant 24h ;

= régler lyophilisateur a température -100 C° et pression entre 1000 et 1277 mbar
pendant deux jours ;

= placer les échantillons sur les étages superposés du lyophilisateur (voir la figure 05).

A. Nettoyage des feuilles B. Organisation des feuilles dans les
boites pétrie

C. Congélation

System Stans

mBar

-100.7% o=

VAC Pum;

S T

Figure 05. Différentes étapes de séchage a lyophilisateur.

3.3.1.3. Conservation dans le gel de silice

Les feuilles séchées peuvent étre conservé a température ambiante pendant quelques
mois. Nous avons mis ces feuilles dans des bocaux stériles et étiquetées. Dont, 1’étiquette doit
comporter le code de I’échantillon, la méthode de séchage et la durée de conservation. Nous
avons ajouté le gel de silice pour bien conserver les échantillons. 1l faut bien fermer les boites
jusqu’au le jour d’extraction d’ADN (voir la figure 06).
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Au cours de la durée de conservation des échantillons, nous avons observé un

changement de couleur de gel de silice qui indique son hydratation, ce qui a besoin de sa

régénération.

La méthode de régénération de gel de silice la plus fréquente, l'augmentation de la

température. La température de régénération du gel de silice est 120 C° et ne doit pas dépasser

140 Ce (voir la figure 07).

Flacon de gel de silice

Conservation des échantillons

dans le gel de silice

Gel de silice

Figure 06. Conservation des feuilles sechées dans le gel de silice.
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Four pasteur

Réactivation du gel de silice par *

Gel
déshydraté

Gel réhydraté

Etuve ventilée

Figure 07. Réactivation du gel de silice.

3.3.1.4. Broyage des echantillons

Il faut broyer les feuilles pour obtenir une fine poudre utilisée dans 1’extraction d’ADN.
Les feuilles seches sont facilement broyées par un pilon et mortier sans azote liquide. Il faut
désinfecter le mortier par I’éthanol 70%. Aprés chaque manipulation nettoyer la paillasse et le
matériel utilisé afin d’éviter les contaminations croisées. Puis nous avons mis la poudre des

feuilles dans des flacons stériles, étiquetés et comportent le gel de silice (voir la figure 08).
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A. Nettoyage des mortiers et
pilons

B. Broyage des feuilles

Gel de
silice

Figure 08. Broyage et conservation des échantillons.

Le tableau ci-dessous comporte tous les informations concernant la préparation des

échantillons.
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Tableau 01. Caractéristiques principales des échantillons.

Echantillon Poids Site Type de
f(gﬁﬁ?eis; Code sec d’échantillonn séchage Conservation
(mg) age
A I’Etuve ventilée
DE2e 785.1 pendant 5 jours
Datti Longitude : (10/10 au
5.695038 15/10/2019)
Altitude : Lyophilisation
DE2L2] | 743 | 35.204872 pendant 2 jours
(14/10 &
16/10/2019) Echantillon
A I’Etuve ventilée | conservéea T°
Chamrakha CE2e 706.1 pendant 5 jours ambiante avec
Longitude : (10/10 au
5.694641 15/10/2019) gel de silice.
Altitude : Lyophilisation (17/10/2019
CE2L2) | 1091.5 | 35.206932 pendant 2 jours Jusqu'a
(14/10
16/10/2019) 12/03/2020)
A I’Etuve ventilée
Souikia SE2e | 795.1 pendant 5 jours
Longitude : (10/10 au
5.702269 15/10/2019)
Altitude : Lyophilisation
SE2L.2] 720 | 35.213509 pendant 2 jours
(14/10
16/10/2019)
Longitude : A I’Etuve ventilée
Eljbel EE2e 462.1 | 5.694791 pendant 5 jours
Altitude : (10/10 au
35.204742 15/10/2019)
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Lyophilisation
EE2L2J 587.2 pendant 2 jours
(14/10 a
16/10/2019)

A I’Etuve ventilée
CE2e 683.9 pendant 5 jours
Cimbark Longitude : (10/10 au
5.694641 15/10/2019)
Altitude : Lyophilisation
CIE2L2) | 750 | 35.206932 pendant 2 jours
(14/10 a
16/10/2019)

A I’Etuve ventilée
LE2e 650 pendant 5 jours
Lkahla Longitude : (10/10 au
5.695284 15/10/2019)
Altitude : Lyophilisation
LE2L2) | 630 | 35.204818 pendant 2 jours
(14/10 a
16/10/2019)

Remarque :
e : signifié le séchage a 1’étuve ventilée.
L : signifié le séchage a lyophilisateur.

2j : signifié les deux jours de séchage a lyophilisateur.
3.3.2. Préparation des réactifs

Avant faire ’extraction d’ADN génomique nous avons préparé des solutions meres des
réactifs nécessaires. Nous avons résumé tous les informations de préparation de ces solutions

au tableau ci-dessous :

20



Chapitre 3 Matériel et Méthodes

Tableau 02. Solutions préparés pour I'extraction d'’ADN génomique.

Solution Date de Concentration | Volume | pH Conditions de
préparé préparation | de la solution total conservation
mere préparé et stérilisation
(M) (mi)
NaCl 4 90 7
10/02/2020
Tris-HCI 0,5 90 7,90
(HOCH:)3CNH: Température
5 15,5 7 d’autoclavage :
NaCl
6 15 12,40 110C®
Tris-HCI Température de
(HOCH2)3CNH: 2 15 7,90 _
16/02/2020 conservation :
15 8 .
EDTA-Na, 0,02 +4C
(C10H14N2Na20g) 0,5 98,5 7,90
15 8,33
1
Acétate de sodium | 08/03/2020 3 10 5.45
C2H3NaO2

3.3.2.1. Reactifs chimiques et éléments de sécurité

La réglementation sur la classification, I'emballage et I'étiquetage des produits
chimiques dangereux vise a assurer la protection des travailleurs, des consommateurs et de

I'environnement. L'étiquetage est la premiére information fournie a l'utilisateur sur les dangers
et les précautions a prendre lors de leur utilisation.

Le tableau suivant représente les différents réactifs utilisés, leurs toxicités et les éléments de
sécurite :
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Tableau 03. Réactifs utilisés et leurs éléments de sécurités.
Réactif Toxicité Protection

Dodécylsulfate de
sodium

(SDS
C12H25Na0,S)

polyvinylpyrroline
(PVP)

l}_

Mercaptoethanol

EDTA-Naz

Sodium
hydroxyde
(NaOH)

&
&

\ 4

56
&
&
&

- Blouse fermée.

- Chaussures fermees.

- Gants résistants aux produits
chimiques.

- Lunettes de sécurité adéquate.

- Bavette.

- Blouse fermée.
- Gants de protection.

- Lunettes de sécurité.

- Blouse fermée.

- Hotte chimique.

- Lunettes de protection avec une
protection sur les cotés.

- Gants appropriés.

- Double bavettes et masque FFP2.

- Blouse fermée.

- Lunettes de protection avec une
protection sur les cotés.

- Gants appropriés.

- Bavette.

- Blouse fermée.

- Gants appropriés.

- Lunettes appropriées.

- Bavette ou masque.
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Chloroforme

alcool isoamylique

©
SAK A,

3
Bl

Ethanol

%

Charbon actif

®

Protéinase K

Bromure
d’éthidium

Isopropanol

® & O

- Blouse fermée.

- Hotte chimique.

- Lunettes de protection avec une
protection sur les cotés.

- Gants appropriés.

- Double bavettes et masque FFP2.

- Blouse fermée.
-Gants.
- Bavette.

- Blouse fermée.
- Lunettes de protection avec une
protection sur les cotés.

- Gants appropriés.

- Blouse fermée.
- Hotte chimique.
- Gants.

- Bavette.

- Blouse fermée.
- Double gants.

- Double bavettes et masque FFP2.

- Blouse fermée.
- Gants.

- Bavette.
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3.3.2.2. Elimination des déchets

Les risques chimiques-toxiques désignent les conséquences potentiellement néfastes
pour les travailleurs liées a 1’utilisation de matiéres chimiques générant des déchets
chimiques. Les conséquences sont tres variées, allant de problemes mineurs et passagers
comme des irritations 1égeres au niveau de la peau, des yeux ou des poumons jusqu’a des

problémes tres sérieux tels que leur carcinogeénicité (Devriese et al., 2005).

Pour I’élimination des déchets a risques chimique-toxiques ces problemes, tels que :
matériel contaminées par BET, B-Mercaptoethanol....etc, il convient d’opter des récipients
indéformables pour les déchets a risque liquides et pateux et des boites en cartons munies

d’un sac intérieur en plastique jaune pour les déchets solides a risque.
3.3.3. Extraction d’ADN génomique

L’extraction du matériel génétique (ADN) a partir de tissus des espéces vivantes est une
¢tape primordiale pour la caractérisation moléculaire d’une espéce donnée, pour étudier des
mutations au sein des variétés, pour des recherches de biologie moléculaire, telles que le

séquencage, la PCR ou le clonage.

Il existe differents protocoles pour extraire 'ADN comme : Dellaporta et al.(1983) ;
Doyle et Doyle, (1987) ; Abd-Elsalam et al.(2011) ; Sandra et al.(2012) ; Meru et al.(2013) ;
Simon et al.(2014) ; Alexander,(2016)..., qui suivent approximativement le méme schéma.
Parmi lequel protocole de Meru et al.(2013) qui consiste d’extraire I’ADN selon la méthode
de polyvinylpyrroline (PVP) + SDS. Ce protocole s’inspire d’un protocole de base d’Abd-
Elsalam et al.2011.

3.3.3.1. Protocole avant I’optimisation (protocole de référence)

Le protocole de Meru et al. (2013) (protocole 0) est une procédure simple et rapide

d’extraction d’ADN génomique par SDS qui effectué en plusieurs étapes sont :

1. mettre 100 mg des feuilles broyées dans un tube eppendorf (1.5ml) avec 450 ul de tampon
de lyse préchauffé a 60 C° qui constitué de : 0.5% SDS, 1% PVP, 200 mM Tris-HCI
pH=7.5, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA pH=8 et 0.2% [-Mercaptoethanol ;

2. agiter les tubes, incuber a 65 C° pendant 30 minutes au bain-marie et vortexer a chaque 5

minutes pendant l'incubation ;
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3. gjouter 135 pl d’acétate de sodium (3 M) a chaque tube eppendorf ;

4. centrifuger les tubes a 24659 pendant 10 minutes a température ambiante ;

5. récupérer le surnageant doucement, et transférer dans un nouvel tube propre ;

6. ajouter un volume égale au surnageant récupérer d’isopropanol froid ;

7. laisser les tubes a température ambiante pendant 10 minutes ;

8. centrifuger les tubes a 24659 pendant 10 minutes a température ambiante ;

9. jeter le surnageant apreés la centrifugation, et laver le culot d’ADN par de I’éthanol 75% ;
10. centrifuger les tubes a 2465g pendant 10 minutes a température ambiante ;

11. laver le culot a la deuxieme fois par 1’éthanol 75%, et centrifuger les tubes a 2465¢

pendant 10 minutes a température ambiante ;
12. éliminer I’éthanol ;

13. sécher le culot d'ADN résultant par 1’inversement du tube sur un papier absorbant

pendant 15min ;
14. suspendre le culot d’ADN extrait dans 50 ul d’eau bidistillée stérile ;

15. conserver les échantillons a -20 C°.
3.3.3.2. Protocole aprés I’optimisation

A. Parametres optimisés

Dans cette étude, nous avons cherché a optimiser certaines étapes du protocole de Meru
et al. (2013) en vue de proposer une méthode d’extraction d’ADN génomique de bonne
qualité et en grande quantité. Cette optimisation est effectuée selon la disponibilité du
matériel et des réactifs au niveau de notre laboratoire. Les parametres testés pour optimiser ce

protocole sont listés dans le tableau 04.
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Tableau 04. Paramétres testés pour les étapes importantes de I’extraction de I’ADN en

référence au protocole de Meru et al. 2013 et le protocole optimisé.

Etape Protocole de Modifications Référence des
reférence I
(Meru et al., modifications
2013)
Tampon de lyse : | Tampon de lyse :
0.5% SDS 2% SDS Xia et al., (2019)
0, 0,
1% PVP 2% PVP Allen et al., (2006)
Ginwal et al., (2009)
La lyse 25 mM EDTA 20 MM EDTA Raimundo et al.,
cellulaire 200 mM Tris-HCI | 200 mM Tris-HCI (2018)
(étape 1 et 2) 250 mM NaCl 250 mM NaCl
0.2% 1% PB-Mercaptoethanol Nelson et al., (2011)

B-Mercaptoethanol

0.5 % (w/v) de charbon actif
6 ul PK (20 mg/ml)

et
Puchooa, (2004)

Krizman, (2006)
Marilia et al., (2019)
Xia et al., (2019)

IMLICI Ginwal et al., (2009)
Incubation : Incubation :
30 min 465 C° 60 min a 65 C° Lencina et al., (2019)
Purification Salting out : Solvant organique :
(étape 3a 5) 135 ul d’acétate de | Chloroforme Tiwari, (2017)

sodium (3M)

alcoolisoamylique (24 :1)

Julie et al., (2010)

Précipitation
(étape 6 a 8)

Isopropanol froid

Incubation :

10min/T° ambiante

Ajout 70%
volumed’isopropanol froid
absolue avec un volume
(10%) de NaCl (5M).
Incubation :

10 min/T°-20 C°

Marilia et al., (2019)
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Lavage
(étape 9 a 11)

Double lavage par
I’éthanol 75%

1% lavage par washing
solution : contient 76%
d’éthanol absolue, 0.2%
d’acétate d’ammonium
(5M) et 23.8% d’eau
bidistillée.

2°™M Javage par 1’éthanol

75%

Lencina et al., (2019)

Ginwal et al., (2009)

Vitesse et T°
de

centrifugation

Centrifugation a
température

ambiante

Centrifugationa 4 C°
(centrifugeuse réfrigérée)
5000g /5 min

Kumar et al., (2009)
Julie et al., (2010)
Benbouza et al.,

24659 / 10 min (2006)

(*) Volume ajouté par rapport au volume total de surnageant obtenu.
B. Protocoles optimisés :

> Protocole 1:

C’est le méme protocole de réference Meru et al. 2013, mais avec une optimisation de

volume du tampon de lyse de 450 ul a 1 ml. Les restes étapes sont les méme.

» Protocole 2 :

C’est le méme protocole 1, mais nous avons modifié quelques étapes (voir la figure 09)
I’étape de lyse par le changement des concentrations de certains réactifs, la durée

d’incubation et ’ajout des autres réactifs, comme suit :

1. mettre 100 mg des feuilles broyées dans un tube eppendorf (2 ml) avec 1ml du tampon lyse
préchauffé (a 60 C°) qui constitué de : 2% SDS, 2% PVP, 200 mM Tris-HCI pH=7.5, 250
mM NacCl, 25 mM EDTA PH=8, 2% B-Mercaptoethanol ; et 6 ul de Protéinase K (20mg/ml) a

chaque tube ;

2. agiter les tubes, incuber a 65 C° pendant 60 minutes au bain-marie et vortexer a chaque 5

minutes pendant l'incubation ;

- Les restes étapes sont les méme au protocole en référence (PO).
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l_ Mettre 100 mg des feuilles Incuber pendant 60 min Ajouter 135 pl
- séchées et broyées. - d’acétate de
Aj . sodium (3M).
jouter 1ml de tampon de Vortexer a chaque 5
lyse préchauffé a 60 C°
Centrifuger T®
Centrifuger a a 2465 g/ 10 ambiante

2465 g/ 10 min min
{\ T° ambiante Ajouter ‘[\

Jeter le volume égal
Surnageant L= g au Surnageant g g
doucement - l ; d’isopropanol -
1 Lai ST Transférer le
i ; aisser a T° : urnageant
Centrifuger a ambiante /10 min Centrlfuger' 9
2465 g/ 10 min 2465 g/ 10 min Sécher le tube.
Ajouter = ™ . Suspendre dans
- J e Laver la2°™ 50 ul d’eau
au culot ‘ fois le culot iy
éthanol ) bldl_stlllee
75% par éthanol Eliminer stériles.
° 75% ’éthanol EEE) Conserver a
-20C°
T° ambiante T° ambiante

Figure 09. Etapes d’extraction d’ADN génomique de protocole 2.

» Protocole 3 :

Dans ce protocole, nous avons ajouté deux autres réactifs au tampon de lyse, 0.5% de
Charbon actif et 1M de chlorure de lithium. Ensuite, nous avons modifié 1’étape de
purification « Salting-out » & une méthode de purification organique par 1’utilisation des
solvants organiques. Nous avons changé aussi la vitesse et la température de centrifugation
sans oublier les modifications apportées a 1’étape de précipitation. Donc le protocole 3 est le

protocole final (protocole propose).

- Les étapes de ce protocole sont présentées dans la figure 10.
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Metre 100 mg des feuilles seches broyées dans un tube eppendorf
Ajouter 1ml du tampon de lyse

(2% SDS, 1M LiCl, 0.5%Charbon actif, 200mM Tris- HCI pH=7.5, 250 mM NacCl, 20 mM
EDTA pH=8, 2% PVP, 1% B-Mercaptoethanol ; 6 ul Protéinase K (20mg/ml))

Incuber pendant60 min / 65C°et vortexer chaque 5 minutes
ﬂ Centrifuger (4C°/5000g/5min)
Transférer le surnageant dans un nouveau tube
Ajouter volume égal au surnageant du chloroforme : alcool isoamylique (24 :1)
Meélanger par I’inversion
ﬂ Centrifuger (4C°/5000g/5min)
Transférer la phase aque{GLse dans un nouveau tube

Ajouter 70% de volume total du surnageant isopropanol froid et 10% volume du surnageant
NaCl (5M)

ﬂ Vortexer
Conserver a -20 C° pendant 10 min
ﬂ Centrifuger (4C°/5000g/5min)
Ajouter 500 pl de washing solution (1% lavage) au culot
(76 % d’éthanol absolu + 0.2% d’acétate d’ammonium (5M) +23.8% d’eau bidistillée)
Conserver a -20 g’ pendant 10 min
!-! Centrifuger (4C°/5000g/5min)
Jeter le surnageant
Ajouter l’éthanol%S % (2™ lavage)
ﬂ Centrifuger (4C°/5000g/5min)
Eliminer I’éthanol

. 3
Sécher les tubes (10 min) par I’inversement des tubes sur papier absorbant et suspendre le
pellet d’ADN dans 50 pl d’eau bidistillée

4 X
Conserver les échantillons a -20 C°

Figure 10. Etapes optimisées d’extraction d’ADN génomique de protocole 3.
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3.3.4. Evaluation de la quantité et la qualité d’ADN extrait

3.3.4.1. Détermination de la concentration et de la pureté d’ADN extrait

La concentration d’acides nucléiques est généralement déterminée par une mesure
effectuée a 260 nm contre un échantillon appelé blanc sachant que : une unité de densité
optique a 260 nm (DO260) = 50 ug/ ml d’ADN double brin. On mesure donc a 260 nm et 280
nm la DO d’une dilution au 1/250"™ de la solution mére (Benaissa, 2008).

Selon Boukhari, (2014) la concentration de I’ADN est déduite grace au calcul suivant :

[ADN] (ng / ml) = Facteur de dilution x DO 260 nm x 50 pg / ml

e Calcule de la masse a partir de la concentration
Masse d’ADN : C = m/v
C : concentration d’ADN en (pg/ml).
m : masse de I’ADN en (ug).
V : volume de I’eau bidistillée utilisée pour resuspendre I’ADN en (ml) = 50 pl= 0,05ml.
Donc: m=C.v
e Lerendement d’ADN extrait par g de feuille seche (R)

Le rendement a été calculé en réalisant le rapport entre la quantité d’ADN obtenue et le
volume ou la masse initial de 1’échantillon (Bienvenu, 1999). La détermination de la masse

est effectué apres calcule de la concentration.

R (ng/g) = Masse d’ADN (ng) / Quantité de I’échantillon de départ en (g)

Pour vérifier la pureté de 1’échantillon, deux ratios serons calculer de : Azeo/A2so €t
Aze0/A230 (Benaissa, 2008)

Le rapport R= Azso Nm/Azgo Nm constitue un bon moyen pour apprécier une éventuelle
contamination de la préparation d'’ADN par les protéines ou par les ARN. Ce rapport doit étre
compris entre 1,8 et 2,1 (ADN pur).

Un ratio inférieur a 1,8 indiquerait une contamination protéique. Les protéines,

principaux contaminant des préparations absorbent aussi a 260 nm, mais avec maximum
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d'absorption qui se situe vers 280 nm & cause des acides aminés aromatiques (Joélle et al.,
2007).

Une contamination par les ARN est indiquée par un ratio supérieur a 2. Les ARN étant
en simple brin, le coefficient moyen d’absorption d’un nucléotide est supérieur a celui du
méme nucléotide dans la double hélice a cause de I’hypochromisme (Joélle et al., 2007).

L’absorption a 230 nm refléte la contamination de I’échantillon par des substances telles
que les hydrates de carbones, les peptides, les phénols ou les composés aromatiques. Dans le
cas d’échantillons purs, le ratio A2s0/A230 devrait étre environ 2,2 (Benaissa, 2008)

3.3.4.2. Evaluation de P’intégrité d’ADN

L’intégrité de I’ADN est déterminée par I’électrophorese (voir la figure 09) sur un gel
d’agarose a 0.8%, aprés une coloration par le bromure d'é¢thidium (BET) qui devient

fluorescent aprés excitation par les ultra-violets dans un tampon TAE 1X (voir I’annexe 03).

Révélateur numérique de gel Régénérateur de puissance

Figure 11. Dispositif schématique du montage d’électrophorése.
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A. Préparation de I’échantillon

Mettre dans chaque tube eppendorf (1.5 ml) 6 pul de I’échantillon d’ADN extrait et
ajouter 2 pl de tampon de charge (bleu de bromophénol) (voir I’annexe02).

Remarque :

Le colorant de bleu de bromophénol est présenté 1’avantage d'alourdir I'échantillon afin
qu'il sédimente au fond des puits de dépot creusés dans le gel (Tellaa, 2013).

B. Préparation de gel d’agarose (0,8%)

Avant de préparer le gel d’agarose, 'opérateur doit étre porté une blouse a manches
longues, des gants en vinyle jetables qu’il change tous les quarts d’heures environ et des
lunettes de protection. Il place un papier Whatman sur sa paillasse afin d’absorber les fuites
possibles. Les étapes sont comme suit :

1. peser la poudre d’agarose 0.16 g ;

2. transférer cette poudre dans un erlenmeyer ;

3. ajouter 20 ml de tampon TAE 1X ;

4. chauffer ce meélange quelques minutes dans un chauffe ballon, Le chauffage entraine la
formation d’une mousse abondante en surface ;

5. retirer I’erlenmeyer avec un linge ;

6. ajouter une goutte de BET, au dernier moment ;

7. agiter I’erlenmeyer a nouveau manuellement de fagon a obtenir un mélange homogene ;

8. couler le gel entre les deux plaques en prétant attention a limiter les fuites ;

10. placer un peigne dans le moule de gel pour créer des puits ;

11. laisser le gel de 15 a 25 minutes jusqu’a leur solidification ;

12. placer les plaques horizontalement, aprés la solidification dans une cuve contenant le

tampon TAE 1X et raccorder aux électrodes.

TAE : Le Tris-Acétate-EDTA est genéralement le tampon le plus fréquemment utilisé.
Néanmoins, sa capacité de tampon relativement faible s’épuisera pendant une électrophorese
longue, rendant nécessaire une recirculation de tampon dans les cycles dépassant 140 mA-
heures. Les avantages potentiels liés a I’utilisation d’un tampon TAE par rapport a un tampon
TBE incluent une meilleure séparation de I’ADN super-enroulé et une migration plus rapide

d’environ 10 % des fragments d’ADN linéaire double brin.
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C. Migration électrophorétique et visualisation des fragments d’ADN

Les échantillons d’ADN extraits sont placés dans les puits pour la migration. La
migration d”’ADN se fait vers 1'anode de la cuve (fil rouge), qui est effectuée sous un courant
de 100 volts pendant 20 min. Ce courant assuré par un régénérateur de puissance.

Aprés migration, sous illumination par UV, ’ADN est visualisé sous forme de bandes
colorées qui peuvent étre photographiées sur un film tres sensible, grace au bromure
d’éthidium (BET) qui est un agent intercalant qui se glisse entre les bases des acides
nucléiques (a manier avec précaution car cancérigéne) quand il s’intercale, il présente une

fluorescence rouge sous rayonnement ultra-violet (UV) (Tellaa, 2013).

Remarque

L’opérateur connait la toxicité du BET, les mesures de prévention a respecter et est
particulierement attentif a limiter les projections lors des secousses du flacon. Le BET est un
liquide de couleur rouge brique a marron, conservé dans un petit flacon bien fermé, dans
I’emballage recouvré par le papier aluminium en raison de la photosensibilité du produit, et
étiquete. Le gel et la solution tampon qui contient du BET aprés la migration sont déposés

dans un bidon bhien fermé.

3.3.4.3. L’amplification par PCR

L’ADN extrait est amplifié par la PCR pour estimer sa qualité. Dont, I’amplification se
fait d’un fragment d’ADN nucléaire de motif répété en tandem (1 a 6 nucléotides). Cette
classe d’ADN nucléaire répétitif est appelée microsatellite.

La séquence cible est amplifiée par PCR a I’aide d’un couple d’amorces spécifiques,
VVS2 (fournisseur : STAR-LAB International), s’hybridant dans les régions flanquantes tres
conservées du microsatellite.

A. Conditions d’amplification

L’amplification d’une séquence d’ADN cible (microsatellite) est effectuée par le couple
d’amorces VVS2 (tableau 05). La speécificité de ces amorces a été préalablement validée par
une étude antérieure de Thomas et Scott, (1993). Le locus VVS2 contient une répétition
parfaite (GA) 22 ( Thomas et Scott, 1993 ). Les tailles d’all¢les attendus de VVS2 allant de
118 bp a 153 bp ( Schuck et al., 2014).
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Le couple d’amorces utilisées, la température d’hybridation et la taille du fragment attendue

sont détaillés dans le tableau 05.

Tableau 05. Les couples d’amorces choisies et la longueur du fragment obtenu avec quelques

parametres associés.

Locus Séquence des primer (5°---- 37) T° Taille Motif de
(C°) | attendue (pb) | répétition

VVS2 | CAGCCCGTAAATGTATCCATC (sens) | 59.4 118-153 Parfait
AAATTCAAAATTCTAATTCAACTGG | 56.00 (GA) 22
(anti sens)

B. préparation du mélange réactionnel pour PCR

L'amplification par réaction en chaine par polymerase a été réalisée dans un volume
final de 12,5 pl qui distribué dans des tubes appropriés, chaque tube contient : 10 ng/ul
d’ADN matrice, 1,25 pl de tampon PCR 10X, 25 mmol/l MgCl,, 2,5 mmol/l de chaque dNTP,

4 mmol/l de chaque amorce et 1 unité de Taqg polymérase (Patricia et al., 2011).

Un tube de témoin néegatif dépourvu d’ADN (contenant de I’H20) est nécessaire a
chaque amplification, afin d’¢éliminer la possibilité des faux positifs di a une contamination

lors de la préparation du mélange réactionnel.

La technique PCR se réalise par le biais d'un appareil programmable appelé un
thermocycleur de type « PRIME » dans lequel sont placés les microtubes contenant le

mélange réactionnel.

C. Déroulement de la PCR dans le thermocycleur

Apreés la préparation des échantillons sont mélangés dans des microtubes et placés dans
le thermocycleur programmé, les étapes qui se déroule étapes de PCR et conditions

d’amplification sont plus détaillais dans le tableau 06.
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Tableau 06. Les étapes de PCR et conditions d’amplification (Thomas et Scott, 1993).

Nombre Etape Température (C°) | Durée

des cycles
Dénaturation initiale 95 5 min
Dénaturation 95 30s

X35 Hybridation 59 45s
Elongation 72 1min
Elongation finale 72 7 min
Conservation 4 Indefiniment

D. Vérification des résultats de la PCR

Lorsque la PCR est terminée, les amplifications ont été verifiées en passant une aliquote

de 4pl du produit de la réaction PCR sur un gel d'agarose 2%, colorés au bromure d'éthidium

(BET).

4ul de I’ADN amplifié est mélangé avec 2 pl de bleu de bromophénol sont déposes sur

le gel d’agarose, ainsi un marqueur moléculaire est déposé sur le gel. A 1’aide d’un champ

électrique de 40 volts pendant 10 min, puis en évolue a 100 volts durant 30 min, I’ADN

chargé négativement, va migrer de la cathode vers ’anode (Reddahi, 2017). La fixation de

BET, marqueur fluorescent a la lumiere UV, a ’ADN va permettre d’augmenter sa

fluorescence et ainsi de visualiser les produits de PCR se forme d’une bande (Reddahi, 2017).

La taille des fragments d’ADN amplifiés est évaluée par rapport d’un marqueur de poids

moléculaire (PM) (DNA Ladder 50 bp).
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L’identification génétique de différentes variétés locales de la vigne, nécessite
I’extraction d’ADN génomique de bonne qualité et quantité. Dans cette étude, nous avons
cherché a optimiser certaines étapes du protocole de Meru et al. (2013), en vue de proposer
une méthode d’extraction d’ADN de qualité, relativement simple, peu colteux et réalisable
selon la disponibilité des réactifs et des appareils dans notre laboratoire d’EL-HADJEB qui
peu équipé.

Les résultats seront comparés a ceux obtenus par le protocole de référence de Meru et al.
(2013). Le type d’échantillon biologique utilisé qui est un tissu végétal, présente des
problémes a l'extraction ou a l'amplification. Il s'agit d'échantillons riches en métabolites

secondaires qui inhibent la réaction d'amplification.
4.1. Resultats

4.1.1. Profil électrophorétique de ’ADN extrait par le protocole (0) de Meru et al.
(2013)

Le premier protocole a été appliqué est celui de Meru et al. (2013), afin d’y appliquer

par la suite les modifications souhaitées.

L’ADN des feuilles seches (a lyophilisateur et a I’étuve ventilée) a été extrait. Ces
échantillons des feuilles sont : Datti (DE2e et DE2L2j), Souikia (SE2e) et Eljbel (EE2L2j).
Elles sont conservées pendant cinq mois (d’Octobre a Mars) a température ambiante en

présence de gel de silice.

Tous les échantillons d’ADN extraits ont été soumis a une migration électrophorétique
sur un gel d’agarose 0.8% sous une tension de 500 V, suivie d’une coloration en BET puis

visualisation sous UV afin de vérifier si I’extraction a bien eu lieu (Figure 12).

L’électrophorése est une méthode d’estimation de la densit¢é et la qualité des
¢échantillons, c’est a partir de ’inflorescence des bandes et la forme de bande qui peut nous

faciliter I'interprétation des résultats.

D’apres la figure 12, I’absence de I’ADN extrait a partir de tous les échantillons

utilisés : SE2e, DE2L 2j, DEZ2e, et EE2L 2j.

Toutefois, I’extraction des acides nucléiques peut étre confrontée a divers facteurs

limitants. On cite alors des insuffisances au cours des étapes d’extraction, comme une lyse

36



Chapitre 4 Résultats et discussion

cellulaire incompléte ou encore un séchage incomplet des feuilles ce qui provoque la

réhydratation des feuilles et induit la dégradation d’ADN génomique.

" e FZ " S
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Figure 12. Profil électrophorétique d’ADN génomique obtenu aprés 1’application de
protocole de Meru et al. 2013 (P0). Une électrophorése sur un gel d’agarose a 0.8% aprés une

coloration au BET suivi d’une visualisation sous UV.
4.1.2. Profil électrophorétique de ’ADN extrait par le protocole (01)

Nous avons réessay¢ d’extraire ’ADN en deuxiéme fois, par I’application de protocole
de Meru et al. (2013), avec un changement de volume de tampon de lyse, nous avons proposé
d’utiliser un volume de 1 ml au lieu de 450 pl, ce volume suffisant pour la lyse cellulaire. Les
échantillons qui nous avons utilisé dans cette essai sont : Souikia (SE2L2j), Chamrakha
(CE2e et CE2L2)) et Eljbel (EE2e).

D’aprés la figure 13, seulement les échantillons lyophilisés SE2L.2j et CE2L2j des 04
¢chantillons testés a donné une bande d’ADN perceptible sous UV. Dont, la quantité en ADN
semblait optimale au vu de l’intensité légérement plus élevée de cette bande sur le gel
d’agarose. L’obtention d’une bande pour les deux échantillons Souikia signifie que I’ADN
extrait n’est pas dégradé (intégre). Ces résultats montrent la présence d’ADN extrait a partir
des feuilles lyophilisées et conservées pendant cinq mois (d’Octobre a Mars), ce qui expliqué

par une bonne conservation d’ADN au cours de cette longue période.

Les résultats obtenus montrent que le protocole de Meru et al., (2013) qui a basé sur la
méthode SDS ne donne pas des bonnes concentrations d’ADN sauf dans les cas ou nous

avons augmenté le volume de tampon de lyse (1ml), ce qui permet de bien lyser les cellules.
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Cependant, pour les autres échantillons séchés a 1’étuve, il n’y a pas eu de détection
d’ADN. Ce dernier résultat peut s’expliquer par un séchage incompléte des feuilles a 1’étuve
ce qui provoque la réhydratation des feuilles et induit la dégradation d’ADN génomique. Et
méme I’utilisation de petite quantité de gel de silice pendant la période de conservation

seraient aussi considérées comme un facteur limitant de I’extraction d’ADN.

D’aprés les résultats obtenus, le meilleur procédé de préparation des échantillons est la
lyophilisation qui permet de bien conserver I’ADN génomique des feuilles en qualité
supérieure a celle des feuilles séchées a 1’étuve. Les mesures des DO peuvent alors suffire

pour conclure sur les concentrations.
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Figure 13. Profil électrophorétique d’ADN génomique obtenu aprés 1’application de
protocole de Meru et al., 2013 (P1). Une électrophorése sur un gel d’agarose a 0.8% aprés une

coloration au BET suivi d’une visualisation sous UV.
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4.2. Discussion analytique

4.2.1. Caractéristiques et particularités des échantillons étudiés

L’extraction d'ADN a partir de plantes est plus difficile que celle d'animaux,
premierement parce que les plantes ont une paroi cellulaire et la lignine (Varner et al.,
1989) qui nécessitent des étapes de broyage spécifiques pour étre rompues, et deuxiemement
parce que les plantes contiennent des métabolites secondaires qui peuvent inhiber la PCR
(Khanuja et al., 1999 ; et Marilia et al., 2019).

Chez les plantes, I'ADN peut étre extrait de divers tissus, tels que la feuille, la tige, les
racines, I'endocarpe du fruit, etc. La feuille et la tige, par exemple, sont souvent utilisées dans
la génétique des populations (Marilia et al., 2019).

Dans cette étude, I’extraction de I’ADN total a été faite a partir de 100 mg de poudre de
jeunes feuilles séchées, conservées a température ambiante. Nous avons essay¢ d’optimiser un
protocole rapide et efficace permettant d’extraire de fagon homogene de I’ADN génomique de
qualité a partir de feuilles déshydratées de vigne, sans la nécessité de travailler par 1’azote
liquide ou le besoin de congélateur -80 C° qui sont indisponibles au niveau notre laboratoire.

4.2.1.1. Choix des feuilles par rapport aux autres tissus

Les jeunes feuilles sont toujours le choix préféré pour I’isolement d’ADN pur de bonne
quantité (Porebski et al., 1997), parce qu’elles contiennent un grand nombre des cellules et de
petites quantités des métabolites secondaires (Murray et al., 1980 ; Marilia et al., 2019). Alors
que, nous avons ¢vité de faire I’extraction a partir des feuilles adultes parce qu’elles
contiennent des quantités plus élevees des composes phénoliques et des polysaccharides qui
peuvent influencer la qualité et la quantité d’ADN extrait (Porebski et al., 1997).

Cependant, les autres tissus comme la tige ou les racines, sont plus lignifiés et peuvent
étre riche en métabolites secondaires, qui peuvent empécher I'isolement du matériel génétique
ou inhiber la réaction en chaine par polymérase (PCR) utilisée pour amplifier les locus
d’intérét (Marilia et al., 2019).

4.2.1.2. Séchage et conservation des feuilles

Au cours de cette étude, nous avons essayé d’optimiser une méthode de conservation
des échantillons pendant presque six mois sans altérer d’ADN et sans le besoin d’un
congeélateur a basse températures (-80 C°). C’est pour ¢a nous avons fait le séchage des
feuilles a I’étuve et par lyophilisateur.

La lyophilisation est une méthode permet d’éliminer la partie de I’eau contenue dans

I’échantillon. Par abaissement de I’activité de I’eau, les vitesses des réactions biochimiques ou
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enzymatiques peuvent alors étre fortement ralenties (Eni, 2011). Par conséquent, une stabilité
de stockage d’échantillon a long terme et a température ambiante est possible (Wang, 2004).

Utilisation de tissu lyophilisée offre plusieurs avantages. Tissu sec peut étre
efficacement rompu alors que I’ADN n’est pas hydraté et donc moins sensible au
cisaillement. Enfin, les tissus secs peuvent étre conservés pendant plusieurs années avec peu
de perte de qualit¢é de ’ADN (Murray et Thompson, 1980). Nous avons proposé les
conditions d’optimisation -100 C° avec 1000 mbar, qui donne des bons résultats d’apres le
profil électrophorétique.

Selon les trois études de (Gostel et al. 2016 ; Funk et al. 2017 ; Lencina et al. 2019),
I’ajout de gel de silice aux échantillons séchés va inhiber toute réaction de réhydratation
méme si le taux d'humidité est trop élevé, et ca permet une meilleure conservation pendant
une longue période. Le rapport du gel de silice a I’échantillon doit dépasser (10 : 1), pour bien
conserver I’échantillon (Nagy, 2010).

En outre, ces feuilles seches sont faciles a broyés sans la nécessité a 1’azote liquide qui
est indisponible au niveau notre laboratoire. Donc par un simple broyage dans un mortier et
au pilon, nous avons obtenu une poudre fine des feuilles utilisés dans I’extraction d’ADN a

n’importe quel moment.

4.2.2. Analyse des protocoles appliqués

4.2.2.1. Technique de référence

L’isolement d’ADN pur, intact et de haute qualité¢ est trés crucial pour toute étude
moléculaire. La technique manuelle de référence Meru et al. (2013) de notre étude a base de
détergent anionique SDS (Dodécylsulfate de sodium) s’inspire de protocole modifié par Abd-
Elsalam et al. (2011).

L’extraction de I’ADN génomique s’effectué en trois étapes qui sont : la lyse cellulaire,
la purification et la précipitation d’ADN. Les jeunes feuilles des variétés locales de vigne bien

séchées sont broyées pour obtenir une fine poudre (100 mg) qui est utilis¢ dans I’extraction.

Tout d’abord, il y a une étape de lyse cellulaire par un tampon de lyse de 450 yl
préchauffée a 60 C° qui constitué de : 0.5% SDS, 1% PVP, 200 mM Tris-HCI (pH=7.5), 250
mM NaCl, 25 mM EDTA (pH=8) et 0.2% B-Mercaptoethanol.

L’utilisation de SDS (Dodécylsulfate de sodium) qui est un détergent aide a digérer la
membrane cellulaire et libérer plus d’acides nucléiques au cours de cette étape. Le SDS a

également la propriété de perturber les interactions acide nucléique / protéine, en séparant les
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protéines des acides nucléiques (Barbier et al., 2019). Il élimine les lipides moléculaires de la
membrane cellulaire et provoque sa perturbation (Sharma, 2012).

Lorsque la paroi et les membranes sont brisées pendant le broyage des tissus, le contenu
cytoplasmique de la cellule est libéré, ce qui modifié le pH et par conséquent, la stabilité des
biomolécules comme I’acide nucléique est perturbée. Le Tris (amino méthane,
hydroxyméthyle), qui est trés courant utilisé pour maintenir le pH du tampon d’extraction

d’ADN. Ceci maintient le pH de solution a un pH presque physiologique (8) (Sharma, 2012).

Alors que, ’EDTA (acide éthyléne diamino tétra acétique) a la propriété de chélater les
ions de magnésium, un cofacteur nécessaire pour les nucléases (Puchooa, 2004). La chélation
des ions bivalent (Mg?*) avec ’EDTA rend I’enzyme DNase non fonctionnelle et protége
ainsi PADN. Les ions (Mg?") sont également nécessaires pour I’agrégation de 1’acide

nucléique avec la protéine (Heikrujam et al., 2020).

Le NaCl utilisé dans le tampon de lyse aide a eéliminer les protéines liées a I’ADN. Et a
stabiliser la structure hélicoidale double brin de I’ADN (Sharma, 2012). Aussi, il est facilité

I'élimination des polysaccharides (Ghaffari et al., 2011).

La PVP (polyvinylpyrroline) a été utilisée pour eéliminer les polyphénols par la
formation des liaisons hydrogéne complexes avec des composés polyphénoliques qui peuvent
étre séparés de I'ADN par centrifugation (Ghaffari et al., 2011). Et éviter leur interaction avec
I’ADN (Sharma, 2012).

L’utilisation de P-Mercaptoethanol est souvent incluse dans le tampon d’extraction
d’ADN végétal (Sharma, 2012). Ce réactif aide a I’inactivation et a la dénaturation de
certaines enzymes telle que les peroxydases qui catalysent l'oxydation des composés
phénoliques (Marilia et al., 2019). Donc, le B-Mercaptoethanol est un agent antioxydant
permet de limiter I’action des polyphénols qui, aprés oxydation, sont liés de fagon covalente
aux protéines et acides nucléiques au cours de ’homogénéisation (Julie et al., 2010). Ainsi, il

est un agent réducteur qui peut éliminer les tanins présents dans 1’extrait végétal brut (Sharma,
2012).

Aprés I’ajout de tampon de lyse, les tubes sont incubés au bain-marie a 65°C pendant 30
min, cette étape permet d’homogénéiser et solubiliser les réactifs de milieu réactionnel et
devient clair en quelques secondes ce qui augmenter I’interaction entre les différents réactifs

avec les protéines, les composées phénoliques et les polysaccharides (Ghaffari et al., 2011).
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Ils sont mélangés par le vortex chaque 5 min, cette action permet d’accélérer 1’action de lyse
(Marilia et al., 2019).

La lyse cellulaire est suivie d'une étape de purification pour éliminer les protéines et les
contaminants récupérés avec I'ADN en solution. Cette étape est importante puisque les
différents composés de la solution de lyse et les enzymes cellulaires peuvent entrainer la
dégradation du matériel génétique ou perturber les analyses ultérieures. Un volume 135 ul
d’acétate de sodium (3 M) est utilisé pour faire le relargage des protéines a force ionique
¢levée, c’est la technique de Salting-out (Dairawan et al., 2020).

Les tubes sont centrifugés a 2465g pendant 10 minutes. Apres centrifugation, les acides
nucléiques se trouvent dans la phase aqueuse (surnageant). Le surnageant est récupéré
doucement pour éviter la contamination aux débris cellulaire puis transféré dans un nouveau

tube propre.

La précipitation de ’ADN est réalisée par I’addition d’un volume égale d’isopropanol
froid au surnageant récupéré. C’est un bon choix pour la précipitation de I’ADN car
I’isopropanol a une grande capacité a réduire la constante diélectrique de 1’eau que 1’éthanol.
Il aussi permet d’¢liminer les impuretés se forment dans I’étape précédente. L’utilisation
d’isopropanol glacé est généralement pratiquée, parce que le rendement d’ADN soit augmenté

a basse température.

Pour assurer la précipitation, laisse les tubes eppendorfs a température ambiante pendant
10 min, puis centrifuge a 24659 pendant 10 min a température ambiante. Aprés la
centrifugation, le surnageant est jeté par contre le culot est lavé par I’ajout de 1’é¢thanol 75%
pour éliminer les traces de 1’isopropanol de I’étape précédente. Puis, les tubes sont centrifugés
a 2465¢g pendant 10 min a température ambiante.

Le culot est lavé la deuxieme fois par 1’éthanol 75%. Le précipité d’ADN résultant est
séché par I'inversement du tube sur un papier absorbant pendant 15 min. Ensuite, le culot

d’ADN est suspendu dans 50 pl d’eau bidistillée stérile.

Enfin, Les échantillons d’ADN extrait sont conservés a -20 C°.
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e Avantages et inconvenients :

Le protocole de Meru et al. (2013) qui basé sur I’utilisation de SDS est simple, rapide et
nécessite pas des réactifs et des équipements coliteux et dangereux dans 1’environnement.
Aussi, il permet d’éliminer les polyphénols pouvant géner les prochaines étapes d’analyse

moléculaire, par I'utilisation des antioxydants 1% PVP et 0,2 % B-Mercaptoéthanol.

Ce protocole utilise la méthode de Salting out qui est une méthode d’extraction d’ADN
non toxique (acétate de sodium 3M) par Miller, Dykes et Polesky en 1988 (Dairawan et al.,
2020) et elle est plus facile a appliquer, comparable a celui qui utilise le phénol et
chloroforme (solvants organiques) qui sont des agents toxiques, cancérogenes et donc
impraticables (Barbier et al., 2019).

L’étape de lyse impact directement le rendement des acides nucléiques. La lyse doit étre
suffisamment puissant pour casser les cellules des échantillons (paroi, les membranes) et
libérer les acides nucléiques.

Par contre, cette technique utilise un volume insuffisant de tampon de lyse (450 pl), et
nécessite un échantillon de départ important (100 mg des feuilles), ce qui induit la formation
d’une pate et la réduction de la phase aqueuse. Ce probléme conduit a une lyse incomplete,
comme nous avons obtenu apres I’application de ce protocole sur nos échantillons.

L'extraction d'ADN a partir des plantes, présente des difficultés parce que les plantes
ont une paroi cellulaire. Elles sont plus résistantes a la lyse et nécessitent I’ajout des
détergents forts a concentration approprié (lyse chimique) et des enzymes (lyse enzymatique),
a la solution de digestion pour le bris de la membrane. Cependant, ce protocole utilise une
faible concentration de détergent (0,5% SDS) qui peut induire a une lyse cellulaire incompléte
ce qui donne un faible rendement d’ADN extrait.

En plus, la méthode de purification utilisée (le Salting-out) donne des résultats de
mauvaise qualité d’ADN par rapport la purification par les solvants organiques (le phénol-
chloroforme) (Julie et al., 2010).

Cette méthode présente un autre inconvenient représenté par une faible précipitation des
filaments d’ADN extraits au cours de I’étape de ’ajout d’isopropanol froid. Elle laisse les
tubes a température ambiante. En effet ’incubation d’ADN a basse température ¢a permet une

bonne précipitation.
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4.2.2.2. Protocoles optimisés

Apres des essais préliminaires de protocole Meru et al. (2013), ils ont montré qu’il était
nécessaire d’optimiser ce protocole d’extraction d’ADN, compte tenu des facteurs suivants :
- Tefficacité (sensibilité), simplicité et la rapidité ;
- la quantité et la qualité de I’ADN extrait ;
- le colt, vu le nombre important d’échantillons a extraire ;

- un protocole utilisable par notre laboratoire dont il est peu équipé.

Il est difficile d’extraire ’ADN a partir de Vitis vinifera, c’est a cause de la présence
d’une paroi cellulaire et la richesse de cette plante en métabolites secondaire (Lodhiet al.,
1994). Donc, il doit étre detruire la paroi cellulaire pour libérer le contenu de la cellule par
’utilisation des détergents forts a concentration appropriée (lyse chimique) et éliminer les
contaminants par I’utilisation des antioxydants et des agents chimiques.

Pour bien lyser les cellules, nous avons modifié la concentration de SDS utilise dans le
protocole de base (Meru et al., 2013) de 0,5 a 2%. D’aprés I’étude de Xia et al. (2019),
I’utilisation de 2% SDS donne un rendement plus élevé d’ADN extrait par rapport a 0.5%, a
partir de leurs résultats le rendement d’extraction obtenue est de 1800 ng/mg, alors que Meru
et al. (2013) a obtenu un faible rendement environ 0.01 ng/mg.

En plus pour améliorer le rendement d’ADN, nous avons proposé I’utilisation de la
proteinase K qui est un enzyme permet de détruire les protéines membranaires et cellulaire et
méme garder I’ADN intact contre la digestion enzymatique par les ADNases (Marilia et al.,
2019).

Puis, un autre changement apporté pour améliorer 1’étape de lyse, 1’augmentation de
temps d’incubation au bain marie de 30 min a 60 min avec une agitation chaque 5min, cette
modification assure une bonne interaction entre les différents réactifs avec les protéines,
polysaccharides et composées phénoliques (la lyse compléte), c’est selon les études de
Lencina et al., 2019) et (Ghafari et al., 2012).

Le ratio 260/230 est égal a 0.53 pour le protocole de Meru et al. (2013), indiquant une
forte contamination par des composés comme les polysaccharides qui absorbent a 230 nm
(Varma et al., 2007), les polyphénols ou les sels...etc (Benaissa, 2008). Cette forte
contamination peut expliquer par faible concentration utilisé de PVP et B-Mercaptoethanol,
1% et 0.2% respectivement. C’est pour ¢a, nous avons modifié les concentrations de ces
réactifs pour bien éliminer les métabolites secondaires, nous avons met 2% de PVP et 1% de

B-Mercaptoethanol, d’aprés 1’étude de Nelson et al. (2011), I'utilisation de 3-Mercaptoethanol
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va éliminer les métabolites secondaires, selon leurs résultats le ratio Azeo/Az230 = 2.08 (meilleur
résultat), malgré qu’ils sont extrait '’ADN a partir de 16 especes différentes de plantes

médicinales qui sont riche en métabolites secondaires surtout les polyphénols (Balunas, 2005)

Pour bien purifier I’ADN de tous les contaminants existant parmi lesquels les ARNs qui
sont ¢liminé¢ par ’ARNase A, dont le protocole de base n’utilise aucun produit ou des
enzymes pour éliminer les ARNs. Dans notre protocole optimisé nous avons ajouté 1M de
chlorure de lithium qui va précipiter les ARNs pendant I’étape de lyse (Ginwal et al., 2009), il
a été avantageusement remplacé I’ARNase A par le chlorure de lithium, parce qu’il est moins
codteux, dont 100g de chlorure de lithium ¢a coute 5683,20 DA par rapport a 34534.78 DA de
2,5 ml de I’ARNase A (quiagen).

En plus, pour améliorer la pureté d’ADN extrait nous avons rajouté le charbon actif qui
empéche la solubilisation des polysaccharides et les polyphénols (Krizman et al., 2006). Les
polysaccharides sont particulierement problématiques car co-précipitent avec I’ADN. Ils
rendent les pipetages et la migration sur gel difficiles, causent des anomalies dans les
cinétiques de réassociation et interferent avec les activités enzymatiques telles que les ligases,
nucléases (Varma et al., 2007 ; Julie et al., 2010). D’aprés les résultats de Milica et al. (2014),
I’ajout de charbon actif améliore la puret¢ d’ADN extrait, dont ils ont obtenu un ratio

Aze0/A230 =1.8, proche des valeurs théoriques attendues.

La méthode de purification appliqué par le protocole Meru et al. (2013) est le Salting-
out (3M d’acétate de sodium) qui n’est pas bien purifié I’ADN extrait par rapport a la
purification par les solvants organiques (chloroforme : alcool isoamylique) (Julie et al., 2010).
Donc, nous avons utilisé le mix chloroforme : alcool isoamylique qui empéche le cisaillement
de I’ADN pendant I’isolement. Il va éliminer efficacement les protéines et les lipides (Tiwari,
2017), selon Ginwal et al. (2009) les meilleurs résultats ont été obtenus par 1’utilisation de
chloroforme : alcool isoamylique avec un ratio d’A2eo/Azgo €gal & 1.98.

Nous avons modifié aussi la température de centrifugation a 4 C° au lieu de 25 C°. A
partir les résultats obtenus par Benbouza et al. (2006), la centrifugation a 4 C° favorise
I’obtention d’une interface plus compacte entre les phases aqueuses et organiques, soit apres
phénol ou le chloroforme, cette couche intermédiaire contient les protéines. La baisse
température permet aussi une meilleure séparation entre la phase aqueuse qui contient I’ADN
et la phase organique qui comporte les contaminants.

Pour améliorer 1’étape de précipitation d’ADN nous avons utilisé un sel (5M NaCl) avec

I’isopropanol froid suivi par un lavage par une solution de lavage (éthanol absolue avec
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I’acétate d’ammonium (5 M) et I’eau bidistillée). Selon Marilia et al. (2019), I'utilisation
d’isopropanol avec le NaCl (5M) vont bien précipiter les molécules d’ADN, ce qui augmente
le rendement d’ADN obtenu. En plus, selon Lencina et al. (2019), I'utilisation de Washing

solution aide a I’¢limination de toute trace d’isopropanol.

4.2.2.3. Evaluation de la rapidité, la simplicité et le coQt de protocole optimisé

D0 la pandémie de coronavirus et le confinement appliqué sur les établissements les
universités, nous n’avons pas terminé notre travail et les résultats obtenus sont insuffisants qui
sont de quelques profils électrophorétiques d’ADN extrait. C’est pour ¢a, les deux protocoles
(de référence et optimisé) seront évalués en termes de simplicité et rapidité (tableau 07), et
aussi le co(t de chaque protocole sera Vvérifié (tableau 08).

D’aprés le tableau 07 le protocole optimisé semble facile a appliquer et il y a la
possibilite de traiter plusieurs echantillons en méme temps, malgré nous avons ajouté des
étapes pour améliorer le rendement d’extraction par I’augmentation de la durée de lyse des
cellules de 30 a 60min avec I’ajout d’une étape de précipitation au Sel et doubles lavages a
I’éthanol pour bien purifier d’ADN. Malgré ca, le protocole optimisé ne prend pas beaucoup

de temps pour extraire I’ADN, environ 2 heures d’application.

Tableau 07. Evaluation des protocoles en termes de rapidité.

Durée d’application Nombre
d’échantillons
Etape de | Etape de Etape de totale traites a la fois
lyse purification | précipitation
Protocole | 30 min 10 min 55 min 1h 35 min | Possibilité de
de traiter plus
référence d’échantillons,
de Meru et moins de
al. (2013) manipulations
Protocole | 1h5min |5 min 45 min 1h 55 min | Possibilité de
optimisé traiter plus
(P3) d’échantillons,
moins de
manipulations

Le codt par échantillon extrait a été calculé. Il représente un colt acceptable (22.2478 DA)

du cotit d’un échantillon extrait avec le protocole PO de Meru et al. (2013) (16.5239 DA).
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Tableau 08. Etude de cofit de I’extraction d’ADN génomique pour un échantillon par le
protocole optimisé (3) et le protocole avant optimisation (0).

produits Prix de Protocole 0 Protocole 3
produit en Quantité Prix de la Quantité Prix de la
DA utilisée en guantité utilisée en quantité
(g)ou(ml) | utiliseeen | (g)ou(ml) | utilisée en
DA DA
943.61 0.00225 0.00212 0.02 0.0189
SDS (1Kg)
22352. 18 0.0045 1.0058 0.02 4.470
PVP (1009)
) 5683.20 / / 0.00007 0.004
LiCl (100g)
) 14100.00 / / 0.005 0.0705
Charbon actif
(1Kg)
) 28201. 66 0.01409 0.795 0.03132 1.766
Tris-HCI (50009)
6916,00 0.004 0.028 0.007 0.048
EDTA (1Kg)
1850,00 0.006 0.011 0.006 0.011
NaCl (1Kg)
B 3400,00 0.0009 0.003 0.01 0.034
Mercaptoethanol
(1 Kg)
N 69700,00 / / 0.0003 0.0418
Protéinase K (500
mg)
) ) 12624, 74 0.1837 2.319 / /
Acétate de sodium
(1Kg)
5500.00 / / 0.6 1.32
Chloroforme
(25L)
11800, 00 0.500 11.8 0.420 9.912
Isopropanol (500
ml)
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2800.00 0.500 0.56 1,38 1,545
Ethanol absolu 99

% (2,5 L)

) 3900.00 / / 0.3854 3.00621
Acétate

d’ammonium

) 16.5239 22.2478

Prix total

4.2.3. Les difficultés retrouvées au niveau de notre laboratoire

Les analyses de biologie moléculaire nécessitent réglementairement trois zones pour la
préparation des réactifs, la préparation des échantillons et la réaction d’amplification
proprement dite. Soit on peut diviser le labo en deux zones, la zone des activites pré-PCR (la
préparation des réactifs et des echantillons, ’extraction d’ADN) et la zone des activités post-
PCR. La séparation entre ces zones doit étre absolue. Mais au niveau notre département, il n’y
a pas un laboratoire spécial de biologie moléculaire ce qui peut augmenter les risques de
contaminations ('ADN amplifié étant trés contaminant pour I'ADN non amplifi€). Pas d’un

espace aménageé pour revétir et enlever les vétements et équipements de protection.

L’organisation de travail peut étre plus difficilement applicable et les consignes de
sécurité, ne sont pas toujours respectées, C’est a cause des paillasses de travail ou
interviennent de nombreux étudiants et ce qui peut provoquer un risque de contamination de
notre échantillon. Le manque de matériel (pas de masque ou de lunettes disponibles, hotte

déja occupée).
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L’objectif de notre travail est la mise au point d’un protocole d’extraction d’ADN afin
d’obtenir un ADN de bonne quantité et de bonne qualité, simple, rapide, moins couteux et
réalisable selon la disponibilité des réactifs et des matériels au niveau de notre laboratoire
d’EL-Hadjeb, en comparant les résultats des concentrations et des rendements obtenus du
protocole optimisé avec les résultants de protocole de base.

Au cours de cette étude, nous avons réussi de valider d’une part I’efficacité des

méthodes de séchage et d’autre part la conservation a longue durée de nos échantillons.

Nous avons appliqué le protocole de référence de Meru et al. (2013), a partir des jeunes
feuilles déshydratees de la vigne (a 1’étuve ventilée et par le lyophilisateur) et conservées a
long durée a tempeérature ambiante ; qui sont broyées dans un mortier et sans I’utilisation de
’azote liquide, les résultats obtenus de ce protocole n’étaient pas satisfaisants. C’est pour ¢a,
nous avons optimisé le protocole de base par des modifications des différentes étapes, nous
avons augmenté le volume de tampon de lyse a 1ml et la concentration de SDS a 2%, PVP a
2% et B-Mercaptoethanol a 1% et diminuer la concentration de EDTA a 20 mM. Nous avons
ajouté des réactifs qui améliorent le rendement d’ADN telle que : la protéinase K ; et d’autres
qui améliorent la pureté d’ADN tell que : Chlorure de lithium (1M), Charbon actif (0.5%)
avec un changement de durée d’incubation a 60 minutes, et replacement de 1’étape de
purification (Salting-out) par le chloroforme-alcool isoamylique. La précipitation d’ADN se
fait par I’ajoute d’isopropanol froid et NaCl (5M) avec une incubation a -20 C° durant 10 min.
Un double lavage s’effectué par washing solution contient I’éthanol absolue, d’acétate
d’ammonium (5M) et d’eau bidistillée avec une incubation a -20 C°. Ces toutes ces
modifications apportées pour améliore la pureté et la quantité d’ADN extrait. Le protocole
optimisé est de colt raisonnable (22.2478 DA/Echantillon) ainsi que sa durée d’application

est environ (1h 55 min) donc ce protocole est tout a fait applicable en routine.

Malheureusement nous n'avons pas pu terminer notre travail c’est a cause de la
pandémie de Covid-19. Donc, pas des résultats suffisants a présenter, c¢’est seulement des
études theoriques. 1l serait utile et intéressent que les prochaines études aillent a continuer et

oursuivre ce travail a ’avenir.
p

49



Conclusion et perspectives

Les perspectives pour la continuation de notre travail expérimental :

- Utiliser d’autres techniques précises pour la détermination de la quantité d’ADN
extrait tels que dosage au Nanodrop et par fluorimeétrie ;

- Faire un séquencage pour créer des cartes génomiques de la vigne algérienne.
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Annexe 1.

Annexes

e Réactifs et matériels utilisés pour la réalisation de I’extraction d’ ADN.

» Reéactifs utilisés.

Le produit Fournisseur Pays de fabrication
chimique/formule chimique
2-Mercaptoéthanol Merck Schuchardt OHG Allemagne
(HSCH2CH20H)
Acétate de sodium anhydre SIGMA-ALDRICH Allemagne
Agarose SIGMA life science Etats-Unis
Alcool isoamylique SIGMA-ALDRICH Allemagne
(3Methylbutanol) CsH120
BET SIGMA-ALDRICH France
Bleu de bromophénol CARLO ERBA reagents Italie
ChloroformeCHCI3 SIGMA-ALDRICH France
Chlorure de sodium (Nacl) Honeywell Fluka Danemark
EDTA di sodium BIOCHEM Chemopharma Québec
Ethylenediaminetetraacetic
acide di sodium
(C10H14Na208.2H20)
Ethanol C2HsOH Honeywell Riedel-de Haen Allemagne
Gel de silice ISOLAB
Glycérol SIGMA-ALDRICH Allemagne
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Isopropanol C3HgO QUICK service France
Polyvinylpyrroline BIOCHEM Chemopharma USA
(CGHQNO)n

Protéinase K SIGMA life science Etats-Unis
SDS C12H25Na04S Sigma-Aldrich Danemark
Tris HCL SIGMA life science Etats-Unis

> Matériels utilisés.

Le matériel utilisé au cours de I’extraction :

e Béchers (25, 50, 250,500 ml) en verre et en plastique.

e Barreau magnétique de tailles différentes + baguette.
e Micropipettes (10, 20, 100, 200,1000 pl) variables et fixes.

e Embouts (Blanc, Jaune, B

e Eprouvettes (25, 50, 250,500 ml) en verre et en plastique.

e Eppendorf (1.5 et 2 ml).

leu).

e Tubes secs (5 et 10 ml) en verre.

e Flacons en verre.
e Portoir.

Appareilles utilisés dans I’extract

ion d’ADN :

Matériel

fournisseur

Agitateur plaque chauffante

ISOLAB Laborgerate GmbH

Bain Marie

Memmert

Balance

KERN ABJ

Centrifugeuse (mini spin)

Eppendorf Minispin

Congélateur (-20°C)

Haier

Caméra

Doc-Print VX2

Etuve ventilé

Memmert
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Geénérateur pour électrophorese Consort EV265

La hotte chimique Exosafe

Lyophilisateur VirTis SP SCIENTIFIC

PH metre OHAUS

Spectrophotométre UV-2005 J.P. SELECTA

Table U.V. VILBER LOURMAT

Thermocycleur Prime

Vortex Zx3VELP Scientifica
Annexe 2.

Le bleu de chargement est préparé en mélangeant ces produits (Achour, 2015) :

e 3 ulH20.
e 2,4 ug bleu de bromophénol.
e 3 ulglycérol.

Annexe 3.
Préparation de TAE 1X (pH 8,0) :

e 1 volume de TAE 50X (pH 8,0)
e 490 volumes d’eau distillée stérile.
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Résumé

La vigne est une des cultures les plus anciennes de I'Afrique du Nord et de I'Algérie en particulier. Elle
est I’une des espéces fruitiéres les plus cultivées dans le monde en termes de surface et de valeur économiques.
La diversité génétique de la vigne conduit a ’existence de différentes variétés et espéces, leur identification
génétique nécessite des méthodes de biologie moléculaire qui débutent par une étape primordiale c’est
I’extraction d’ADN.

Notre étude est concerné I’extraction d’ADN génomique a partir des jeunes feuilles lyophilisées des
variétés locales de la vigne. Ces feuilles sont conservées pendant long durée sans altérer I’ADN génomique,
dont les résultats d’extraction a partir les feuilles lyophilisées sont satisfaisants, d’aprés les profils
électrophorétique I’ ADN extrait est en bonne qualité. Ainsi, nous avons optimisé un protocole d’extraction qui
utilise SDS afin d’obtenir un protocole simple, rapide (1h 55 min), de colt raisonnable (22.2478DA) et
réalisable au niveau de notre laboratoire.

Mots clés : vigne, feuilles lyophilisées, extraction d’ADN génomique, SDS.

Abstract

The vine is one of the oldest cultures in North Africa and in Algeria in particular. It is one of the most
cultivated fruit species in the world in terms of area and economic value. The genetic diversity of the
grapevine leads to the existence of different varieties and species, their genetic identification requires
molecular biology methods, which begin with an essential step, which is DNA extraction.

Our study concerns the extraction of genomic DNA from the freeze-dried young leaves of local varieties
of the vine. These leaves are stored for a long time without altering the genomic DNA, whose extraction
results from the lyophilized leaves are satisfactory, according to the profils electrophoretically, the extracted
DNA is of good quality. We have therefore optimized a protocol which uses SDS in order to obtain a protocol
simple, rapid (1h 55 min), inexpensive (22.2478 DA) extraction protocol that can be carried out in our
laboratory.

Key words : vine, lyophilized leaves, extraction of DNA, SDS.



	1 (1).pdf
	  
	MEMOIRE DE MASTER 
	Domaine :Sciences de la nature et de la vie 
	Filière : Sciences biologiques 
	Spécialité : Biochimie appliquée 
	Réf. :…………………………………… 
	Présenté et soutenu par : 
	Ghania BRINIS et Yousra DRIHEM 
	Le : 01/10/2020 
	Thème : 
	Mise au point d’un protocole d’extraction d’ADN génomique à partir des feuilles lyophilisées de la vigne 
	Mme.   Asma MEDDOUR             MAA Université de Biskra                    Président 
	Remerciements 
	Dédicace 
	Dédicace 
	Je dédie ce modeste travail, 
	  A ma chère mère Dalila et mon cher père Mohamed Salah, pour son soutien et encouragement qu’ils m’ont donné tout au long de ma carrière académique et de l’atteinte mon intérêt, pour ses confiances, patience et compréhension.  
	 Les mots ne parviennent pas à vous remercier, à vous décrire à quel point je suis fier de vous deux.  
	A mes frères, Khaled et chère femme Selma, Riadh et sœurDjahida 
	                                          Et jumeaux d’âme Imad et Chaima.  
	A ma chère camarade Yousra. 
	A ma cousine Khalissa et mon cousin Noujoud. 
	A mes chers Bouchra et Kenza, qui m’ont toujours encouragé.  
	A mes aimes Houda, Aicha, Khaoula, Haïfa, Hanane, Samah, Nessrine, Wafa et Racha. 
	A tous ceux qui m’ont soutenu et qui me soutient encore. 
	Ghania  
	Table des matières 
	  
	  
	Liste des Tableaux 
	Liste des Figures 
	Liste des abréviations 
	Introduction générale 
	Introduction générale 
	1.1. Viticulture en Algérie 
	1.2. Taxonomie de la vigne 
	1.3. Morphologie de la vigne  
	2.1. Généralité sur le génome de la vigne 
	2.2.Principe de la lyophilisation 
	2.3. Extraction d’ADN génomique 
	 2.4.Différentes méthodes d’extraction d’ADN génomique 
	2.4.1. Méthode conventionnelle (SDS) 
	Les méthodes classiques sont des méthodes manuelles qui assurent l’isolement de l‘ADN par l’utilisation de solutions chimiques de différentes concentrations et/ou l’introduction d’éléments qui facilitent l’isolement de l‘ADN(Ben larbiet al., 2010). 
	La plupart des protocoles d’extraction d’ADN tissulaire utilisent un détergent SDS (Dodécyl sulfate de sodium), puisque leur utilisation aide à digérer la membrane cellulaire et libérer plus d’acides nucléiques au cours de la lyse cellulaire. Il a également la propriété de perturber les interactions acide nucléique / protéine, en séparant les protéines des acides nucléiques (Barbier et al., 2019 ; Andréet al., 2018). 
	Il y a la possibilité d’adapter les protocoles pour extraire l’ADN plus rapidement, sans toutefois perdre la qualité de l’échantillon(André et al., 2018). 
	2.4.2.Méthodes des kits 
	2.5. Différentes techniques d’analyse d’ADN 
	2.5.1. Analyse de la concentration d’ADN par spectrophotomètre 
	2.5.2. Analysepar migration électrophorétiquesur gel d’agarose 
	2.5.3. La PCR 
	   
	3.1. Stratégie de travail  
	3.2. Matériel biologique 
	3.3. Méthodes de travail 
	3.3.1. Préparation de l’échantillon  
	3.3.1.1. Séchage à l’étuve ventilée (séchage à chaud) 
	3.3.1.2. Séchage à lyophilisateur (séchage à froid) 
	3.3.1.3. Conservation dans le gel de silice 
	3.3.1.4. Broyage des échantillons 
	3.3.2. Préparation des réactifs 
	3.3.2.1. Réactifs chimiques et éléments de sécurité 
	3.3.2.2. Elimination des déchets 
	3.3.3. Extraction d’ADN génomique 
	3.3.3.1. Protocole avant l’optimisation (protocole de référence) 
	3.3.3.2. Protocole après l’optimisation 
	3.3.4. Evaluation de la quantité et la qualité d’ADN extrait 
	3.3.4.1. Détermination de la concentrationet de la pureté d’ADN extrait 
	3.3.4.2. Evaluation de l’intégrité d’ADN 
	3.3.4.3. L’amplification par PCR  
	B. préparation du mélange réactionnel pour PCR  
	D. Vérification des résultats de la PCR 
	4.2. Discussion analytique 
	4.2.1. Caractéristiques et particularités des échantillons étudiés 
	4.2.2. Analyse des protocoles appliqués 
	4.2.2.1.Technique de référence 
	4.2.2.2. Protocoles optimisés 
	4.2.2.3. Évaluation de la rapidité, la simplicité et le coût de protocole optimisé 
	  
	Conclusion et perspectives 
	L’objectif de notre travail est la mise au point d’un protocole d’extraction d’ADN afin d’obtenir un ADN de bonne quantité et de bonne qualité, simple, rapide, moins couteux et réalisable selon la disponibilité des réactifs et des matériels au niveau de notre laboratoire d’EL-Hadjeb, en comparant les résultats des concentrations et des rendements obtenus du protocole optimisé avec les résultants de protocole de base. 
	Bibliographie 
	Bibliographie 
	1.Achour Hanane, 2015. Analyse mutationnelle du gène suppresseur de tumeur p53 dans le cancer du sein : A propos de cas cliniques d’une population Algérienne. Thèse de magister, université Mohamed Khider, Biskra, 49 p. 
	Annexes 
	Annexes 

	1 (2).pdf



