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Introduction

Introduction :

Le dromadaire est l'espéce d’élevage la plus adaptée a la rudesse écologique. Dans les
conditions difficiles de son milieu désertique, il arrive a subsister, a se reproduire et méme a
produire. C’est un véritable facteur d’équilibre écologique et une composante importante de

I’écosystéme désertique a conditions sahariennes extrémement contraignantes.

L’élevage camelin joue un role irremplagable dans 1’économie. L’animal est utilisé pour
ses différentes productions et services. Il est destiné a la production de viande, du lait et de divers
produits naturels (tissu adipeux, poils...). En effet, le développement des activités d'élevage
camelin pourrait contribuer fortement au renforcement de la sécurité alimentaire des régions
sahariennes (Amanat et Baby., 2019). Par ailleurs, C’est un animal utilisé pour le transport et les
activités culturelles et sportives, mais aussi, comme un animal de selle, de bat et de trait. Il

représente un symbole de la vie sociale des bédouins dans le désert (Oulad balkhir, 2018).

L’étude de la diversité génétique des populations est nécessaire. Elle permet la gestion
des populations, que ce soit a des fins d’amélioration génétique ou de gestion des populations en
conservation. Elle est basée, d’une part, sur la caractérisation phénotypique a travers les profils
génétiques visibles et mesurables, et d’autre part, sur la caractérisation moléculaire par des tests
génétiques constituant un outil incontournable de la définition claire des races de dromadaire
(Faye,1997 ; Burger et al., 2019).

Plusieurs travaux, a travers le monde, ont concernés la diversité phénotypique des
populations camelines (Ishaget al., 2011), (Kohler-Rollefson, 2011),(Faye et al., 2011),(Chniter
etal., 2013), (Yosef et al., 2014), (Ghiasuddin Shah et al., 2014), (Legesse et al., 2018), (Tandoh
et Gwaza, 2017) et (Boujenane et al., 2019). En Algérie, les populations sont mal décrites et la
variabilité phénotypique est relativement peu étudiée (Harek, 2008 ; Haroun, 2017 ; Oulad
belkhir, 2018). Les seules indications étaient fondées sur des études réalisées pendant la période
coloniale (Cauvet, 1925; Boué, 1946; 1948). Les populations sont classées soit selon les
zones (le dromadaire de plaine, le dromadaire de montagne), soit selon I'appartenance tribale (le
dromadaire targui, le dromadaire chaambi, le dromadaire reguibi) ou selon son

I’usage (dromadaire de transport, dromadaire de monte).
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L’étude de la diversité phénotypique sert d’indicateur pour 1’étude et la caractérisation
génétique qui constitue un outil d’identification des espéces, de conservation des ressources
génétiques et d’orientation des stratégies de gestion des populations camelines face au

changement climatique et a I’évolution des systémes d’¢levage camelin.

L’étape initiale et cruciale de la caractérisation génétique des populations réside en
I’obtention d’un matériel génétique présentant un bon rendement quantitatif et qualitatif. Cela

permet de procéder a une étude moléculaire fine par des techniques trés développées.

De tres nombreux procédés d'extraction des acides nucléiques ont été décrits. Le
protocole est globalement le méme pour les différents types d’organismes. Cependant, il reste
des spécificités a déterminer pour chacun d’entre eux. La technique d'extraction doit étre adaptée
a l'échantillon biologique, & la nature du génome et aux méthodes de biologie moléculaire
utilisées ultérieurement (polymerase chain reaction (PCR), Southern-blot, électrophorése en
champ pulsé...). Le rendement, la qualité, le cout, la rapidité sont des facteurs d’importance

majeure a considérer.

Le présent travail de recherche a pour objectifs:

v' La contribution a la caractérisation phénotypique et morpho-métrique de la
population dite «sahraoui » via la collecte des observations de caractéres

morphologiques et des mensurations sur les animaux.

v' L’extraction d’ADN génomique de dromadaire a partir du sang veineux par
différentes méthodes afin de les comparer et d’estimer le rendement, la rapidite, la
qualité et la quantité d’ADN obtenu. Cela permet de décrire la méthode la plus

adaptée aux particularités de I’animal et aux besoins de 1I’expérimentateur.

v La contribution & la constitution d’une banque d’ADN de dromadaire, afin
d’étudier, ultérieurement, la diversité génétique des populations camelines du

Pays.
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Chapitre 01 : Données générales sur le dromadaire

1.1 . Taxonomie
Le dromadaire appartient au regne animalea, embranchement des vertébrés, classe des
mammiferes, ordre des artiodactyles, famille des camélidés, genre camelus et espece

dromedarius.

En fait, la famille des camélidés comprend trois genres: camelus, lama et vicugna.
Le genre camelus occupe les régions désertiques d’Afrique, d’Asie et d’Europe, alors que les
genres lama et vicugna sont spécifiques des déserts d’altitude d’Amériques, qui ont donné

naissance a quatre especes distinctes.

Le genre camelus comprend deux especes, celle de 1’Asie, confronté au froid et a
I’aridité, a évoluée en chameau a deux bosses : le chameau de Bactriane ; et celle dont les
animaux se déplacerent dans les régions chaudes et arides, Afrique et Moyen-Orient, ont évolués
en un chameau a une bosse : le dromadaire (Musa, 1990 ; Faye, 1997) (Figure 01).

D’aprés des études cytologiques, les différentes especes camelines sont tres proches les
unes des autres sur le plan génétique, avec 37 paires de chromosomes (2n = 74) (Samman et al.,
1993). Ce rapprochement a favorisé la reproduction entre les espéces et 1’observation d’une
grande variét¢ d’hybrides possédant différents signes phénotypiques. L’hybridation entre
bactriane et dromadaire est fréquente et en fait ’exemple. Dans le sud du Kazakhstan bactriane,

dromadaire et hybrides cohabitent au sein d’une méme exploitation. (Konuspayeva, 2007).

En Algérie, I’ensemble du cheptel camelin est constitué exclusivement de dromadaire de

I’espéce Camelus dromedarius, espéce ayant une seule bosse (Harek, 2008)
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Famille des camélidés

Genre Camelus

Camelus Dromedarius

—

Dromadaire (une seule bosse)

Camelus Bacterianus

=

Chameau (deux bosses)

D

Genre Lama

Figure 01: Classification de la famille des Camélidés ( Faye, 2015 )

L Genre Vicugna H

Lama Glama H Lama
Lama Pacos H Alpaca
Lama Guanacoe H Guanaco
VicugnaVicugna P Vicuna
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1.2 .Caractéres morphologiques du dromadaire

Le dromadaire est un animal haut, il posséde des os et des membres longs, traduisant
1'éloignement du corps (thorax et abdomen) du sol, d’ou I’appellation grand camélidés. Ces
derniers sont des Artiodactyles possédant des pieds a deux doigts, élargis et un coussinet
plantaire charnu, seul I'avant du sabot touche le sol. C’est grace a ces caractéristiques que les
dromadaires se déplacent avec une facilité sur le sable du désert. C’est un animal qui marche

avec les pattes avant et arriere du méme c6té avancant en méme temps.

Il possede une téte large, un cou long et des petites oreilles. Les yeux larges et saillants,
les narines longues peuvent étre réformées pour les besoins de 1’animal, la lévre supérieure est

divisée, fondue, poilue, extensible et trés sensitive, la levre inférieure est large et pendante.

Il est caractérisé par une bosse apparente sur le dos. Un tissu adipeux, blanc et de
consistance douce, susceptible de varier, en volume et en vertus, de I'état nutritionnel de I'animal.
Cette accumulation de graisse localisée évite la dissemination du gras en région sous cutanee
dans les autres parties du corps et assure un role dans la thermorégulation, permettant a 1’animal
de mieux se refroidir. Il a un pouvoir de transformer la graisse en eau par des réactions

physiologiques d’oxydation. (Bengoumi et al., 2005)

La peau est souple et recouverte de poils. Cependant, épaisse sur le dos et recouverte d'un
tissu cutané corné et épais (coussinet) aux zones de contact avec le sol, les membres. Le
coussinet sternal maintien 1’abdomen 1égérement au-dessus du sol. La couleur de la peau varie
selon les types : brune, chocolat foncé a presque noir, rouge ou rouille fauve elle peut méme étre

presque blanche.

La femelle a quatre quartiers au niveau de la mamelle, les testicules du méle sont

positionnés haut derriére les cuisses.

Concernant son anatomie digestive, le dromadaire est un ruminant domestique presentant
une forme, structure et fonction lui conférant la particularité de digérer et de valoriser les

ressources végétales naturelles des zones désertiques.
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1.3. Adaptation aux conditions rigoureuses

Le dromadaire est un animal de zones arides et desertiques par excellence, il a la
capacité a survivre dans des conditions environnementales extrémes, a résister a la
déshydratation, aux fortes amplitudes thermiques, au stress oxydatif, & des ressources
alimentaires déficientes, et aux agressions des germes pathogénes. Cela peut étre expliqué par sa
composition génomique assez exceptionnelle et ses particularités morphologiques et
anatomiques sus citées. Par ailleurs, le dromadaire utilise des mécanismes immunologiques et
moléculaires uniques contre certains agents pathogénes et processus pathologiques (Ali et
Baby., 2019).

1.4. Productions du dromadaire

Le dromadaire joue un role important dans la vie de I’homme occupant les régions arides.
En Algérie, cet élevage représente une part importante de ’activité économique. C’est un animal
d’élevage, avec une orientation essentiellement de production de viande. Une sous exploitation
des autres produits, notamment le lait, dans notre pays, a été noté. Elle est due a la

méconnaissance de ce matériel biologique (Oulad belkhir, 2018)

Ces dernieres décennies, divers produits naturels issus de son tissu adipeux et son lait ont
fait I’objet de travaux qui ont permis de mettre en évidence des activités biologiques variées dues
a leur composition. Le lait est particulierement riche et équilibré en nutriments de base en
éléments minéraux et en vitamines, réputé pour ses vertus thérapeutiques et la présence en son

sein d’un systéme antibactérien puissant (Ali et Baby., 2019)

Au-dela des productions de lait et viande, le dromadaire est considéré comme 1’archétype

de I’animal multi usages. Sa production de laine est maintenant bien documentée.

1.5. Systemes d’élevage

Les dromadaires sont éleves selon trois systemes : sédentaire, nomade ou transhumant,

avec une prédominance du mode nomade et essentiellement transhumant (Richard, 1985).
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Le nomadisme est définit comme un ensemble de déplacements irréguliers anarchiques
entrepris par un groupe de pasteurs d’effectifs variables dans des directions imprévisibles. Et ce
du fait que les pasteurs nomades n’ont pas d’habitat fixe permanent, suivant la nature de
I’élevage camelin nécessitant un déplacement libre a la recherche du paturage (Abaab et al.,
1995). La transhumance, fait référence a une pratique de déplacement des troupeaux, saisonnier,
pendulaire, selon des parcours bien précis, répétés chaque année. Cela, généralement dans
I’objectif de cibler les ressources fourrageéres et hydriques (Faye, 1997). L’¢levage sédentaire,
quand a lui, signifie que les troupeaux se déplacent, souvent sur de longues distances, mais qu’ils
reviennent chaque soir au village. C’est, en fait, un processus d'évolution et d'adaptation des
populations nomades qui réduisent lI'amplitude de leurs déplacements, incluent des pratiques
agricoles dans leurs activités, et participant aux services sanitaires et a la vie urbaine
(Bourbouze, 2006).

Suivant les zones écologiques dans les quelles ils vivent les tribus et leurs usages, la
saison, et aussi les habitudes propres a chaque famille d'éleveurs on voit adopter diverses

combinaisons.

En Algérie, différents modes de conduite d’élevage subsistent, nomades, transhumant,
sédentaires, semi-nomades et semi-transhumant (Harek, 2008 ; Adamou, 2008). compte tenu des
changements écologique, économique et social, il a été conclu que le mode d’élevage qui restera
le plus stable est le semi-nomadisme, et celui-ci mérite d’étre conforté en essayant de trouver des
formes d’intégration qui permettront la perpétuation de cette interdépendance entre 1’homme,
I’animal et la plante, de respecter 1’équilibre écologique et en favorisant le bénéfice des bienfaits
du monde moderne (scolarisation des enfants, valorisation des produits et sous-produits)
(Adamou, 2008).

1.6. Donneées épidémiologiques sur le dromadaire en Algérie

Le recensement précis des camelins est difficile, car il s’agit essentiellement des animaux
g

élevés par des populations nomades (Oulad belkhir, 2018)

En fonction de D’effectif des dromadaires par rapport a la Biomasse des Herbivores
Domestiques (BHD), I’ Algerie est classée parmi les pays a faible densité, dont I’effectif est compris
entre 1 et 8 % de la BHD (Faye, 1997)
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Depuis 1961, les effectifs camelins en Algérie ont connu des fluctuations ou I’on
rencontre une régression a partir des années soixante jusqu’au début des années quatre-vingt-dix,
due a la révolution agraire qui a provoque chez les uns de fausses déclarations et chez les autres,
un exode rural, se soldant par un délaissement de 1’élevage camelin. Une augmentation des
effectifs durant les années deux milles a été, par contre observée, due a la subvention de I’Etat.
L’évolution de I’effectif est trés nette allant jusqu’aux 400000 tétes en 2019 (FAO, 2021)
(Figure 02).
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Figure 02 : Effectifs camelin en Algériependant la période 1961-2019(données tirées a partir des

statistiques de I'Organisation des Nations Unies pour I'Alimentation et 1’ Agriculture).

En ce qui concerne la distribution géographique, le cheptel camelin algérien est répartit

sur trois principales zones d'élevage (17 Wilayas) Ouled laid ( 2008) :

Sud-Est : incluant la zone Sud — Est proprement dite avec plus de 28,54% de I’effectif
total, elle concerne les wilayas d’El Oued, Biskra, M'sila, Tébessa, Batna et Khenchela, et la
zone centrale qui comporte plus de 17,17% de D’effectif total, représentée par les wilayas

sahariennes Ouargla et Ghardaia et deux wilayas steppiques a savoir, Laghouat et Djelfa.

Le Sud-ouest : comportant 29,55% de I’effectif total, il concerne les wilayas sahariennes

Bechar, Tindouf et la partie Nord d'Adrar et les wilayas steppiques Naama et El Bayadh.

L’extréme Sud : comprendplus de 41,90% de D’effectif total, réparti sur les wilayas

sahariennes Tamanrasset, lllizi et la partie Sud d'Adrar.
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1.7. Conservation des ressources génétiques animales

La structuration génétique d’une population dépend de plusieurs facteurs, le patrimoine
génétique de 1’espéce, son histoire évolutive ainsi que les pratiques des éleveurs. Le maintien de
la variation génétique existante constituera une étape importante de la conservation des

ressources génétiques animales (Ould Ahmed et al., 2010).

Le probléeme, en Algérie, est que les populations camelines sont mal décrites. Un
diagnostic, en particulier, des systémes d’élevage et des performances des races camelines sont
nécessaires (Oulad belkhir, 2018). La population semble étre menacée par 1’absence de gestion
des généalogies dans les troupeaux, et par des croisements consanguins qui pourraient entrainer

une évolution de sa structure génétique vers I’homozygotie.

1.8. Importance de la génétique en élevage camelin

1.8.1. Notion d’espéce

C’est une population ou un ensemble de populations dont les individus peuvent
effectivement ou potentiellement se reproduire entre eux et engendrer une descendance viable et
féconde, quel que soit leur éloignement géographique. Ainsi, I'espéce est la plus grande unité de

population au sein de laquelle le flux génétique est possible (Takoucht, 1998)

1.8.2. Notion de race et de population

Le terme usuel de race est utilisé pour désigner des populations d’individus de la méme
espece, de caractéristiques morphologiques et écologiques jugées comme suffisamment proches
pour que leurs soit attribuée une méme dénomination. Chaque population est constituée d’un
ensemble de troupeaux entre lesquels des échanges entretiennent un flux génique, et de ce fait,
differe dans I'incidence de certains genes des autres populations, conséquence d'une isolation, le

plus souvent géographique. (Blanc et Ennesser., 1989).
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1.8.3. Notion de génétique des populations

La génétique des populations est une science qui s’intéresse a 1’étude de la variabilité
des caracteres au sein des populations. Elle permet aussi I’étude de la fréquence des génes et

des génotypes, permettant de mesurer la variation génétique d’une population.

Dans une population dite « a 1’équilibre » les fréquences alléliques et génotypiques ne
changent pas et restent constante d’une génération a une autre si, entre autres, les croisements

se font d’une maniére au hasard et en absence de forces évolutives.

Cependant, cet équilibre est un état idéal qui ne se produit jamais dans la nature car il y
a toujours une influence perturbante dans la nature. Les exemples d'influences perturbatrices
incluent : I’accouplement non aléatoire, les mutations, la sélection, la taille limitée de la

population, la dérive génétique aléatoire et le flux de genes.

1.8.4. Critéres de classification des races camelines

Déterminer les races camelines est une investigation en génétique des populations des
dromadaires qui apporterait les données nécessaires pour préciser 1’originalité et la phylogenése

des diverses races (Blanc et Ennesser., 1989).

Initialement, plusieurs caractéristiques ont été identifié pour classifier les races a savoir :
la morphologie, la biologie, 1’habitat, le mode d’utilisation et la localisation géographique,
Cependant, il apparait que les criteres morphologiques simples : taille, poids, conformation, robe,
pelage, représentent les facteurs les plus discriminants pour I’identification. Elle se réalise par
des observations, sur l'apparence extérieure pour les caracteres qualitatifs, et par des mesures

barymeétriques pour les caractéres quantitatifs (Blanc et Ennesser., 1989 ; Faye, 1997).

En Algérie, la nomenclature des populations camelines était plus en rapport avec les
noms des tribus qui les reproduisent (Chambi, Targui, Reguibi) que d’une distinction fondée sur
les caracteéristiques phénotypiques. Quelques actions isolées sur la description morphologique et
I’évaluation des aptitudes de production et de reproduction ont été effectuées sur des populations
locales, elles visaient surtout la mise au point des standards pour les différentes races (Oulad
belkhir, 2018) (Figure 03).
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L'utilisation de typage ADN s'appuyant sur les outils de la biologie moléculaire conduira
sans doute a mieux cerner les bases permettant de décrypter le génome du dromadaire et préciser

les relations de parenté entre les différentes “races” répertoriées dans le monde du dromadaire.

B Population Sahraoui - [ FPopulation Telli (population de la steppe)
1- Chadmbi ou Atrbd (zrzhe) :
2- Culed 5id Cheikh 1-Ait Ehgbach,
3- Chazmbi de Beni Abbas 2-0ulad Nail,
[] Pepulation Targui : 3-Ftouh
1- Amenzs Nahaspar (dromadsire de Hoggar), [l Fopulation Reguiby
2- Amenaz Niamesna (dromadaire de Tamesna), D Population Araba

3- Amenzs Nadghash (dromadaire d°Adghagh)
Figure 03: Répartition géographique des populations camelines en Algérie (Oulad Belkhir,
2008).

1.8.5. Caractérisation génétique des populations de dromadaire

1.8.5.1. Caractérisation et étude de la diversité phénotypique

Les études de la variabilité génétique des populations par le biais de la caractérisation
phénotypique est une méthodologie d’analyse basée sur 1’étude des profils génétiques visibles et
mesurables ainsi que la structuration de la typologie des exploitations d’élevages camelins. Ce
genre d’études sert un indicateur pour les travaux et des tests génétiques basés sur I’analyse du

polymorphisme d’ADN qui constitue un outil d’identification des espéces.

11
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En Algérie, la variabilité phénotypique des populations camelines a été entreprise, dans
certains travaux, en se basant sur les parametres morphologiques et quelques performances
zootechniques. 11 s’agit de 1’étude sur des populations camelines «Terguindans la région du
Hoggar wilaya de Tamanrasset réalisée par Harek (2008), 1’étude de Haroun (2017), dans la
région steppique et sub-saharienne représentée par les wilayas de Laghouat, M'sila et Djelfa,
Biskra et El Oued, et par 1’étude de Ouled belkhir ( 2018).

1.8.5.2. Génétique moléculaire et étude de la diversité génétique, marqueurs génétiques et

microsatellites

1.8.5.2.1. Historique
La génétique s’est définie comme la discipline qui étudie la transmission del’information

héréditaire et son utilisation dans le développement et le fonctionnement des organismes.

Apreés les travaux de Gregor Mendel, fondateur de la génétique moderne, les généticiens
des espéces d’élevage restérent attentifs aux progrés de leur discipline mere, une perception
claire de cette lacune et le souci de la combler. Un épisode est a ce titre significatif, lorsque le
groupe de R. Irwin, immuno-généticien Américain, amis en évidence 30 antigénes de groupes
sanguins bovins a déterminisme mendélien, il crut a un moment avoir trouvé un marqueur pour
chacun des chromosomes de 1’espece et envisagea la recherche de ce que ’on appellerait
aujourd’hui des QTL (locus de caractéres quantitatifs : quantitative trait loci) Cette vision

témoigne d’une attention forte pour la cartographie du génome des espéces d’¢élevage.

Un nouvel espoir avec 1’apparition des techniques d’électrophorése en gel, permettaient
la mise enévidence du polymorphisme des protéines. Elles donnérent lieu a une profusion
d’études, sur les protéines sanguines surtout. C’est ainsi que les travaux sur les enzymes
érythrocytaires d’une dizaine d’espéces animales ont permis,dés 1975, d’analyser le
polymorphisme de 40 systémes enzymatiques, contrélé par 50 loci. Cependant, ces loci ne sont
pas polymorphes dans toutesles especes, et I’analyse du polymorphisme existant exige la mise en

ceuvre destechniquesvariées, colteuses et parfois délicates.

Au cours des années quatre-vingt la mise au point des techniques de détection des

polymorphismes de I’ADN, des fragments de restriction d’abord (Botstein et al., 1980), des

12
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minisatellites (Jeffreys, 1985) et surtout des microsatellites (Weber et May.,1989; Litt et
Luty.,1989) ont donné accés a un nombre de marqueurs suffisant pour entreprendre une
cartographie systématique et raisonnée du génome des espéces d’élevage (Ould Ahmed et al.,
2010)

Une évolution rapide au cours de la derniere décennie. Une méthode innovantede
sélection du génome a l'aide de cartes de marqueurs denses couvrant tousleschromosomes a été

suggeré par Meuwissen et ses collegues (Meuwissen, 2016)

Finalement le premier projet d’étude génomiquepour déterminer les polyphormismes
d’unseul nucléotide(SNP) hétérozygotes, chez les animaux sauvages et domestiques, ontrapporté
que la taille du génome du chameau de Bactriane est de 2,38 Gb et contenait 20 821 génes
(Amanat, 2019)

1.8.5.2.2. Avancées de la biologie moléculaire dans le domaine de la caractérisation

génétique des populations de dromadaires

Les études génétique des camélidés ont subit une évolution remarquable. La
caractérisation de I’¢levage et la diversité génétique a été entreprise en vue de déterminer les
pratiques régissant la gestion de 1’espéce, elle est capitale pour 1’élaboration de toute stratégie

d’exploitation et de conservation durable, rentable et bien ciblée.

L’étude de la diversité génétique au moyen de microsatellites permet de détecter le
polymorphisme dans la population totale et de déterminer la diversité intra et inter populations,
la structure et les distances génétiques entre les populations étudiées. Ce niveau de diversité et
cette structuration génétique qui pourraient €tre essentiellement li¢ a 1’histoire évolutive des
especes et surtout les conséquences des stratégies de reproduction adoptées par les éleveurs (Pitel
et Riquet., 2000).

Le terme de polymorphisme génétique signifie des formes différentes normales que peut
prendre un méme gene. C’est 1’existence, dans une population, de plusieurs états alternatifs de
I’ADN, ou alléles, en une position definie du génome, ou locus. Ceci peut concerner des

substitutions nucléotidiques, ou des variations de nombre d’un motif particulier de nucléotides

13
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variant en taille d’un a plusieurs nucléotides et répétés un certain nombre de fois en tandem.

(Polymorphisme de nombre de répétitions).

Une part considérable (30 a 40%) du genome des mammiféres est composée de
séquences répétées différentes dont les ADNs satellites. Les microsatellites correspondent a des
variations de longueur d’un fragment d’ADN souvent non-codant di au changement du nombre
de répétitions dans une courte séquence répétée de nucléotides, par ex. CACACACA, ou
TGTGTG (Weber et May., 1989). Ces régions peuvent étre amplifiées par PCR et les variations
de longueur des fragments amplifiés peuvent étre mises en évidence par des techniques
d’électrophores. De cette fagon, les microsatellites fournissent des marqueurs codominants et

pouvant présenter un trés grand nombre d’all¢les.

Depuis quelques années, différents programmes européens ont développé des "kits"
microsatellites pour chacune des races domestiques a forte importance économique. lls
présentent I’avantage majeure d’étre neutres vis a-vis du processus de sélection, la diversité

génétique observée étant la conséquence de deux forces: dérive génétique et mutation.

Des études effectuées en Tunisie par (Ould Ahmed, 2010) ; (Bedhiaf et al.,2015) et
(Nouairia ,2018 ) ; au Maroc par (Piro et al., 2012) et (Jebah,2013) et en Algérie par (Cherifi et
al., 2017) ont fait 1’objet caractérisation génétique des populations de dromadaires par

I’utilisation de certains marqueurs microsatellites.

14
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Chapitre 02 : Méthodes d’extraction d’ADN génomique du dromadaire

Les étres vivants possedent dans le noyau de leurs cellules I’acide desxyribonucléotide, ou
ADN, support de I’information génétique contrdlant tous les caractéres d’un organisme. La
génétique moléculaire est un domaine de la génétique qui représente un outil incontournable de
la gestion des populations, que ce soit a des fins d’amélioration génétique des souches

sélectionnées ou de gestion des populations en conservation (Ben larbi et al., 2011).

2.1 .Cellule, Noyau et acide désoxyribonucléique
2.1.1 Cellule :

La cellule se définit comme une « unité de vie » capable de manifester les propriétés d’un
étre vivant : se nourrir, croitre et se reproduire.

La cellule eucaryote se rencontre chez les organismes supérieurs, animaux, végetaux et
homme. C’est le type de cellules ayant la taille la plus grande (de 2 & 100 um) et 1’organisation la
plus complexe. Elle est délimitée par une membrane plasmique, qui la sépare de son
environnement et qui assure les échanges avec le milieu extérieur. L’intérieur de la cellule est
compartimenté par des systemes membranaires qui définissent différents types d’organites. Le
volume cellulaire est structuré par un réseau complexe de molécules protéiques qui forme le
cytosquelette.

Un compartiment majeur de la cellule eucaryote est le noyau, séparé du reste de la
cellule, le cytoplasme, par I’enveloppe nucléaire qui est caractéristique de la cellule eucaryote
(véritable noyau) (karp, 2016) (Figure 04)

2.1.2. Noyau

Le noyau est délimité par une enveloppe nucléaire qui est composée de deux membranes
biologiques percées de pores qui permettent les échanges avec le cytoplasme. Le volume
nucléaire est structuré par le nucléosquelette (ou matrice nucléaire).

Le noyau contient un ensemble de molécules linéaires d’acides désoxyribonucléique
associées a des protéines formant les chromosomes qui portent le programme génétique de la
cellule. Le noyau renferme également un ou plusieurs nucléoles riches en ribonucléo-protéines.
Le noyau est le lieu de réplication de I’ADN, de la transcription et de la maturation des ARNS
(karp, 2016) (Figure 04).
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Figure 04 : structure de la cellule eucaryote

2.1.3. Acide désoxyribonucléique

L’acide désoxyribonucléique est une molécule composée de deux chaines polynucléotidiques
enroulées autour d’un axe imaginaire pour former une double hélice réguliére. Chaque
nucléotide possede un sucre, le désoxyribose, un groupement phosphate et une base azotée.
Danschaque brin, les sucres et les groupements phosphate sont les mémes et forment les chaines,
un peu comme les montants d’une échelle. Les bases adénine (A), thymine (T), guanine (G) et
cytosine (C), font face au centre, chaque base est associée par des liaisons hydrogénes a la base
qui lui est complémentaire dans le brin opposé pour constituer les « barreaux» de 1’échelle
(I’adénine dans un brin et s’associe a la thymine dans 1’autre, tandis que la guanine s’associe a la
cytosine). C’est la séquence des bases qui représente et détermine 1’information génétique codée

par la molécule d’ADN (Griffiths et al., 2012) (Figure 05).
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Figure 05: Structure de la double hélice de 'ADN (forme B) (Aouf, 2015).

2.2 . Sources d’obtention de ’ADN génomique

Toutes les cellules nucléées représentent des sources d’ADN, cependant celles
généralement utilisées pour I’obtention du matériel génétique sont les plus facilement
accessibles. Nous citons comme exemples : les cellules des parois nasales ou de la cavité
buccale, les poils, les cellules tumorales ou ganglionnaires, les cellules de la moelle osseuse,

mais aussi le sang (leucocytes).
Chez le dromadaire, les échantillons utilisés pour I’extraction de I’ADN sont (Bienvenu 1999 ;

Benlarbi et al 2011 ; (Kohler, 2011 ; Nouairia, 2013) :

Les cellules buccales ou nasales, elles sont collectées a 1’aide d’écouvillons avec une téte en
mousse polyuréthane assez souple. Afin de réaliser ce prélevement, il faut tenir fermement

I’animal, lui ouvrir la bouche et frotter deux fois contre la paroi interne.
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Les poils, ces derniers renferment dans leurs racines des cellules logées dites follicules qui
contiennent 1°ADN. Des poils coupés ou tombeés qui ne contient pas de follicules sont dépourvus

d’ADN et ne peuvent pas étre utilisés pour 1’extraction,

La biopsie de cartilage d’oreille, elle est faite a 1’aide d’un emporte-piéce et est directement
déposée dans un tube insére dans la pince.

Les tissus, y compris les 0s, sont aussi des bonnes sources mais délicates causant des altérations
de I’organisme.

Les cellules somatiques de 1’épithélium mammaire contenues dans le lait.

Le sperme contenant les spermatozoides représentent une bonne source.

Les féces présentent aussi une source d’ADN. En effet, lors du passage des aliments dans
I’intestin, des cellules épithéliales se détachent de la paroi intestinale et seront éjectées et se
retrouvent sur la couche superficielle des excréments. Mais un échantillon de féces présente
I’inconvénient de contenir des ADN de différentes sources, par exemple les bactéries de la flore
intestinale....

Le sang veineux, quand & lui, reste la source d’ADN majeure et la plus efficace. Il est composé
de cellules sanguines en suspension dans le plasma. L’ensemble est contenu dans les vaisseaux
sanguins, dont il existe plusieurs types cellulaires : les globules rouges ou hématies, les globules
blancs et les plaquettes. Les leucocytes représentent les cellules nucléées utilisées pour

I’obtention de I’ADN génomique (Figure 06).

Globules
blancs

Robert Morreala/Visual Explanations, LLC

Globules
rouges

Plaguettes

© 2004 American Socety of Cinical Oncology

Figure 06 : Les composants du sang (American Society of Clinical Oncology, 2004)
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2.3. Propriétés hématologiques du sang du dromadaire

2.3.1. Globules rouges

Sont des cellules anucléées dont le constituant essentiel est une hémoprotéine de liaison de
I'oxygene : I'hnémoglobine. Le réle principal de ces cellules est d'assurer le transport de I'oxygene
et du gaz carbonique entre les alvéoles pulmonaires et les tissus (Kohler, 2011).

Les camélidés different des autres mammiferes par la morphologie de leurs érythrocytes.
Platot que le disque biconcave typique observé chez la plupart des mammifeéres, les érythrocytes
normaux des camélidés sont ovales, plates et sans paleur centrale. Les érythrocytes des
camélidés sont également plus petits en volume et significativement plus nombreux que la
plupart des érythrocytes de mammiferes, avec des valeurs supérieure de la normale qui approche
18 millions/Ul (Vap et Bohn, 2014)

L’ultra structure des érythrocytes du dromadaire révéle la capacité exceptionnelle de
résister a des périodes considérables de déshydratation et d’augmenter le volume originale sans

rupture de membrane dans des conditions hypotoniques (Al-jashamy et Sawad., 2016)

Selon les différentes références publiées, la concentration érythrocytaire varie, chez le
dromadaire, entre 6 et 10 x 10° /mm?®. Le chameau de Bactriane, vivant en moyenne a des
altitudes plus élevées que le dromadaire, présente également des valeurs nettement plus
importantes: 10 a 19 x 10%/mm? (CIRAD, 2014).

2.3.2. Globules blancs

Ces cellules participent aux défenses spéecifiques de I'organisme. Elles se répartissant en
polynucléaires et granulocytes contenant un noyau plurilobé, et les monocytes et lymphocytes
qui appartiennent au systeme mononuclé. Les globules blancs ont des durées de vie variables
allant de quelques heures a plusieurs jours (Kohler, 2011)

Chez le dromadaire, les valeurs de numération leucocytaire repertoriées dans la littérature

situent généralement entre 10,5 et 15,5 x 103/mm?3 ce qui conduit & considérer que le dromadaire

19



Revue bibliographigue Chapitre 02

présente des valeurs en moyenne supérieures a celles des ruminants (chez les bovins et les ovins,
la numération leucocytaire se situe dans un intervalle compris entre 4 et 12 x 103/mm? avec une
moyenne de 8 x 103/mm?)(CIRAD, 2014).

En plus, une forte particularit¢ du dromadaire en comparaison aux autres herbivores
domestiques: la prédominance des polynucléaires neutrophiles qui représentent 37 a 60% des
leucocytes chez le dromadaire (CIRAD, 2014).

2.3.3 Plaquettes

Encore appelés thrombocytes, sont des fragments cellulaires anucléés de 2 a 5 um de
diamétre. Les plaquettes ont tendance a étre plus petites et peuvent étre plus nombreuses chez le

dromadaireen comparaison a de nombreuses autres especes (Kohler, 2011)
2.4. Extraction d’ADN des leucocytes

Les leucocytes sanguins représentent la source majeure d’ADN. L’extraction d’ADN a

partir de ces cellules comporte les étapes suivantes :
2.4.1. Lyse des globules rouges

Quelque soit la méthode d'extraction des acides nucléiques utilisée a partir du sang
fraichement recueilli ou décongelé, le sang doit étre initialement vigoureusement mélangé a une

solution hypotonique pour faire éclater les globules rouges.

2.4.2. Lyse des leucocytes et libération de ’ADN

Le lysat est centrifugé et, apres élimination du surnageant, le culot cellulaire contenant les
leucocytes est traité par une solution de lyse des globules blancs permettant de dégrader les
membranes. Il existe un grand nombre de solutions de lyse en fonction de la nature du détergent
anionique utilisé. Par exemple, le tri-iso-propyl-naphtalene-sulfonique acid (TPNS), le sodium
dodecyl sulfate (SDS) ou le Sarkosyle. L'ADN nucléaire est ensuite traité par une protéinase trés
active, la protéinase K, qui a pour but de digérer les protéines qui lui étaient associées.

L’ADN nucléaire est libéré dans le milieu et est récupéré, et les protéines qui lui sont
associes sont éliminées, c'est a ce stade, en genéral, que les procédés d'extraction et de

purification varient :
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Les méthodes utilisant des solvants organiques : du fait de 1’affinité des protéines a ses solvants
organiques elles sont piégées dans la phase organique alors que I’ADN est solubilisé dans la

phase aqueuse.

Les méthodes utilisant des solvants non organiques : le principe consiste a traiter le lysat par une
solution saline dont 1’objectif est d’éliminer par précipitation sélective les protéines, ’ADN se

trouve a 1’¢état soluble dans la phase aqueuse.

Les méthodes basées sur I'utilisation de micro-colonnes de résines échangeuses d'ions qui se base

sur 1’absorption de I’ADN par ces colonnes.

2.4.3. Précipitation et solubilisation de ’ADN

La précipitation, formation de la pelote d’ADN, est le plus souvent réalisée par I'alcool
éthylique absolu froid a haute concentration a haute force ionique. Dans ces conditions, 'ADN
précipite sous forme de filaments, visibles a I'ceil nu, qui peut étre récupéré par enroulement sur
une fine baguette de verre. Le temps de précipitation varie en fonction de la concentration des
acides nucléiques. Une alternative seduisante a I'alcool éthylique consiste a utiliser I'isopropanol
; dans ce cas, le sel n'est pas nécessaire, la précipitation se fait en général volume a volume et est

particulierement adaptée aux grands volumes.

Dans tous les cas, le précipité est ensuite lavé avec une solution d'alcool éthylique a 70
°C pour se débarrasser des traces éventuelles de sels ou d'isopropanol, puis séché et resuspendu
dans une solution d'hydratation .

Finalement, un tampon est rajoutée a la pelote et une agitation est réalisée a 37°C jusqu’a

dissolution complete (Bienvenu, 1999).
2.5. Méthodes d’extraction de ’ADN
2.5.1. Méthodes utilisant des solvants organiques

A. Méthode au phénol-chloroforme
Dans cette méthode dite « de référence », le principe consiste a traiter le lysat cellulaire
dans un premier temps par du phénol volume a volume, puis, aprés centrifugation la phase
phénolique est éliminée. Un mélange chloroforme-alcool isoamylique est ensuite utilisé, il a
notamment pour objectif d'éliminer les traces éventuelles de phénol qui auraient pu étre

emportées avec la phase aqueuse et qui sont fortement inhibitrices des réactions enzymatiques.
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Le phénol est un puissant agent déprotéinisant dans lequel les acides nucléiques ne sont pas
solubles ( Bienvenu, 1999).

B. Méthode au chlorure de guanidium

Le principe consiste a traiter le lysat cellulaire obtenu par une solution d'un agent
chaotropique, le chlorure de guanidium, puis par une solution détergente et déprotéinisante

(Acétate d’amonium, sarkosyle et protéinase K) ( Bienvenu, 1999)

2.5.2. Méthodes utilisant des solvants non organiques

Dans ces méthodes, le principe consiste a traiter uniquement le lysat cellulaire par une
solution saline, dont I'objectif est d'éliminer par précipitation sélective les protéines. En fonction
des protocoles, des étapes de prétraitement par la RNase sont proposées. Différentes solutions

salines ont été préconisées : par exemple, le NaCl. (Bienvenu 1999).

2.5.3. Méthodes basées sur I'utilisation de colonnes résines échangeuses d'ions

Ces méthodes d'extraction et de purification des acides nucléiques sont basées sur la
propriété qu'ont les particules de silice d'adsorber sélectivement les acides nucléiques. Les
solutions de lavage permettent de se débarrasser des contaminants tels que I'hémoglobine, les

protéines plasmatiques ou les ions Fe?* (Bienvenu 1999).

2.5.4. Méthodes de Kits

Les kits industriels utilisés dans un laboratoire de biologie moléculaire pour 1’extraction
de I’ADN sont des collections qui rassemblent des réactifs et des tampons standardisées préts a
I’emploi permettant de réaliser une meilleure extraction et purification de I’ADN de facon

rapide.

Chaque fabricant, de ces kits commercialisés, offre une série d’avantages représentés
par : Pefficacité, la rapidité, la sécurité et le cout. Mais 1’obtention d’un ADN purifié des
contaminants et d’inhibiteurs d’enzyme utilisé pour les applications courantes de biologie

moléculaire (digestion enzymatique ; PCR ; marquage...) reste le critere le plus demandé.
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Chaque fabricant assure que les kits soient accompagnés d’un protocole qui lui est propre.
(Brown, 2010).

Les kits trouvés aujourd’hui sur le marché sont spécifiques a 1’espece ou au type de
I‘organisme étudié (procaryote, eucaryote, etc.), au type de source de I’ADN (plantes, sang,
tissus, féces, etc.), au type d’acide nucléique qu‘on veut extraire (ARN, ADN génomique, ADN
mitochondrial...) et a la méthode d‘extraction (kits manuels et kits pour les extracteurs

automatiques qui contiennent juste les tampons de lyse, d’élution...).(Nouairia, 2013)

2.6. Evaluation de la quantité et de la qualité de PADN extrait

2.6.1. Dosage de ’ADN
La propriété d'absorption de la lumiere ultraviolette par les noyaux purines et pyrimidines

des acides nucleiques permet de les doser et d’estimer leur concentration (Somma, 2007).

La concentration des ADN extraits est estimée par la mesure spectrophotométrique de
I’absorbance a 260nm. Sachant qu’une unité de densité optique (DO) a 260nm est équivalente a

50 pg /ml d’ADN, la quantité d’ADN d’un échantillon est évaluée par la formule:

[Clapn = Facteur de dilution x 50ug/ml x DO 260

2.6.2. Estimation de la pureté de ’ADN
2.6.2.1. Rapport de densité optique

L’absorption de la lumiere UV par les acides nucléiques permet aussi d'estimer la qualité
de I’ADN, sa pureté ou sa contamination par les protéines ou par les ARNs, et cela par la mesure
du rapport DO260o/DO2g0. Un ADN consideré suffisamment de bonne qualité, présente un rapport
compris entre 1,6 et 2.

Si R est inférieur a 1.6 il existe une contamination par les protéines qui ont grand pouvoir

d’absorption a 280nm.

Si R est supérieur a 2 il existe une contamination par I’ARN : une contamination par les
ARN se traduit par une augmentation du rapport a cause de 1’effet hyperchrome les ARN simple
brin (Somma, 2007)
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2.6.2.2. Migration électrophorétique

L’électrophorése sur gel est une technique d’analyse et de séparation des molécules selon
leur charge électrique et leur taille. Le principe consiste a soumettre les molécules chargées
positivement ou négativement a un champ électrique qui entrain leur migration vers les poles
opposés.Les molécules de plus petites tailles se déplacent plus rapidement et migreront plus loin

que les molécules de tailles supérieures.

Les fragments d'ADN sont facilement détectés sur le gel grace a un colorant fluorescent, le
bromure d'éthidium (BET), agent intercalant, se fixe a la double hélice d’ADN, cette émet un

rayonnement lumineux suite a une irradiation par les UV (Boutaghane, 2019)

L’¢lectrophorése sur gel d'agarose est freqguemment utilisée en biochimie et en biologie

moléculaire, soit a

v des fins analytiques pour séparer, identifier des fragments d'ADN ou pour en
estimer la quantité.

v' des fins préparatoires, pour purifier ’ADN et estimer sa qualité. En effet, pour
certains échantillons comportant de nombreuses impuretés, une étape de
purification est nécessaire. L’¢électrophorese permet de séparer selon leur vitesse de
migration les contaminants de I’ADN natif. L utilisation d’agarose » Low Melting
Point » permet d’extraire facilement I’ADN du gel en faisant fondre ce dernier a

une température de ’ordre de 30 a 40°C

2.5.2.3. Chromatographie

Différentes méthodes chromatographiques sont utilisées pour purifier les échantillons

d’ADN extrait. Nous citons comme exemple :

La chromatographie par adsorption, les acides nucléiques sont fixés sélectivement par
adsorption sur des silices ou du verre en présence de certains sels (ex. : des sels chaotropique),
alors que d’autres molécules biologiques ne se fixent pas. Un tampon ou une eau faible en sels
peut ensuite éluer les acides nucléiques et produire ainsi un échantillon a utiliser directement

dans des applications en aval .
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La chromatographie par échange d’ions est une autre technique qui a recours a
I’interaction électrostatique entre une molécule cible et un groupe fonctionnel sur la matrice a

colonne. Les acides nucléiques (polyanions linéaires a forte charge négative) peuvent étre élués

des colonnes d’échange d’ionsgrace a de simples tampons de sel (Somma, 2007).
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Chapitre 01. Matériel et méthodes

1.4. Durée, zone et population d’étude

Afin de répondre a nos objectifs, a savoir la caractérisation phénotypique de quelques
troupeaux camelins dans la région d’Ouargla, et extraction du matériel génétique, nous avons
effectué une étude d’une durée de trois mois. 45 dromadaires dont 41 femelles et 04 males ont
été sujets du présent travail, ils sont agés entre 5 et 15 ans. Ils ont été choisis parmi sept
troupeaux, répartis sur trois régions de la wilaya d’Ouargla. Trois troupeaux a Bennacer (BN),
deux a Beldet Amor (BA) et deux troupeaux a Hassi Ben abdAllah (HB).

A. Critéres de choix des animaux pour la caractérisation phénotypique

v Accessibilité : avec I’accompagnement du vétérinaire nous avons choisi les troupeaux a
acces facile et simple.

v' Age: les mesures morphométrique ont été faites sur des animaux adultes de catégorie
d’age de 5 a 10 ans, ayant atteints leurs maturité anatomique, et cela pour éviter les
fausses estimations dues a I’introduction animaux jeunes OU Vieux.

v" Sexe : choisir des animaux des deux sexes male et femelle

<\

Santé: choisir les animaux apparemment sains et en bonne santé.
v' Représentativité et conformation optimale: choisir les animaux a caracteres

représentatifs. Les sujets nains, cachexies, mal formés et engraissés sont a écarter.
B. Critéres de choix des animaux pour la I’extraction du matériel génétique

Parmi les animaux choisis pour les mensurations et la caractérisation phénotypique, une
seconde sélection a été faite, afin de realiser des prélevements de sang destinés a
I’extraction de I’ADN. Elle consiste en le choix :

v/ Consanguinité : des sujets les plus non apparentés possibles

v Etat de ’animal : des sujets calmes, car le stress affecte la qualité du sang prélevé par la
survenue des phénomeénes d’hémolyse.

v/ Standards : les animaux les plus représentatifs.

Le tableau ci-dessous récapitule les informations concernant les troupeaux étudiés et les animaux

choisis:

26



Partie Expérimentale

Matériel et méthodes

Tableau 01 : Composition des troupeaux et animaux d’étude.

Nombre Nombre

Troupeau Nombre Adultes | Males | Femelles | choisi pour | choisi pour

total phénotypage | prélevement
BNO1 14 11 0 11 06 03
BNO2 16 12 2 10 06 03
BNO3 44 32 1 31 06 04
HBO04 33 25 1 24 06 00
BAO5 44 30 3 27 09 07
BAO6 48 38 3 35 06 03
HBO7 13 10 1 9 06 00

-L’analyse des mensurations a concerné les femelles car le nombre de males est tres limité.

-L’extraction de I’ADN a été effectuée au niveau du « laboratoire de biologie et de génétique

moléculaire » au niveau du Centre Hospitalier Universitaire de Constantine. Elle a concernée

13 échantillons.

1.5. Recueil de données, enquéte et questionnaire

L’étude sur terrain a consisté en un enregistrement des renseignements aupres des

éleveurs par le biais d’un questionnaire, suivi des observations et de la prise des mesures

morpho-métriques.

» Le questionnaire nous a permis d’avoir des informations sur 1’éleveur, le mode d’élevage,

la conduite du troupeau, la population ou la race dont il appartient I’animal. Ainsi que des

données sur la conduite de la reproduction, la conduite de I’alimentation et les

productions (Annexe 01).

» Les mesures morpho-métriques ont porté sur 20 mensurations illustrées sur les figures ci-
dessous (Figure 07,08 et 09)
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Kachi (2021)

Figure 07 : les mensurations corporelles prises sur 1’animal (profil 1)

Le tour abdominal (TA) ;Le tour de poitrine (TP) ; La hauteur au garrot (HG) ; Longueur de membre postérieure
(LMP) ; La longueur de la téte au-dessus(LT1) ; La longueur de la téte au-dessous (LT2) ; La longueur du cou
(LC) ; La circonférence du cou (CC) ; La hauteur a la bosse (HB) ; La longueur de la queue (LQ) ; Le tour paturon

(Tpa) .
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Figure 08: les mensurations corporelles prises sur 1’animal (profil 2)

Le tour spiral (TS); Longueur de corps (LI); Longueur des oreilles (LO) ; Distance entre les oreilles (Lt1) ;

Distance entre les yeux (Lt2).

Figure 09 : les mensurations corporelles prises sur 1’animal (profil 3)

Longueur de pie (LP); Distance entre mamelons antérieures (DMA) ; Distance entre mamelons postérieures

(DMP) ; Distance entre mamelons antérieures et postérieures (DMAP).
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1.3. Prélévements sanguins
1.3.1. Acte de prélevement

Le dromadaire est un animal plus ou moins agressif en comparaison avec les autres
ruminants. Afin d’effectuer une prise de sang, une contention de I’animal est nécessaire.
L’animal est mis en position baraqué et le cou tendu tiré vers ’avant pour avoir une stase
veineuse le long de cou et surtout la partie proximal. Cela facilite a 1’opérateur de prélever le

sang au niveau de la veine jugulaire du dromadaire (Figurel0).

La prise sanguine a été¢ faite a I’aide des aiguilles stériles fines et moins traumatisantes
placées sur une porte aiguille. Des tubes stériles sous vide, avec bouchons en caoutchouc,
contenant 1’acide éthyléne diamine-tétra-acétique (EDTA), un anti-coagulant permettant la

conservation des acides nucléiques du sang pour une longue durée, ont été utilisés.

Pour prélever I’échantillon on insére 1’aiguille dans la veine jugulaire de 1’animal,
I’écoulement du sang commence, immédiatement en pousse le tube vers I’aiguille pour aspiré le
sang dans des conditions d’étanchéité, pour éviter toute sorte de contamination de 1’échantillon.

Une fois le tube est rempli, il est étiqueté afin de lui associé un code.

O Kachi{2021)

~ S

FigurelO : Acte de préléevement sanguin.
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1.3.2. Conservation du sang

Les prélevements sanguins ont été conservés immédiatement dans une glaciére puis

acheminés au laboratoire pour étre congeler a - 20 °c jusqu’a I’étape extraction de I’ADN.

1.4. Extraction de ’ADN génomique

Le principe consiste dans un premier temps a détruire les hématies et isoler les globules
blancs contenant I’ADN, puis dans un second temps, a une lyse cellulaire de ces derniers par
I’effet des détergents et de la protéinase K, afin de récupérer I’ADN. Différentes méthodes
d’extraction peuvent étre utilisées, nous avons, dans le présent travail, utilisé une méthode
chimique au « NaCl » et une autre organique consistant en la méthode au « chlorure de

Guanidium ».
1.4.1. Extraction d’ADN par la méthode au NaCl
1.4.1.1. Principe

Les leucocytes sont séparés du sang total par une lyse hypotonique des globules rouges.
Elles sont ensuite traitées par un détergent (SDS) et une protéinase K afin de dégrader les
membranes et les protéines. L’ADN nucléaire est libéré dans le milieu et les protéines qui lui
sont associés sont ¢liminées par précipitation au NaCl. La pelote d’ADN est formée dans le

surnageant par précipitation avec 1’éthanol puis solubilisé en phase aqueuse.
1.4.1.2. Protocole d’extraction
a. Lyse des globules rouges et préparation des leucocytes

1. Dans un tube flacon de 50 ml mettre le sang et compléter le volume avec le Tris-EDTA

(TE 20:5), laisser 10 mn dans la glace ;
2. Centrifuger 10 mn a 3900 g (3800rpm);
3. Verser le surnageant;

4. Ajouter quelque ml de TE 20:5 au culot et le remettre en suspension puis compléter a

25ml avec du TE 20:5 et laisser 10 mn dans la glace.

5. Centrifuger dans les mémes conditions que la premiere fois;
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6. Répéter les étapes jusqu’a I’obtention d’un culot leucocytaire clair

6. Verser le surnageant, Transvaser le culot dans un tube flacon de 15ml (le culot des
leucocytes obtenu peut étre conservé a -20°c dans du TE 10 :1 ou utilisé immédiatement

pour la prochaine étape).
b. Lyse des leucocytes et preécipitation des protéines

1. Ajouter 3ml de tampon de lyse (NaCl 400mM, EDTA 2mM, Tris 10mM, PH8,2) en

dilacérant le culot avec une pastette stérile;

2. Ajouter 200ul de SDS a 10%;

3. Ajouter 100ul de protéinase K a 10 mg/l ;

4. Agiter le tube sur une roue a 37° pendant une nuit;

5. Le lendemain, refroidir dans la glace; Ajouter 1 ml de NaCl 4M et agiter

vigoureusement a la main, puis remettre 5 mn dans la glace (précipitation des protéines) ;
6. Centrifuger 15 mn a 2500 rpm et récupérer le surnageant.
C. Précipitation de ’ADN a I’éthanol

1. Mettre le surnageant dans un tube flacon de 15 ml, ajouter 2 fois son volume d'éthanol
absolu préalablement refroidi (environ 8ml) et agiter en retournant le tube plusieurs fois :

la pelote d'ADN se forme (laisser éventuellement 30 mn & moins 20 ° si la pelote ne forme

pas);

2. Récupérer la pelote d'ADN avec pipette pasteur et la rincer 2 fois dans I'éthanol a70%;
3. Mettre la pelote dans un tube nunc.
d. Solubilisation

Ajouter entre 300ul de TE 10:1 a la pelote, laisser une nuit sur agitateur rotateur a 37°,

puis a température ambiante jusqu'a dissolution compléte (1a 2 jours).
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1.4.2. Extraction d'ADN par la méthode a la Guanidine
1.4.2.1. Principe

Le principe consiste a traiter le lysat cellulaire obtenu aprés action de la solution de lyse
des globules rouges par une solution d'un agent chaotropique, le chlorure de guanidium, puis par
une solution détergente sarkosyle et déprotéinisante protéinase K. Cela a pour effet de libérer
I'ADN nucléaire dans le milieu et de digérer les protéines qui lui sont associées. La pelote
d’ADN est formée dans le surnageant par précipitation avec 1’éthanol puis solubilisé en phase

aqueuse.
1.4.2.2. Protocole d’extraction
a. Lyse des globules rouges et préparation des leucocytes

1. Dans un tube flacon de 50 ml mettre 10ml de sang total et compléter le volume avec du
TE 20:5, laisser 10 mn dans la glace ;

2. Centrifuger 10 mn a 3900 g (3800rpm) puis verser le surnageant ;

3. Ajouter quelques ml de TE 20:5 et remettre le culot en suspension avec une pastette

stérile ; laisser 10 mn dans la glace ;

5. Centrifuger dans les mémes conditions et verser le surnageant (Le culot de leucocytes
peut étre conservé a moins 20 °c en présence du TE 20:5 ou utiliser immédiatement pour

la prochaine étape).
b. Lyse des leucocytes et précipitation des protéines

1. Par petites quantité ajouter 14ml de guanidine en dilacérant le culot soigneusement avec
une pastette stérile ;

2. Ajouter 1 ml d'acétate d'ammonium, homogéneiser, pour précipiter les protéines et autre
contaminant a partir de lysat cellulaire.

3. Ajouter 1 ml de sarkosyl et 150l de protéinase K a 10 mg/I

4. Agiter le tube sur une roue a 37° pendant une nuit;

5. Le lendemain, refroidir dans la glace pendant 10min.
C. Précipitation de ’ADN a I’éthanol

1. Compléter a 50 ml avec I'éthanol absolu.
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2. Laisser éventuellement 30 mn a moins 20°c.
3. Recueillir la pelote d’/ADN, la rincer 2 fois dans I'éthanol a 70% (Figure 11)

d. Solubilisation

L'ADN est solubilise dans le TE 10:1, laissé une nuit sur agitateur rotatif a température

ambiante puis quelques jours a 4°c.

Figure 11 : Pelote de I’ADN
1.5. Conservation de ’ADN:
La pelote d’ADN peut étre stockée a moins 20°c jusqu’a utilisation.

Notons que parmi les 13 échantillons de sang prélevés 4 échantillons ont été utilisés pour
I’extraction de I’ADN par les deux méthodes au « NaCl » et au « chlorure de guandium » et
pour les 9 restant, ’ADN a été extrait par la méthode au « NaCl ». Ceci est du a la quantité

limitée de réactifs disponibles pour la technique organique.
1.6. Estimation de la quantité et de la qualité de ’ADN

En biologie moléculaire, la quantification des acides nucléiques et 1’estimation de leur
pureté jouent un rdle primordial, car les techniques de génotypage nécessitent de I’ADN de

bonne quantité et de tres bonne qualité.
1.6.1. Spectrophotométrie
1.6.1.1. Principe

Un spectrophotometre utilise la transmission de la lumiére a travers une solution pour

déterminer la concentration d’un soluté a I’intérieur de la solution. L’appareil fonctionne suivant
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un principe simple, la lumicre d’une longueur d’onde connue traverse un échantillon et ou la
quantité d’énergie lumineuse transmise est mesurée a I’aide d’une cellule photoélectrique placée

de ’autre coté de 1’échantillon.

Toutes les molécules absorbent de 1’énergie radiante a une longueur d’onde spécifique a
partir de laquelle il est possible d’extrapoler la concentration d’un soluté a I’intérieur d’une
solution. Selon la loi de Beer-Lambert, il existe une relation linéaire entre 1’absorption A (DO) et

la concentration de la macromolécule qui est donnée.

La concentration des ADN extraits est estimée par la mesure de I’absorbance (DO) a
260nm. Une mesure de DO a 280nm est également effectuée afin d’évaluer le rapport DO
260/DO 280 et estimer, éventuellement, la qualité de I’ ADN.

1.6.1.2. Spectrophotomeétrie par NanoDrop 2000c

Le NanoDrop 2000c, utilisé dans notre cas, est doté d’un logiciel qui permet de mesurer

la densité optique & 260nm, & 280nm ainsi que le rapport A260nm/A280nm (Figurel2).

Le systeme de mesure par NanoDrop 2000c présente plusieurs spécificités :

Taille de I'échantillon en micro-volume
Facile a utiliser : pipette I'échantillon directement sur le socle
Aucune dilution requise, méme pour les échantillons tres concentrés

Temps de mesure rapide de moins de 5 secondes

NN

Sortie spectrale compléte (190 - 840 nm)
v Meéthodes préconfigurées pour A260, A280, ADN ou protéines marqués, plus un

Logiciel qui inclut des méthodes personnalisées et des capacités d'exportation de données

1.6.1.3. Protocole expérimental

Ce systeme permet de pipeter un échantillon directement sur une surface de mesure
optique. Une fois la mesure terminée, les surfaces sont simplement essuyées avec une lingette de
laboratoire non pelucheuse. Le NanoDrop 2000c intégre le systéme de rétention d'échantillon

avec une capacité de cuvette.
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Kachi (2021)

Figure 12: Nano Drop 2000c (laboratoire de biologie et génétique moléculaire CHU

Constantine)

1.6.1.4. Interprétation

Sur I’écran s’affichent les valeurs de la densité optique a 260nm, a 280nm ainsi que le rapport
A260nm/A280nm, qui sont, également interprétés par un graphe. La concentration de I’ADN est
déterminée par la DO a 260nm en utilisant la formule décrite dans la revue bibliographique. La
pureté ou bien une éventuelle contamination de 1’échantillon est rapportée par le rapport (Figure

13)
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Figure 13 : Interface du logiciel NanoDrop
1.6.2. Electrophorese
1.6.2.1. Principe

C’est une technique de séparation des molécules chargées en fonction de leur taille,
I’application d’un champ électrique pour les molécules d’ADN chargés négativement va les faire
migrer vers le pole positif de la cuve. Les fragments vont se déplacer dans 1’épaisseur d’un
support, un gel d’agarose, dont la maille est assez réguliére et adaptée a la taille des fragments a

séparer. La lecture d’un électrophorégramme nécessite une coloration et une révélation.
1.6.2.2. Protocole expérimental
a.Préparation d’un gel agarose a 0.8 %

1. C’est un pourcentage massique pour un volume donné, dans notre cas, mettre 0,8 g de poudre
d’agarose pour un volume de 100 ml de Tris/Borate/EDTA (TBE )10X ;
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2. Faire bouillir au micro-onde de sorte a dissoudre totalement 1’agarose ; Ajouter 10ul de
bromure d’éthidium (BET) et homogénéiser. Le BET est un agent intercalant dans la double

hélice d’ADN, permettant sa visualisation par exposition du gel aux rayonnements UV ;
3. Verser le gel dans la plaque de I’électrophorese ;

4. Insérez un ou plusieurs peignes en les placant dans les fentes du socle de coulage. Pour des
résultats optimaux, placez le peigne dans la fente la plus proche de I’extrémité du dispositif de

coulage. Si deux peignes sont souhaités, placez le second dans la fente centrale.
5. Attendre 30 minutes a température ambiante la solidification du gel ;

6. Une fois le gel solidifié et complétement opaque, retirez le peigne avec précaution en le
remuant délicatement tout en le soulevant (Figure 14).

b. Chargement des échantillons sur le gel

1. Retirer le plateau de coulage contenant le gel d’agarose durci du dispositif de coulage en
soulevant les extrémités. Placer le plateau et le gel dans 1’unité principale de maniére a ce que

les puits d’échantillon se trouvent sur la méme extrémité que 1’électrode négative (noire) ;

2. Remplisse 'unité avec le reste du tampon d’électrophorése (TBE 1X), recouvrant le gel a

une profondeur de 1-5 mm. Environ 300 ml de tampon seront requis ;

3. Mélanger le bleu de bromophénol colorant de charge, permettant de suivre le front de
migration sur un gel d'agarose durant I'électrophorese et 1I’échantillon d’ADN sur le morceau

de parafilm et prélever le mélange avec une micropipette réglée sur le volume approprié ;
4. Charger les échantillons dans les puits avec une micropipette
c. Migration éléctrophorétique et visualisation

1. Une fois les échantillons chargés dans le gel, placer le couvercle sur I’unité et brancher les
extrémités des électrodes noire (-) et rouge (+) dans les fiches sur le c6té du bloc d’alimentation

(la tension de sortie requise jusqu’a 40 a 50 volts) ;

2. Par exposition du gel, apres migration, a une lumiére UV a ondes moyennes, les bandes

séparées apparaitront orange sur fond violet foncé (Figure 15).
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d.Interprétation des profils

Sur le gel on observe la migration et le profil du marqueur de taille qui correspondant & des
fragments d’ADN de taille connue (Pb d’ADN).

— La taille des échantillons d’ADN étudiés est estimée par comparaison au profil du

marqueur de taille.
— L’intensité des bandes est proportionnelle a la quantité d’ADN

— L’aspect des bandes refléte la présence ou non de contamination ou de fragmentations
des molécules d’ADN (Figure 16)

Kachi (2021 .T\_

Figure 14 : préparation d’un gel d’agarose a 0.8%
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Figurel5 : Cuve d’Electrophorese  Figure 16: visualisation des bandes d’échantillon d’ADN

1.7. Analyses statistiques:
Les données collectées lors du travail sur terrain, ont été enregistrées dans un fichier

Excel, puis analysées par le logiciel statistique « XLSTAT ».

Nous avons effectuées des tests paramétriques pour les mensurations corporelles, des
corrélations entre les variables, des analyses multivariées, Analyse en Composantes Principales

ACP et classification Ascendante Hiérarchique - CAH

L’ACP est l'une des méthodes d'analyse de données multi-variées les plus utilisées. Elle

permet d’explorer des jeux de données multidimensionnels constitués de variables quantitatives.

La CAH permet de rassembler les observations ou les modalités d'une variable qualitative
selon un critére de ressemblance défini au préalable. Les observations les plus "ressemblantes”
seront ainsi réunies dans des groupes homogeénes, lesquels se rassembleront plus ou moins
rapidement en fonction de leurs ressemblances. La notion de "ressemblance” entre observations
est évaluée par la distance entre les points : distance euclidienne dans le cas d'observations issues
d'un tableau de mesures ou distance du Chi2 dans le cas des modalités d'une variable qualitative
issues d'un tableau de contingence.
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La classification est ascendante car elle part des observations individuelles ; elle est
hiérarchique car elle produit des classes ou groupes de plus en plus vastes, incluant des sous-

groupes en leur sein.
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Chapitre 02. Résultats et Discussion
1. Enquéte sur terrain
Les informations recueillies lors de 1I’enquéte nous ont permis de noter que :

L’¢élevage, dans la majorité des cas, est une pratique ancestrale transféré de pére en fils, sauf pour
un cas qui a concerné un micro-investissement. La plus part des éleveurs deviennent des

Sédentaires vu les changements des conditions et de la vie socio-économique.

La race sahraoui est la race de choix pour la totalité des éleveurs enquétés, car elle s’adapte bien

aux conditions de la région et peut assurer une production mixte.

Les troupeaux sont de petite et de moyenne taille, de dix a quarante tétes, composé
principalement par des chamelles de différents ages, des chamelons et dans certains troupeaux
d’un géniteur. Ils sont conduits par un systeme d’élevage extensif, et un mode entre le gardé et

semi gardé.

Les chamelles donnent naissance a deux chamelons tous les trois ans durant les années

favorables.

Les éleveurs completent I’alimentation des animaux par I’orge, le son, le foin, la paille, la
luzerne, le blé tendre et le pain séché, car les parcoures sont insuffisants a cause de la rareté des

pluies ces derniéres années.

Généralement, il n’y a pas de contrdle sanitaire a I’exception des compagnes organisés par 1’état

lors des épidémies ou de recensement.

Les animaux est le trésor des éleveurs qu’ils conservent et profitent de ses produits : la viande, le

lait et I’obere.
2. Etude phenotypique
2.1. Les valeurs de mensuration corporelles

Les valeurs de mensuration corporelles (en cm) ont donné les moyennes suivantes : 177.63+7.39
pour HG, 205.95+8.84 pour TS, 185+10.64 pour CT, 174.51+16.03 pour CA, 194.14+7.34 pour
HB, 169+7.48 pour LMP, 146.82+5.95 pour L1 et 101.73+4.77 pour LC (Figure 17). Les écarts-
type sont généralement faibles moins de 08 cm, comme nous le constatons par exemple pour la

hauteur au garrot (HG),la hauteur a la bosse (HB), la longueur des membres postérieurs (LMP)...
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(Figure 17). D’aprés les mesures obtenues, les animaux des troupeaux étudiés apparaissent

homogeénes, selon leurs tailles, ils sont considérés comme des animaux hauts sur pattes.

Les valeurs de mensuration pour chaque animal ainsi que les statistiques descriptives détaillées

sont présentés en annexes 02 et 03, respectivement.

moyenne et écart-type des femelles
250,000
200,000
150,000
] -
100,000 Ecart-type
= Moyenne
50,000
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[ mo Q0 9 N d N s} o o o
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Figure 17: Moyenne et écart-type des différentes mensurations chez les femelles.

Nous résultats des mensurations pour HG,CT, LC, LT1, LQ et Tpa sont similaires a ceux
enregistrés par Chouia (2010) et Meghelli et Kaouadji (2016) pour la race sahraoui (Figure 18).
Les valeurs de TS, CA et HB montrent une légére élévation dans 1’étude de Chouia (2010) par
rapport aux nétres, et peut étre expliquée par la différence du stade physiologique de la chamelle,
son état de soiffe ou de satiété et aussi selon les années (favorable ou défavorable). Notons que
les valeurs enregistrées par (Oulad belkhir, 2018) sont dans la majorité des mesures supérieures,
car les échantillons de cette étude sont choisis avec précision, représentant les standards de la

race sahraoui.
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Figure 18: Moyenne des différentes mensurations chez les femelles sahraouies.
2.2. Analyse en composantes principales (ACP)

Le tableau 02 montre les coefficients de corrélation entre les différentes mensurations chez les
chamelles.

Tableau 02: Corrélations des mensurations

Variables HG TS CcT CA HB  LMP L1 CcC LC LT1 LT2 Lt1 Lt2 LQ Tpa LO DMA DMP DMAP LP

HG 1,00 0,51 -0,03 0,20 057 0,77 026 029 0,13 030 0,28 -0,03 -0,04 0,08 -011 0,22 0,04 -0,05 0,17 0,08
TS 0,51 1,00 o031 -004 064 045 023 008 0,20 0,07 -017 -0,10 0,09 0,14 -0,17 0,23 0,08 -0,04 0,20 -0,13
CcT -0,03 0,31 1,00 -0,22 0,26 -0,16 -0,04 0,02 050 -017 -0,25 0,36 0,08 0,34 000 0,28 0,14 0,24 -0,02 -0,04
CA 0,20 -0,04 -0,22 1,00 000 0,21 0,34 -006 -0,06 0,18 0,22 020 037 -004 005 035 0,14 0,13 0,31 0,40
HB 0,57 064 026 000 100 048 034 035 037 025 -002 -0,10 -0,02 0,25 -0,20 0,44 -0,07 -0,04 0,19 -0,05
LMP 0,77 045 -0,16 0,21 048 100 0,04 044 -005 048 0,15 -024 -0,13 0,02 -0,24 0,21 -0,09 -0,09 0,15 -0,04
L1 0,26 0,23 -0,04 034 034 004 100 004 042 027 025 003 058 0,14 000 0,38 -007 -0,06 0,23 0,24
cc 0,29 0,08 002 -006 035 044 004 1,00 0,12 045 0,24 -0,01 0,01 -0,13 006 033 -0,13 -0,08 -0,23 -0,19
LC 0,13 0,20 050 -0,06 037 -005 042 012 1,00 000 014 1032 041 009 025 037 0,09 0,17 0,04 0,12
LT1 0,30 0,07 -0,17 0,18 025 048 027 045 000 1100 052 006 023 0,13 -009 046 -025 -0,13 0,10 -0,06
LT2 0,28 -0,17 -0,25 0,22 -0,02 0,15 0,25 0,24 0,14 052 1,00 0,23 029 -017 0,25 0,23 -0,05 0,02 0,16 0,18
Lt1 -0,03 -0,10 036 0,20 -0,10 -0,24 0,03 -001 032 006 023 1,00 0,27 -009 041 019 0,23 0,31 0,07 0,16
Lt2 -0,04 0,09 0,08 037 -002 -013 058 001 041 023 029 0,27 1,00 -0,27 0,12 044 0,12 0,02 0,20 0,28
LQ 0,08 0,14 0,34 -004 025 002 014 -0,13 009 0,13 -0,17 -0,09 -0,27 1,00 -007 0,13 0,02 0,13 0,11 0,15
Tpa -0,11 -0,17 0,00 0,05 -0,20 -0,24 0,00 0,06 0,25 -009 0,25 0,41 0,12 -007 100 0,01 0,70 0,62 0,29 0,49
LO 0,22 023 028 03 044 021 038 033 037 046 023 019 044 0,13 001 100 -0,02 0,10 0,21 0,18
DMA 0,04 0,08 0,14 0,24 -007 -009 -0,07 -0,13 0,09 -0,25 -0,05 0,23 0,12 0,02 0,70 -0,02 1,00 0,85 0,54 0,63
DMP -0,05 -0,04 0,24 0,13 -0,04 -0,09 -0,06 -008 0,17 -0,13 0,02 031 002 0,13 062 0,10 0,85 1,00 0,54 0,57
DMAP 0,17 0,20 -0,02 031 019 0,15 0,23 -0,23 0,04 0,10 0,16 0,07 0,20 0,11 029 0,21 0,54 0,54 1,00 0,63
LP 0,08 -0,13 -0,04 040 -0,05 -0,04 024 -019 0,12 -006 0,18 0,16 0,28 0,15 049 0,18 0,63 0,57 0,63 1,00
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Partant des régles de Tomassone (1989) et Ranarison (2007), les significations des valeurs des
coefficients de corrélation r sont comme suit : r > 0,8 : variables fortement liées ; 0,5 <r<0,8 :

variables moyennement liées ; r < 0,5 : variables faiblement liées.
Suite a nos résultats obtenus nous constatons que:

— Les mensurations corporelles ont été corrélées entre elles dans la plupart des cas
(Tableau 02). Les axes 1 et 2 semblent étre les plus discriminants, ils totalisent environ
40 % de la variabilité (Figure 19) ;

— Lahauteur au garrot (HG) a montré une corrélation positive significative avec la langueur
des membres postérieurs (LMP) et avec la hauteur de la bosse (HB) qui sont
respectivement de 0,77 et 0.57 ; signifiant ainsi la relation entre les membres de 1’animal
et par conséquence, la hauteur de I’animal.

— La hauteur au bosse (HB) qui est égale a 0,64 et le tour spirale (TS) qui est de 0,50sont
expliqués par le fait qu’ils ont un point de repére commun qui et le sommet de bosse.

— La corrélation entre la longueur du dessous de la téte (LT2) et la distance entre les
oreilles(Lt1), est de 0,51. Cela veut dire une corrélation entre la langueur et la largeur de
la téte due a la proportion et la mise en forme de la téte de I’animal.

— Le tour de paturon (Tpa) est corrélée positivement avec la distance entre les mamelons
antérieures(DMA), et la distance entre les mamelons postérieures(DMP) qui sont
respectivement de 0.70 et 0.62, qui peut étre un indice sur la taille de pie reste a
confirmer par des études plus spécifique sur la mamelle.

— la distance entre les mamelons antérieures(DMA) et la distance entre les mamelons
postérieures(DMP) sont corrélées positivement, la distance entre mamelons antérieures
et mamelons postérieures (DMAP) et longueur de pie (LP) le sont aussi, ils sont
respectivement de 0,85 ; 0,54et 0,63et ce due a la conformation de pie et la proportion
de ses mensuration. Nos résultats concordent a ceux enregistrés par Atigui (2014)

concernant les corrélations positives entre les mensurations des mamelles.
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Variables (axes F1 et F2 : 39,44 %)
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Figure 19 : Analyse en composantes principales.

2.3. Classification ascendante hiérarchique (CAH)

La classification ascendante hiérarchique (CAH) des 41 chamelles est représentée dans les

tableaux 03 et 04 :

Tableau03 : Barycentre des classes de 1’échantillon (mensurations principal).

Classe HG HB LMP TS CcT CA L1 LC cc
1 171,31 188,19 163,06 199,19 184,50 165,31 143,75 100,50 78,63
2 181,87 201,13 171,13 213,60 191,40 172,40 148,93 104,73 83,27
3 181,40 193,20 = 175,30 205,30 176,20 & 192,40 148,60 99,20 80,60
Tableau04 : Barycentre des classes de 1’échantillon (mensurations secondaire).
Classe LT1 LT2 Lt1 Lt2 LO La Tpa LP DMA DMP DMAP
1 49,44 35,75 22,19 26,25 11,06 51,50 29,38 15,31 14,19 11,44 6,69
2 51,40 37,47 22,27 26,80 12,27 52,47 29,07 15,73 14,67 11,73 7,20
3 53,70 38,10 21,50 27,00 12,30 52,80 29,30 18,20 15,20 12,10 7,90
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La classification a permis d’identifier trois groupesde phénotypes décrits de la maniere

suivante :

— Classe 1 : les animaux de cette classe sont les moins hauts sur pattes, de petite téte, et ont
des mamelles moins développées par rapport aux animaux des deux autres classes

— Classe 2 : les animaux de cette classe sont les plus hauts sur pattes, a cou long par rapport
aux animaux des deux autres classes

— Classe 3 : les animaux de cette classe sont plus hauts sur pattes mais a une bosse moins
développé par rapport au animaux de la deuxieme classe, de grande téte, de petite cage
thoracique, et ont des mamelles les plus développées par rapport au animaux des deux
autres classes.

— De point de vue ressemblance, la classe 2 et 3 sont tres proches hautement sur pattes,
contrairement & la classe 1.

— Concernant le développement des mamelles, la classe 3 c’est elle qui regroupe les
animaux aux mamelles plus volumineuses et ont de grandes tétes contrairement a la

classe lont des mamelles moins développées et de petite téte.

Nos résultats sont en bon accord avec ceux de Oulad belkhir, (2018) qui révéle aussi trois
sous classe pour la race sahraoui dont : une classe moins haute , une classe médiane et une

classe haute sur patte avec une mamelle plus développée que les deux autres classes.
3. Comparaison des techniques d’extraction d’ADN

Diverses techniques d’extraction et d’isolement de I’ADN a partir du sang veineux ont
été élaborées; des méthodes commercialisées sous forme de kits préts a I’emploi ont beaucoup
pris de ampleur. Le volume initial de sang requis, la durée de 1’extraction, la pureté et le
rendement de I’ADN obtenu peuvent expliquer le recours a leur utilisation. Cependant le codt
élevé de ces techniques reste un inconvénient majeur. Les protocoles classiques d’extraction
d’ADN sont certes plus lentes, mais elles sont aussi efficaces et représentent, dans notre cas, la
solution de choix. En revanche, elles doivent étre adaptées a la nature de 1’échantillon en
question afin de générer un ADN pur de bonne qualité et de quantité suffisante pour des
applications biomoléculaires ultérieures. Décrire la méthode classique fiable pour I’extraction de
I’ADN du sang du dromadaire, présentant beaucoup de particularités hématologiques, est

I’objectif de cette partie du travail.
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La méthode classique commune pour l'extraction d’ADN du sang total nommée
« méthode de référence » est celle impliquant I’utilisation du phénol. Cependant, ce dernier est
trés toxique. Par ailleurs, la réalisation de cette technique nécessite beaucoup de temps, limitant
le nombre d'échantillons pouvant étre traités. Deux autre protocoles d’extraction classiques ont
été, de ce fait, testés: la méthode non organique saline par 1’utilisation de 1’NaCl et la méthode
organique au chlorure de guanidine. Les solutions de travail et les concentrations requises, le
rendement, la qualité et la quantité d’ADN obtenues ainsi que la facilité de ces méthodes ont été

déterminés et comparés.
3.1. Procédés d’extraction

Ce paragraphe récapitule les différentes étapes suivies lors de 1’extraction de I’ADN par

les deux méthodes ainsi que les réactifs et les conditions utilisés et les interprétations associées.

Quelle que soit la méthode d'extraction de I’ADN utilisée, le sang doit étre initialement
mélangé a une solution hypotonique pour faire éclater les globules rouges. Les solutions de lyse
des globules rouges sont nombreuses et variées.Celle que nous avons utilisé consiste en le Tris
20mM/ EDTA 5mM/ PH=7.5.Cette composition nous a permis d’obtenir une bonne lyse des
globules rouges et un aspect plus ou moins blanchétre des globules blancs. En effet, ’EDTA sert
a inactiver les enzymes nucléases notamment les DNAses alors que le Tris/Hcl permet de réguler
le PH de la solution afin de protéger la molécule d’ADN. Un pH faible ou élevé peut
endommager I’ADN (Nouairia et al., 2010)

Cette étape de lyse, et difféeremment du protocole utilisé par le laboratoire d’accueil
spécialisé dans la génétique humaine, a nécessité une répétition de la manipulation de trois fois
et plus. En effet, les érythrocytes des camélidés sont significativement plus nombreux que la
plupart des érythrocytes de mammiferes. Ils peuvent résister a la rupture des membranes dans
des conditions hypotoniques (Al-Jashamy et Sawad., 2016). La répétition de I’étape permet
d’obtenir des leucocytes a aspect clair et de s’assurer de I’élimination des restes de
I’hémoglobines pouvant perturber les techniques d’extraction ou les réactions effectuées par la
suite. Il importe de savoir que I'héme est un puissant inhibiteur de la Tag polymérase, qu'il est

nécessaire d'éliminer au cours de I'extraction (Bienvenu, 1999).

Aprés centrifugation du lysat et élimination du surnageant, le culot cellulaire contenant
les leucocytes est repris dans une solution saline (NaCl 400mM/EDTA 2mM pH/ Tris 10mM/

PH=8,5) et est traité par une solution de lyse des globules blancs. La différence entre les deux
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méthodes réside dans la nature du détergent anionique utilisé permettant la lyse des globules
blancs.Le SDS a 10% a eté utilisé lors dela méthode au NaCl.ll a pour rdle de solubiliser les
lipides des membranes plasmiques afin de les déstructurer, inhiber les nucléases et aussi de
dénaturer les protéines. Concernant la méthode au chlorure de guanidium, nous avons utilisé ce
dernier qui est un agent chaotropique, connu pour son efficacité de dénaturation des protéines
associées a I’ADN et essentiellement les enzymes telles les nucléases pouvant dégrader la
molécule d’ADN (Pramanik et al., 1975 ; Bowtell, 1987) . Nous avons également utilisé le
sarkosyl qui est un détergent anionique employé pour la lyse cellulaire et qui convient également
a la solubilisation des protéines membranaires, ainsi que de ’acétate d’ammonium qui sert a
précipiter les protéines et autres contaminants a partir de lysat (Wang et al., 2012 ; Chen et al.,
2013).

L'ADN nucléaire libéré dans le milieu est par la suite traité par la protéinase K tres active,
et ce pour les deux méthodes. Nous avons constaté que les deux solutions ont un effet similaire,
détergent et aussi déprotéinisant. Néanmoins, le résultat de cet effet ne peut étre observé

qu’apres 1’étape de visualisation de la pelote d’ADN et 1’estimation de sa pureté.

Au cours de I'extraction et de la purification permettant la précipitation des protéines et la
récupération de la phase contenant de I’ADN, les procédés varient également. Dans le protocole
d’extraction par la méthode au chlorure de guanidium, la pelote d’ADN est directement
précipitée par 1’éthanol aprés la lyse des globules blancs, et ce du fait que la solution de lyse de
ces derniers chlorure de guanidine/acétate d’amonium/ sarkosyle ait un effet déprotéinisante
puissant. En revanche, dans la méthode utilisant le solvant, NaCl, nous avons traité le lysat
cellulaire, d’abord, par une solution saline NaCl 4M avant la précipitation de I’ADN par
I’éthanol, et cela afin d’éliminer par précipitation sélective les protéines. Cette étape a prouvé
son efficacité. Elle permet d’obtenir un ADN purifié débarrassé de la trés grande majorité des
contaminants. Quelques kits commercialisés par des industriels utilisent ce procédé (Nouairia,
2010).

L’étape finale de toute méthode d’'extraction est la récupération de ’ADN par une
précipitation. Elle a été réalisée par l'alcool éthylique absolu froid qui nous a permis de voir a
I';eil nu I'ADN précipité sous forme de pelote. Le temps de précipitation était de quelques
minutes pour la methode au NaCl mais de quelques heures pour la méthode au chlorure de
guanidium. Selon la littérature, ce temps varie en fonction de la concentration des acides

nucléiques, de 15 min a 10 h (Bienvenue, 1999). Cependant, dans notre cas, cette différence
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entre les deux méthodes, a été notée pour des échantillons de méme volume de départ et
prélevés du méme animal. Ce qui est aussi remarquable, est la taille volumineuse de la pelote
pour la majorité des échantillons extraits par la méthode au chlorure de guanidium,

probablement due a I’impureté de I’ADN.

Les ADNs, obtenus a partir de ces méthodes, ont été finalement dilués dans une solution
d'hydratation (Tris 10 mM / EDTA 1mM/ pH 7,5). Ceux obtenus par la méthode au NaCl se sont
normalement bien solubilisés pendant deux jours. Cependant, I’extraction par la méthode au
guanidine a abouti a un ADN visqueux (gélatineux) qui n'a pas réussi a se remettre en suspension
dans le tampon TE, a I’exception d’un seul échantillon. Une dissolution loin d’étre parfaite qui
nous a empéché d’estimer la concentration des ADNs ou leur pureté. Ce constat a été aussi
rapporté par Montgomery et Sise (1990), lors de I’extraction de I’ADN du sang de moutons. Les
chercheurs ont travaillé sur un échantillon de 100 prélévements de 20 ml chacun et ont obtenu

des ADNs a aspect gélatineux (Montgomery et Sise., 1990).

Ce résultat peut étre expliqué par la digestion incompléte des protéines avant la
précipitation finale par I'éthanol. La quantité du sang utilisé par rapport aux volumes des réactifs
peut aussi étre une explication (la loi de saturation). Cela a été suggéré car nous avons observé

que la méthode a prouvé son efficacité pour I’échantillon de Sml.

Pour ce qui est de la durée de I’extraction, elle est comparable pour les deux méthodes,
représentée par 12h.Le temps nécessaire pour réaliser une extraction varie entre 30 min et 24h
selon les différents protocoles. Les méthodes les plus rapides qui permettent d'obtenir un ADN
en solution en 30 min, tel le cas pour la méthode en colonne ou celle des Kits, sont
particulierement adaptées aux échantillons sanguins de petit volume. Les méthodes classiques,
particulierement la méthode au phénol, sont longues car nécessitant un grand nombre d’étapes de

manipulations et généralement utiles pour des échantillons volumineux (Bienvenu, 1999).
3.2. Evaluation de la quantité et de la qualité de PADN

Les concentrations estimées par la mesure de la DO (densité optique) a 260 nm, la pureté
appréciée par le rapport de DO aux deux longueurs d’ondes 260 nm et 280 nm ainsi que et le
rendement de 1’extraction calculé par le rapport de la quantité d’ADN obtenu et le volume initial

de sang sont résumés dans le tableau 05 ci-apres :
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Tableau 05 : Résultats de 1’évaluation de la quantité et de la qualité des échantillons d’ADN

génomique du dromadaire par les méthodes « NaCl » et « Chlorure de guanidium ».

N° Meéthode Quantité de | Concentration Rapport Rendement
échantillon | d'extraction| sang (ml) d’ADN (pg/ml) de pureté de
I'extraction
pg/mi

1 NaCl 10 412,3 1,79 12,37
2 NaCl 10 700,1 1,75 21,00
3 NaCl 10 1368,9 1,81 41,07
4 NaCl 10 667,5 1,78 20,03
5 NaCl 10 831,6 1,75 24,95
6 NaCl 10 972,7 1,74 29,18
7 NaCl 10 1004,9 1,75 30,15
8 NaCl 10 644 1,79 19,32
9 NaCl 10 682,6 1,71 20,48
10 NaCl 10 487,4 1,7 14,62
11 NaCl 10 508,5 1,73 15,26
12 NaCl 10 1130,8 1,68 33,92
13 NaCl 10 806,4 1,62 24,19
r Guanidine 5 241 1,79 14.46
1 Guanidine 10 / / /
12° Guanidine 10 / / /
3 Guanidine 10 / / /

Les échantillons numérotés 01, 03, 11,12 extraits par la méthode « NaCl » correspondent aux échantillons 1°,
37,117 et 12’ extraits par la méthode « au chlorure de guanidine » respectivement.

3.2.1. Concentration de PADN

Les concentrations trouvées par la méthode au NaCl varient entre 412 ug/ml et 1368,9
pug/ml soit en moyenne 785.98ug/ml, bonnes valeurs, reflétant la concentration élevée de
leucocytes se trouvant dans le sang du dromadaire. Nos résultats sont comparables a ceux

trouvés par 1’étude de Bienvenu (1999) utilisant la méthode organique au phénol chloroforme
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dite de référence et connue pour sa grande fiabilité, dont les concentrations variaient de 385
ng/ul a 1140 ng/ul, montrant, ainsi, 1’efficacit¢ de la méthode inorganique au NaCl. En effet,
selon la méme étude, les concentrations en ADN faibles de I’ordre 217 et 306 ng/ul, peuvent étre
adaptées a la méthode PCR, mais ne sont pas suffisantes pour des expériences ultérieures de
biologie moléculaire tel que le Southern-blot.

La concentration de 1’échantillon d’ADN 1’ extrait a partir de 5 ml de sang par la
méthode au chlorure de guanidium est de 241pug/ml. Celui-ci correspond a 1’échantillon d’ADN
1 extrait par la méthode au NaCl a partir de 10 ml et qui a donné une concentration de 412

pg/ml. Ceci montre que les deux protocoles utilisés présentent pratiquement la méme efficacité.
3.2.2. Rendement de I’extraction

Le rendement moyen de I'extraction de I'ADN, calculé par le rapport de la quantité
d'ADN obtenu et le volume initial de sang était de 14,46 pug/ml pour 1’échantillon extrait par le
solvant organique chlorure de guanidium. L'extraction par la méthode au NaCl a montré une
variation inter-échantillon, le rendement était compris entre 12,37 pg/ml et 41,07 pg/ml. La
plupart des échantillons présentaient de bons rendements d’ADN a poids moléculaire élevé et en
quantités suffisantes permettant de réaliser des actes de biologie moléculaire. Nos résultats sont
similaires a ceux trouvés dans des études utilisant cette méthode (Montgomery et Sise, 1990) ou
par méthodes de colonnes ou de phénol, ou le rendement d'extraction allait de 15 a 41 pg/ml de

sang frais (Bienvenu, 1999).
3.2.3. Pureté de ’ADN

La pureté a été appréciée en mesurant la densité optique des extraits a 260 et 280 nm et
en effectuant le rapport DO 260 nm/DO 280 nm. Les ratios obtenus pour les échantillons d’ADN
extraits par la méthode au NaCl étaient compris entre 1,6 et 2, et dont la majorité étaient proches
de 1,8 indiquant une bonne déprotéinisation et reflétant un état d’ADN suffisamment pur .
L’ADN obtenu par I’extraction avec la méthode au chlorure de guanidium était aussi pur,
présentant un rapport de 1,79. Des rapports répartis entre 1,62 a 1,82 sont considérés comme

bons (Montgomery et Sise, 1990 ; Bienvenu, 1999).

Les controles realises par électrophorése sur un gel dagarose 0,8% sont présentés dans la
Figure 20. Ills permettent d’apprécier la taille des fragments d’ADN et aussi d'observer

I’existence ou non d’une éventuelle dégradation de I'ADN survenue au cours de I'extraction.
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Le puits tout a fait a gauche représente le marqueur de taille

Les puits (1 et 2), c’est I’échantillon d’ADN 1” extrait par la méthode au chlorure de

guanidium déposé deux fois.

Les puits (3 a 15) représentent les échantillons extraits par la méthode au NaCl. Notons

que pour les puits 1 et 2, I’échantillon 1 est déposé deux fois.

Les ADNSs sont des fragments de grande taille, par comparaison a la premiére bande du
marqueur de taille, ils sont représentés par des bandes épaisses non fragmentés, reflétant 1’état
non dégrades des échantillons. Ceci a I’exception, de deux échantillons (11 et 14) qui

présentaient une smear continue (trace de fluorescence tout au long du gel).

4
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Figure 20 : Electrophorése des échantillons d’ADN extraits par les méthodes au « NaCl » et
« au chlorure de guanidium » sur gel d’agarose 0.8%.



conclusion

Conclusion

Les résultats obtenus a partir de cette étude nous permettent de tirer les conclusions suivantes

Etude phénotypique :

La caractérisation phénotypique de la population étudiée a montré des corrélations entre

les mensurations des individus des différents troupeaux.

Cette caractérisation phénotypique primaire révele I’existence de trois sous classes,

sachant que les différences entre les classes ne sont pas importantes.

Il serait intéressant de faire recours a une caractérisation phénotypique secondaire basée
sur les critéres zootechniques particulierement utiles en termes d’estimation des

performances de production.

D’autres études, sur des troupeaux comprenant un nombre important d’animaux, sont

nécessaires afin de valider nos conclusions.

Ce genre d’¢tudes doit étre poursuivi et ¢élargi servant un indicateur pour les études

génétiques.

Comparaison des méthodes d’extraction génomique

L’extraction de I’ADN par la méthode au NaCl est préférable de point de vue de sa
facilité et de sa simplicité. C’est une méthode fiable, nous a permis de récupérer un ADN
de bon rendement et de bonne qualite. Par comparaison aux études illustrées dans la
littérature, nos résultats sont équivalents a ceux obtenus par le procédé d'extraction au
phénol dit « de référence ». La méthode présente également 1’avantage d’absence du

risque de toxicité par des produits dangereux.
La méthode a la guanidine, qui est largement utilisée pour ’extraction de I’ADN a partir

du sang humain et qui présente pratiguement les méme avantages que la méthode au

NaCl, n’a pas montré son efficacité pour la majorité des extractions de dromadaire, a

54



conclusion

I’exception d’un échantillon. Néanmoins, nous ne pouvons pas conclure qu’elle est
inappropriée pour ce type d’échantillons. Une réextraction de I’ADN a partir des
échantillons obtenus, des essais sur un nombre plus important d’échantillons et une
optimisation de la méthode sont nécessaires afin de pouvoir tirer des conclusions

consistantes.

L’application et le choix des protocoles classiques d’extraction d’ADN exigent une
adaptation des protocoles expérimentaux selon les spécificités hématologiques de
I’échantillon, mais aussi selon les besoins et les moyens de I’expérimentateur. La finalité

reste, évidemment, 1’efficacité.

Enfin, I’élevage camelin en Algérie est un trésor qu’il faudrait conserver et développer.
L’identification du patrimoine génétique par le biais des études moléculaires de ’ADN
est un outil important pour accéder a I'analyse de la variation génétique des individus,
mais aussi d'identifier des marqueurs génétiques liés a des genes d'importance

économique chez les populations de dromadaires.
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Annexe

Annexe 1 : QUESTIONNAIRE

N° Nom et Age Tribus Date de Lieu de Commune/
prénom I’enquéte | ’enquéte | Wilaya

Chamelier

Berger

Propriété : - Individuelle - Collective

Origine du troupeau : - Héritage C] - Achat C] - AutresC] ,aquelle ...t
Type d’élevage : -Pastoral : (] - Agropastoral : () -Agraire: [ ]

Mode d’¢élevage : - Garder : C] - Semi garde : C] - Hmil :C]

Systéme d’élevage : - Extensif : - Semi intensif : () Intensif: [}

Mode de vie : - Nomade C] - Transhumant C] - Sedentaire C]
-Taille du troupeau : :]

-Composition du troupeau :

Males Femelles Jeunes | Jeunes males | Jeunes femelle

Nombre total

Races
(populations)

Conduite de I’alimentation :

- Est-ce que tu pratique la complimentation ?.................... [Si oui] a quel moment ............... et
pourquoi ? .......ooiiiiiiinnnn. et quelle complimentation ?...........cccocveveivenennannns

Conduite de la reproduction :

- Saison de la reproduction ........................ Intervaledu .............. jusqu’au............
- Rapport : males ...../ femelles .....
- Age de mise a la reproduction : femelles..... males ......

- Durée d’utilisation des males......

- Criteres du choix des géniteurs ....................

- Durée de gestation ........

- Intervalle entre deux misbas .............c..........

- Intervalle entre mis bas et premiére chaleur................
- Intervalle entre mis bas et saillie fecandante ................
- Agederéforme ............oooeiiiiiiini.
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- Yatildecroisements (] [Si oui] avec quelle

- La castration des dromadaires maéles est-elle pratiquée ? — Oui

- [Sioui] A quel age le plus fréquemment ? (en jours)

-Non

Annexe

- —La castration est pratiquée sur quel pourcentage des animaux ? ...............cceeevennnnns
- —Quelestlematériel UtIliSE ? .......c.oiiiiriii i

Les productions : _unique C]

_ mixte C]

_lait C]
_ ViandeD

_Ouber( poils) C]

-Autres

-Appliquez-vous des vaccins ? ;. Oui C] -Non C]

[Si oui] Quels vaccins sont appliqués

Vaccin
contre la
diarrhée

Vaccin contre
les maladies
respiratoires

Vaccin contre
les infections
mammaires

Vaccin
contreles
fievres

Autres
vaccins

Jeunes

Adultes

Geniteurs de renouvellement

Autres (préciser)

Mode d'administration
- Eau de boisson
- Alimentation
- Injection
- Pulvérisation
- Autre (préciser)
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Annexe 2 :les mensurations corporelles prises sur les femelles.

N° | Age | Couleur |HG | TS| CT |CA| HB |LMP| L1 |CC|LC |LT1|LT2| Lt1 |Lt2|LQ | Tpa|LO |DMA | DMP |DMAP | LP
1|12 | hamra | 178|198 | 187 |177 | 184 | 155 | 156 | 72 |103| 45 | 37 | 24 | 27 | 56 | 31 |10 | 16 | 13 7 21
2| 6 | hamra | 173|193 | 188 |174| 186 | 152 | 140 | 72 |101| 48 | 36 | 25 | 27 | 51 | 30 | 13 | 17 | 14 8 19
3| 8 | Chaala | 185|210 | 198 | 183 | 200 | 166 | 156 | 74 |110| 50 | 42 | 26 | 30 | 53 | 31 |12 | 17 | 13 8 20
4 | 7 | hamra | 188|215 | 195 | 180 | 200 | 167 | 154 | 82 |110| 53 | 46 | 24 | 30 | 52 | 30 | 14 | 13 | 10 7 15
5| 5 | hamra | 175|213 | 185 |176 | 190 | 171 | 150 | 84 |100| 52 | 37 | 23 | 28 | 49 | 29 | 12| 15 | 13 6 17
6 | 6 | hamra | 183|205 | 185 |174| 198 | 170 | 150 | 82 |100| 53 | 44 | 25 | 28 | 51 | 29 |12 | 16 | 12 8 17
7 | 10 | Chaala | 180|199 | 176 | 196 | 194 | 174 | 147 |80 |100| 51 | 40 | 21 | 24 | 54 | 30 | 13 | 16 | 14 7 18
8 hamra | 174 | 203 | 198 | 195 | 200 | 165 | 150 | 82 | 105 | 50 | 37 | 22 |27 | 53 | 29 |12 | 14 | 12 7 16
9 | 8 | Chaala | 180|197 | 170 | 193 | 195 | 174 | 149 | 84 |100| 52 | 36 | 22 | 27 | 51 | 28 | 12| 15 | 13 8 16
10| 7 | hamra | 195|223 | 188 |148 | 200 | 185 |135|89 | 93 | 49 | 34 | 20 | 20 | 54 | 28 [ 10| 14 | 11 7 12
11| 7 | beige |190 | 217 | 188 |180| 210 | 180 | 150 | 84 |110| 48 | 31 | 21 | 26 | 53 | 28 [ 13| 14 | 11 6 14
12| 6 | beige | 166|196 | 190 | 166 | 194 | 160 | 150 | 84 | 100 | 55 | 35 | 22 | 25 | 59 | 27 | 13| 10 | 10 6 11
13| 9 | beige |175|204 | 200 | 160 | 200 | 163 | 150 | 84 |110| 50 | 40 | 21 | 26 | 55 | 31 |13 | 17 | 14 8 21
14 | 8 | hamra |170 | 200 | 194 |161| 195 | 165 | 150 | 82 |100| 54 | 35 | 22 | 26 | 54 | 30 | 13 | 14 | 12 16
15| 8 | beige | 180|210 | 186 |181 | 200 | 169 | 150 | 82 |105| 52 | 36 | 22 | 26 | 54 | 30 | 13| 13 | 11 15
16 | 7 | beige |186|215| 185 |180 | 210 | 175 | 150 | 82 | 100 | 52 | 35 | 22 | 25 | 53 | 28 | 13| 13 | 10 8 16
17| 7 | Atra |175]195| 160 |170| 190 | 170 | 149 | 90 |100| 55 | 50 | 20 | 30 | 45 | 29 [ 13 | 12 | 10 7 15
18| 6 | Zarka | 185|200 | 160 |190 | 193 | 177 | 145 |85 | 90 | 60 | 45 | 20 | 25 | 53 | 29 | 10| 13 | 10 7 16
19 8 | Ata | 177 199 | 170 |182 | 100 | 172 | 148 | 85 | 1200 | 55 | 39 | 21 |26 | 52 | 30 [ 13| 15 | 13 8 19
20| 10 | Atra | 190|210 | 180 |185| 198 | 186 | 150 | 88 | 105 | 54 | 40 | 23 | 28 | 53 | 31 | 13| 16 | 12 9 |2
21| 8 | hamra | 190 | 203 | 175 | 192 | 195 | 182 | 145 | 85 100 | 55 | 39 | 21 | 26 | 52 | 29 | 13| 14 | 10 6 18
22| 11 | marron | 168 | 201 | 194 | 166 | 182 | 166 | 140 | 76 [107 | 50 | 33 | 21 | 29 | 53 | 30 |12 | 16 | 12 7 17
23| 12 | aa | 180|212 | 198 | 168 | 201 | 171 | 154 | 90 [111| 55 | 38 | 22 | 28 | 51 |30 | 13| 15 | 12 8 | 14
24 | 11 | marron | 977 | 200 | 192 | 174 | 190 | 165 | 147 | 88 |104| 54 | 35 | 29 | 29 | 48 | 29 |12 | 12 10 6 14
25| 15 | marron | 975 | 193 | 186 | 160 | 188 | 167 | 130 | 80 [105| 50 | 40 | 27 | 22 | 50 | 34 |10 | 17 | 15 7 | 16
26 | 10 | aa |1g7 | 200 | 208 | 166 | 205 | 172 [ 140 [ 88 [100| 49 | 31 | 22 | 26 | 53 | 27 |13 | 16 | 12 6 15
21| 12 | aa | 165 | 197 | 186 | 200 | 175 | 160 | 136 | 74 | 96 | 46 | 38 | 24 | 25 | 51 | 28 | 10| 13 | 10 6 13
28 | 10 | marron | 190 | 215 | 180 | 204 | 192 | 172 | 158 | 72 |101| 51 | 36 | 21 | 29 | 49 | 27 |13 | 12 10 8 16
29 | 10 | marron | 171 (212 | 184 [ 190 | 191 | 165 143 | 75| 97 | 52 | 35 | 22 | 29 | 54 | 30 [ 13| 16 | 11 8 20
30 | 11 | hamra | 176 | 219 | 180 | 194 | 195 | 169 | 153 | 72| 99 | 53 | 34 | 23 | 28 | 57 | 32 [ 12| 21 | 16 10 | 20
31| 9 | hamra | 180 [ 227 | 192 [ 160 | 200 | 174 | 146 | 76 [102 [ 54 [ 39 | 22 [ 27 | 51 | 29 [ 12| 16 | 13 9 14
32 | 7 | beige | 172|208 | 200 |165| 190 | 168 | 140 | 87 | 100 | 50 | 34 | 22 | 28 | 51 | 30 | 13| 15 | 13 6 13
33 | 10 | hamra | 175 | 197 | 174 | 152 | 180 | 161 | 148 | 86 [100| 49 | 36 | 21 |27 | 49 | 32| 9 | 17 | 11 5 13
34 | 7 | hamra | 169 | 200 | 178 | 180 | 190 | 160 | 142 | 76 | 97 | 40 | 31 | 20 | 26 | 47 | 31 | 9 | 19 | 14 9 20
35| 5 | hamra [ 170|205 | 165 [ 160 | 191 | 162 | 145 | 72| 95 | 46 | 29 | 19 [ 25 | 48 | 28 [ 10 | 12 8 6 13
36 | 6 | baidha | 172 200 | 180 | 160 | 195 | 165 | 143 | 71 |100| 50 | 35 | 20 | 26 | 53 | 27 [ 10| 12 | 10 6 13
37| 5 | baidha | 180 | 204 | 192 | 140 | 190 | 170 [ 140 | 69 [100| 51 | 34 | 20 | 24 | 53 | 26 |10 | 13 | 11 7 14
38 | g | safra | 180|220 | 180 | 160 | 200 | 170 | 152 | 80 [110| 50 | 37 | 21 |27 | 53 | 28 [ 10| 12 | 10 6 13
39| 7 | Zzarka | 165|200 | 186 | 140 | 191 | 163 [ 144 [ 79 [100| 48 | 34 | 19 | 24 | 56 | 28 | 10| 12 | 10 7 17
40| 6 | hamra | 185|199 | 187 [1908 | 189 | 182 | 148 |80 |100| 54 | 37 | 21 | 28 | 53 |27 |11 | 14 | 12 18
411 10 | hamra | 175|210 | 185 |175| 203 | 169 | 147 | 90 |105| 54 | 35 | 21 | 28 | 52 | 29 |12 | 15 | 12 17
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Annexe 3 : statistiques descriptives des femelles.
Variable | Minimum | Maximum | Moyenne | Ecart-
type
HG 165,00 195,00 177,63 7,39
TS 193,00 227,00 205,95 8,84
CT 160,00 208,00 185,00 10,64
CA 140,00 204,00 174,51 16,03
HB 175,00 210,00 194,14 7,34
LMP 152,00 186,00 169,00 7,48
L1 130,00 158,00 146,82 5,95
CC 69,00 90,00 80,80 6,08
LC 90,00 111,00 101,73 4,77
LT1 40,00 60,00 51,19 3,48
LT2 29,00 50,00 36,95 4,19
Ltl 19,00 29,00 22,04 2,09
Lt2 20,00 30,00 26,63 2,09
LQ 45,00 59,00 52,17 2,69
Tpa 26,00 34,00 29,24 1,64
LO 9,00 14,00 11,80 1,40
DMA 10,00 21,00 14,61 2,18
DMP 8,00 16,00 11,70 1,69
DMAP | 5,00 10,00 7,17 1,07
LP 11,00 21,00 16,17 2,70
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Comparaison des méthodes d’extraction d’ADN génomique des dromadaires
et étude phénotypique.

Résumé :

En Algérie, les populations camelines sont mal décrites et la variabilité phénotypique est
relativement peu étudiée. Une étude sur la caractérisation phénotypique dans la région d’Ouargla
a été réalisée sur 41 dromadaires adultes femelles de la population « sahraoui ». Et ce par le biais
d’une enquéte auprés des chameliers et des mesures morpho-métrique portant sur 20
mensurations.

Par ailleurs, des prélévements sanguins pour I’extraction de I’ADN génomique ont été effectueés,
I’objectif est de comparer différents protocoles expérimentaux, sur le plan rendement, rapidité,
qualité et quantité d’ADN. Cela permet de décrire la méthode la plus adaptée aux particularités
du dromadaire, et de contribuer a la constitution d’une banque d’ADN pour une étude ultérieure
de la diversité génétique des populations.

L'analyse en composante principale ACP et la classification ascendante hiérarchique CAH pour
les caracteres de mensuration quantitatifs, ont reflétées une corrélation positive entre les
mensurations et ont permis une classification en 3 groupes des animaux, et ce malgré que les
différences entre les classes ne sont pas importantes.Une caractérisation phénotypique secondaire
basée sur les criteres zootechnigues est nécessaire.

L’extraction de I’ADN par la méthode au NaCl est préférable de point de vue sa fiabilité, sa
facilité et sa simplicité. Elle nous a permis de récupérer un ADN de bon rendement et de bonne
qualité, déterminés par la mesure spectrophotométrique et par I’¢lectrophorése sur gel.

La méthode a la guanidine n’a pas montré son efficacité¢ pour la majorit¢ des échantillons de
dromadaire. Néanmoins, nous ne pouvons pas conclure qu’elle est inappropriée pour ce type
d’échantillons. Des essais sur un nombre plus important d’échantillons et une optimisation de la
méthode sont nécessaires afin de pouvoir tirer des conclusions consistantes.

L’identification du patrimoine génétique par le biais des études moléculaires de I’ADN est
d’importance majeure pour la caractérisation et 1’étude de variation génétique des populations
camelines du pays.

Mots clés : Dromadaire, phénotype, Sang, Extraction d’ADN, NaCl, Chlorure de guanidine
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Comparison of genomic DNA extraction methods from dromedaries and phenotypic study.
Abstract :

In Algeria, camel populations are poorly described and phenotypic variability is relatively little
studied. A study on phenotypic characterization in Ouargla region was carried out on 41 adult
female camels from the Sahrawi population . Collection of data from breeders and 20
morphometric measurements have been done.

Furthermore, blood samples for the extraction of genomic DNA were collected, the objective is
to compare different experimental protocols, in terms of yield, speed, quality and quantity of
DNA. This to describe the most adapted method to the peculiarities of the dromedary, and to
contribute to the constitution of a DNA bank for the subsequent study of the genetic diversity of
the camel populations.

The main component analysis PCA and the hierarchical ascending classification CAH for the
guantitative measurement characteristics, reflected a positive correlation between the
measurements and allowed a classification of 3 groups of animals, although the difference
between them is not important . A secondary phenotypic characterization based on zootechnical
criteria is needed.

DNA extraction by the NaCl method is preferable. This is a simple and a reliable method, it
provides a good yield and quality of DNA, determined by spectrophotometric measurement and
by gel electrophoresis.

The guanidine method has not shown its effectiveness for the majority of camel samples.
However, we cannot conclude that it is inappropriate for this type of sample. Tests on a larger
number of samples and an optimization of the method are necessary in order to have a consistent
conclusions.

A genetic identification through molecular DNA studies is of major importance for the
characterization and study of genetic variation in camel populations in the country.

Keywords: Dromedary, phenotype, Blood, DNA extraction, NaCl, Guanidine chloride



