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Introduection
0 S S S —— [ |

Le monde vivant peut étre considéré comme une suite de niveaux d’organisation de
complexiré erojusanie: Te premier nivedu, Te plis has, es représentd par les moléenles
Essentielles & la vie & savoir. le matériel héréditaire ; portevr de 'information génétique qui
ContrBle le déroulement de I'horloge du cycle de vie ainsi que le développement de
I"individu, le plus complexe correspond aux écosystémes. La diversité biologique est présente
& chacun de ces miveaux. La notion de biodiversité recouvre donc un grand nombre de
concepts & des €chelles et 4 des niveanx différents qu'il est impossible de la réduire & une

seule unité de mesure.

La biodiversité¢ et les problémes de conservation des espéces vivantes comme
patrimoine et ressources pouwr [’humanité sont des thé¢mes d’actualité par excellences surtout
dans le monde marin. Les connaissances actuelles des fonds cotiers (0 2 200 m de profondenr)
reflétent la Présence d’une macrofaune dont la diversité est trés appréciable. Contribuant avec
un grand pourcentage 4 cette diversité, les vers marins sont un groupe zoologique fortement
dominant. (Younsi 2006)

Les Annélides polychétes constituent avec les Mollusques bivalves, les Crustacés et
les Echinodermes les groupes dominant de la macrofaune des substrats meubles. Elles sont
utilisées dans la majorité des éudes écologiques des communautés benthiques étant donné
qu’elles apportent des renseignements tout 4 fait indispensables pour comprendre. dans une
premiére phase. les changements profonds que subissent actuellement les écosystémes marins,

etagir en conséquence pour limiter les dégats.

Ainsi; les communautés benthiques intégrent les perturbations et répondent par des
fluctuations de leurs paramétres de stiucture, tels que le nombre d"espéces et I"abondance.
De ce fait. les polychétes sont largement utilisés comme des indicateurs des conditions
éeologigues des €cosystémes marins et cotiers.
D’une maniére générale, ces organismes relativement sédentaires, ont des cycles vitaux longs
qui leur permettent d'intégrer les effets des perturbations tant accidentelles que chroniques et

présentent différents degrés de tolérance au stress,
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Lu classe Tolychaeta qui [ait partic do Miylaeg Anoelida, impotanl groupe d animaus
tréguemment nommas « vOrs scementes s, représente Lo plupurt de lu diversile des unnelidey
Les polychétes sont probablement le groupe les plus abondant et le
plus divers dans les sédiments marins. Ils colonisent une grande diversité d"habitats marins,
des substrats meubles aux substrats durs. depuis la zone intertidale 2 la zone hadale et sont
considérés comme des indicateurs permettant d*identifier les principales conditions qui
controlent la structure et le fonctionnement des communautés benthiques. Avec plus de 10000
capéees déerrtea dana le monde , sur le plateau contmenlol el dony leys xones prolondes, les
polychétes représentent entre 40 et 80%de I'eéndofaune . Ces organismes ont développé
différentes stratégies de vie pour s’adapter a un grand nombre d’habitats, particulicrement sur
les substrats durs et les sédiments sableux et vaseux : ces stratégies incluent une grande
variabilit¢ morphologique, de types d'alimentation et de modes de reproduction . Les
polychétes sont un des groupes les plus caractéristiques des communautés benthiques des
fonds meubles et un des plus riches taxons benthiques eén ce qui concerne la richesse
spécifique. Ce groupe domine souvent la macrofaune benthique et peut étre considéré comme
un bon « proxy » pour décrire la distribution des commumautés macrobenthiques quand il est
le compesant principal de la macrofaune .Ils comprennent la majorité (60-70%) des individus
macrozoobenthiques des fonds marins meubles et peuvent étre utilisés comme marqueurs de
différentes conditions écologiques .IIs représentent jusqu'a 90-100% des

peuplements zoobenthiques dans les sédiments meubles perturbés.

La présence/absence de certaines especes peut refléter les changements
environnementaux tels que pollutions, enrichissements en nutrimenis . Dans les eaux peu
profondes et profondes. la composition spécifique. la diversité et "abondance sont aussi
influencées par les perturbations environnementales . Dans les systémes marins, les
polychétes comme« proiés » de la biodiversité benthique peuvent étre trés informatifs pour
évaluer les conditions ou santé des environnements benthigues.

Dans la plupart des cas, les'assemblages des polychétes monirent les mémes patrons de
distribution que la totalité de la faune benthique et peuvent dong étre

considérés comme représentants de [a biodiversité marine.

De plus, les polychetes sont considérés commie appropriés aux études biogéographiques car,

contrairement a ¢ autres taxons. lew taxonomie est relativement bien décrite.
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Lependunl ont menbionne gue o systemaligue des polycheles esh encore nsluble
principalement en raison de nombreuses synonymies, ils englobent aussi plusieurs niveaux
trophiques et histoires de vie et sont trés souvent trés bien représentés par un bon nombre
d"espéces et de familles dans les échantillons, (Meghlaoui, 2015)

La taxonomie nunmérique esl ulilisée aux différents domaines comme la biologie pour
Vil wt o class boabions auboabgue den eepeuen, cells Laaninime o igue enl
strictement lide & la phyllogénétique, filiére de la génétique qui a pour abjectif de comprendre
el de classer les liens de parenté entre les espéces sur un plan moléculaire et pour toutes étude
de phyllogénétique I’ADN est la molécule mére, ainsi son exfraction et sa purification sont
les premiéres étapes dans la plupart des €tudes de biologie moléculaire et dans toutes les
techniques d’ADN recombinant(Somma, 2002).Lextraction de I"ADN est une technique qui
isole de I"ADN 4 partir d’une cellule en qualité et en quantité suffisante pour permetire son
analyse .,

11 est important de comparer an plan génétique les différents morphotypes présents sur
"ensenble de |"aire de répartition géographique. C est dans ce cadre que s’inscrit notre fravail
sur technique d’extraction d"ADN de différentes parties du corps de 1'espéce étudier afin de
les comparer et pouvoir lancer au futur une PCR et le séquengage des génes marqueurs,

L*évaluation de la diversité génétique des ressources naturelles est un préalable
indispensable & la définition des sfratégies de leur gestion ou leur amélioration génétique.
L’application de la biologie moléculaire pour étudier la variabilité génétique des animaux est
restée pendant lengtemps limité par les difficultés d’extraction de I"”ADN.

Cest pour cette raison nous avens porté des modifications swr le protocole
d*extraction d’ADN. Ces ajustements nous ont permet de mettre au point une méthade plus

efficace pour I'extraction de I’ADN. ( Somma 2002),
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Chapitre 1 Généralités

Les Annélides sont 1'un des embranchements acluellement les plus diversifiés (le 7Tigme)
el possédent plusieurs adaptations importantes qui ont assuré leur succés. A I'image des
membres de l'embranchement des Arthropodes, le plus diversitié actuellement, ils dérivent
d'un ver plat. Leur caractéristiques la plus évidente c’est leur anatomies externe et leur

segmentations (ou metamérisation). (1)

1. Définition des annélides :

L."embranchement des annélides regroupe nn ensemble d’animaux de milieu et mode de
vie variés : aguatiques et libres (Nereis, Sabelle, Arénicole), dulgaquicoles et parasites
(sangsues). Terrestres et libres (lombric).

Les annélides sont des organismes vermiformes protostomiens de taille variable de guelque
centimétre & quelque meéwe ls possédeni un corps de section cylindrique, dot€ d'une
symétrie bilatérale et métamérisé c'est-a-dire qui semble composé d'une série d’anneaux

identiques. (2)

II. Caractéres généraux des annélides !

-Corps segmenté tube digestif complet développement d'un systéme circulaire fermé.
-Squelette hydrostatique segmenté

-Segment antérieur specialisé forme d anneaux ou meétameres,

-Cavité a I'intérieur de leur corps contient les différents organes (ccelome ou ccelome)
- Un ceuf présentant une segmentation de type spiral. (3)

III. Classes des annélides:

Les annélides forment un embranchement trés ancien. Les paléontologistes Ont trouveé
les premiéres traces dans des sédiments dgés de 700 million dannées .La métamérisation
serait plus fécente environ 570 million d’années. L’embranchement des annélides se

subdivise en 3 classes : (4)
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1. Classe des oligoehdtes :

L LD Indtlon

C’est une sous-classe de ["embranchement des annélides essenticllement terresires ou
dulcicoles. Le groupe compte environ 3000 espéces (Lumbricus terrestris) il s7agit de vers
hermaphrodites au corps mélamérisé et dont les segments qui le composent portent chacun 4

paires de soigs : deux ventrales et deux latéro-ventrales. (5)
ITL1.2.Morphologie

Le corps va le plus souvent du rose au marron, parfois irisé avec des reflets violets..
Quelques espéces sont trés colorées (orange ou turquoise, votamment chez certains Trigaster

d”Amérique centrale). Du fait d*une respiration cutanée (les vers de terre ne possédent pas des

poumons), le corps est recouvert de mucus pour maintenir la peat humide,

Le corps est annelé c'est-a-dire composé d’anneaux ov segments. Certains segments ont un
r6le particulier : pointe pour le premier, bouche située ventralement pour le deuxiéme et anus
pour le demnier. Le premier segment est appelé prostomium, le second peristomium et le

dernier pygidium. (6)

Figure 1 : Photographie représente la structure générale de verre de terre.
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IT1.1.3. Riologie -

Locomotion :

Le lumbiic se dépluce mive & lu contiaction de nombreus muzcles contenus dans
chiague anneau, T vampe @ etest e eampement, Ce niode de dépluceient eat 4 dilféencicr de
la reptation qui eowrespond A ondnlation din comps de certaing vertéhreés, 11 s’aceroche aux

aspérités du sol par les soies de la face venwale. (6)
Alimentation :

Le ver de terre vit dans le sol pendant la journée et remonte en surface la nuit. Il explore
la litidre. choisit ces aliments, les mange sur place ou les met en réserve dans les galeries, en

les tirant grice & sa bouche qui fonctionne comme une ventouse, (6)

Reproduetion :

Les lombrics sont hermaphrodites, ¢’est-a-dire & la fois male et femelle, Ils pondent
leurs ceufs dans une sorte de cocon de mucus, aprés un accouplement au cours duguel se fait

un échange de spermatozoides. (6)
I11.2. Classe des achétes ou hirudinées :
1I1.2.1.Définition :

Les Hirudindes (sangsues) sont des animaux aquatiques ou terrestres, fréquemment
ectoparasites des vertébrés, En adaptation au mode de nutrition particulier, qui consiste &
sucer le sang d’un animal. les sangsues ont développé des structures uniques, telles que des
ventouses ventrales (antérieure et postérieure) pour se cramponner a leurs hotes, et des
diverticules dix jabot, pour le stockage du sang. Environ 300 espéces connues.

Les Hirudinées différent des antres Annélides par :

- L absence de parapodes et de soies.

- Un nombre fixe de segments, ayec une annulation .extérne secondaire,
- Des ventouses ventrales. aux deux extrémités du corps.

- Un ceglome réduit. rempli powr la plupart de mésenchyme. (7)
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II1.2.2. Morphologie :

Le corps vermiforme sub-cylindrique est aplati ventralement. Souvent de couleur grisétre
4 noir suivant 1’dge et/ou I'espéce. La morphologie extérieure peu aussi varié suivant la
goutilé de sang acommmlée dans le tube digesil JLey hirudinées ont 33 segmenta non
clairoment détinis en raison d ahsence de soies et de parapodes. La distinetion des segments
est essenticloment basée sur la distibution des paires de ganghon de la chaine venlrale. Les
veritouses sont dissemblables. L'antérieure qui entoure la bouche étant généralement plus

petite que la ventouse postérieure. (8)

Figure 2 : Photographie représente la structure générale des hirudinées.

Le corpsest divisé en 5 régions :

« Larégion céphalique de 4 segments portant la ventouse orale, la bouche, les yeux et les
machoires.

o Le préclitellum de 4 segments

« Leclitellum de 3 segments (en général ce sont les segments 9,10, 11)

« La région moyenne de 13 segments

s Larégion terminale de 7 segments, modifiée pour former la ventouse postérieure.
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IT1.2.3.Biologic :
Locomotion et mouvements *

Les sangsues peuvent nager ou se déplacer par ondulation de leur corps ou se
promener 4 la maniére des chenilles. C*est-a-dire en placant la partie postérieure de leur corps

contre la partie avant en formant uie sorie de boucle (en forme d'Omega). (7)

Nutrition :

Certaines espéces sont des parasites qui sucent le sang des poissons et gros
invertébrés. D'autres espéces sont des charognards se nourrissant de cadavres.

Dans le cas ol une sangsue se fixe au corps d'un poisson pour s& NOWTIr en sugant son
sang. la sangsue est appelée parasite du pjois's'on car elle tire sa subsistance mais sans le faire
rourir. Dans cette relation on dit que le poisson est 'hdte ef la sangsue le parasite. La sangsue

en se nourrissant peut prendre de 20 2 50 fois leur volume. (7)

Reproduction ;

Les Hirudinées sont des hermaphrodites avec une seule paire d’ovaires et de nombreux
testicules. L appareil méle est généralement muni d'nn pénis. Si celui-ci manque se sont des
spermatophores qui séroni déposés contre la paroi de I'autre individu ; le sperme migre &
travers la paroi du corps pour aller féconder les ceufs dans les ovisacs qui contiennent les
ovaires. Un cocon est séerété pour recueillir les eufs. Les cocons sont ensuite déposés sur le
sol humide ou sur des végetaux. Les ceufs sont ovales et foncés. ils mettent entre 13 & 80 jours

pour éclore suivant la température de I"eaw (7)
Importance médicale :

Les sangsues sont utilisées pour stimuler la circulation sanguine. En effet lorsqu’une
cicatrice se forme, il amrive que des vaisseaux sanguins se bloquent. En se frayant un passage
sous la peau, la sangsue libére des anticoagulants en grande quantité. Cela permet aux caillots

de se dissoudre, ¢e qui rétablit la circulation. (7)
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111.3. Classe des polychétes
1ML3.1. Déliniliow .

Il s'agit du plos grand groupe d Annélides, qui compte plus de 10'000 espéces
actuelles. la plupart marines, La taille présente de grandes variations, de quelques cm jusqu’a

3 m de longueur, Beaucoup de formes soni vivement colorées, (7)

IT1.3.2.Morphaologie :

Typiqueme_nt, un ver polychéte comprend :
o Une téte ou prostomium,. pouvant porter des ocelles, des antennes, des cirrhes et une

paire de palpes.

¢ Le premier segment ou peristomium, portant la bouche et parfois des soies, le

panache de tentacules ou des palpes.

s Le trone, qui consiste en un nomibre défini ou indéfini de segments, tous semblables,

ou modifiés au niveau de régions specialisees.
» Le demier segment ou pygidium.

La plupart des segmenis du trone portent une paire d’expansions du corps. les parapodes.
Chaque parapode peut £tre simple ou double. dans ce dernier cas composé d un notopodium
dorsal et d’un neuropodium ventral. Les deux parties du parapode peuvent aussi porter des
lobes, des plis, des tentacules ou des currhes. Typiquement, les parapodes portent des soies
abondantes, d*otl le nom du groupe. Les soies ont des fonctions dzns la natation, I"adhésion, la

respiration, la reproduction, la défense; et fonctionnent aussi en tart qu”organes-sensoriels. (7)
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M11.3.3. Reproduction :
Sexuée :

Cette reproduction nécessite 'émission de gamétes (les polychétes sont des
organismes 4 sexes sépards, les produits sexuels sont émis dans 1’equ ol se déroule In
[ecundation qui vonduit 3 la formation d'une larve plancronique).

Asexuée :

Peut se fairc par bourgeonnerment ou par segmentation simple. (9)

Classification des polychétes :

Une classification traditionnelle, fondée sur I"écologie, subdivise les Polychétes en

deux groupes :

Polychétes errante :

(Nereis, Aphroditéa) ce sont prédateurs ou détritivores et se déplacent en rampant sur
le substral ou en creusant le sédiment. Ces vers werrants » possédent une téte bien visible et
souvent pourvue de crochets gui servent de méchoire. Ce sont des prédateurs ayant une
michoire robuste (ou trompe) qui peuvent nager el ramper grice a leurs parapodes;, ils se

nourtissent de proies proportionnelles & leur taille et peuvent &ire néerophages. (9)

Polychétes sédentaires :

Ces vers sédentaires demeurent toujours au méme endroit et ont une petite téte, peu
différenciée du reste de leur corps. La plupart vivent dans des tubes 2 la surface du sédiment
ou encore dans des tunnels qu’ils creusent. Certains polychétes sédentaires se nourrissent de
vase d'ou ils extraient les éléments nutritifs. D autres portent des cils qui leur permettent de
capter leur nourriture.

Généralement abondants sur les fonds marins, les polychétes constifuent la base de
I"alimentation de plusieurs espéces de poissons et d oiseaux et sont trés importants dans la

chaine alimentaire (tubicole ou limicole). (9)

10
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Tubicole (spirographe, serpule) ;
Leurs branchies s'ouyrent en panache'd ['extrémité d*un tube qui sert & filtrer

1’02 de ["eau mais aussi la nourriture. Ce tubé se rétracte au moindre danger. (9)

Limicole (vers fouisseurs) :

Ces vers possédent des tentacules pour prendre la nourriture, une trompe pour
Broyer les proies et creuser leur terriers et leurs filaments plumeux le long du corps servent &
capter I"oxygéne .IIs se nourrissent en filtrant le sable pour en extraire la matiére organique, le

sable propre est ensuite excrété. (9)

LV : Perinereis culfrifera :
L appellation Perinereis cultrifera vient de la capacité du ver a creuser des galeries
dans la roche. Du latin Perinereis qui désigne le genre qui ressemble aux annélides. car ¢’est
un ver annelé doté de pattes et cultrifera qui vient de couteau ou couper dans la roche.
(Younsi, 2006)
Perinereis cultrifera est comme les Polychétes Errantes. plutot carnassiére, elle dévore
de petits erustacés. des mollusques, des vers, grice 4 sa wrompe garnie de dents. (Francois

Caner.1981)

Figure 3: Photographie de perinereis culirifera

11
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IV.1.Morphologie de Perinereis cultrifera ;

En général le corps d’un Annelide Polychéte comprend Trois parties (Fauvel, 1923), il
esL tres allonge, légerament aplal dans le sens dorso-venual, présente trols régions préséntées

COMMe suire

IV.1.1.La téte :

Ou région céphalique. caractérisé par la présence de la honehe et des organes
sensoriels. Tlle est forniée du prostomium., ¢n avant de la bouche ventrale, ¢t du péristominm,

qui porte cette bouche. (Allouti, 2011)

IV.1.2.Le prostomium :

Ou acron. triangulaire. porte dorsaleément deux paires d*yeux simples, et plus en avant,
une paire d’antennes filiformes. Ventralemen et latéralement, deux palpes renflés sont insérés
ap voisinage de la bouche. Le prostomium, comme d"ailleurs le pygidium. n’est pas
homologue des autres segments, il ne présente pas extérieurement d’expansions locomatrices,
ni intérieurement de ceelome, son origine embryologique est d ailleurs différente.(Guemonda,

2015)

1V.1.3.Le péristomium :

Porte ventralement la bouche. latéralement il présente des organes sensoriels allongés,
les cirres tentaculaires. au nombre de quaire paires. De tels cirres se retrouvent sur les
parapodes du tronc. avee deux paires pour chaque métamere : on doit considérer les cirres du
péristomium, trés allongés. comme dérivant de parapodes réduits dans leurs autres parties ; on
est donc conduit & considérer le prostomium comme résultant de la fusion de deux

métameres.(Guemounda, 2015)

A la bouche fait suite le pharynx. qui peut se dévaginer en se retrouvant et se projetant
extérieurement. il dépasse dlors largement le prostomium et forme une trompe armée
d’épaississements chitineux. Le pharynx invaginé est visible par transparence. (Guemouda,

2015)

12
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NMachares— Crrres rentacilaires

Paragnathes = Toe paire d'yous simples:

Anfenne— |

Pajpe — ]

Figure 4 : Région antérmeure de V. caultrifera; vue dorsale (tronipe dévaginée) (x LU).

IV.14.Le tromnc :

O la segmentation externe bien visible correspond & la méramérisation. Il est formé
de nombreux métameres. plus petits & I"extrémité postérieure, oli ils se forment
successivement, tant que 1'animal grandit, en avant du pygidium. Chague métamére présente
latéralement une paire d’expansions de la paroi du corps, les parapodes, 4 rble locomoteur,

(Guemouda, 2015)

Un métamére du tronc

Parapode avec soies

Figure 5: Région antérieure et médiane de P culfrifera, vue dorsale; montrant la

métamérisation du corps (x 2.3).
IV.1.5.Parapode :

Est divisé en deux rames. une rame dorsale ou notopode, une rame ventrale ou
neuropode: Chague rame porie un bouquet de soies chitineuses et est soutenue par une
baguette chitineuse, 1'acicule. elle présente encore un prolongement sensoriel filiforme; le

cirre, il existe une cirre dorsal et un cirre ventral, a chaque parapode, (Allouti, 2011).

13
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Cirre dorsale

_Ramc derzal

Acicules \ .
" \

— Soles composées~. | ™

-~ Rame veptrale |

~aCirre vanrrale

Figure 6 : Organisation d’un parapode de P. cultrifera(x 16).

IV.1.6.Le pygidium :

Partie postérieure qui porte 'anus. qui est terminal. Comme le prostomium, le
pyeidium nest pas homologue des autres segments, ce n'est pas un métamére. il ne présente
pas de parapodes et ne comporte pas de coelome, [l monire deux fins prolongements tactiles,

les cirres caudaux. (Guemouda, 2015).

CTirres candans

Figure 7 : Partie postérieure de 2. culivifera. voe dorsale; montrant le pygidium (x 8,5).

14
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Perinereis cullrifera (Gribe, 1840). est un Aunélide Polychéte appartenant & Ta famille des
Nereidae. de couleor bronze verl aver nn ronge clair dorsal, a une longueur de 1004 25 em .
C'est une espéce benthique caractérisée par une large répardion géographique, ovcupant lu

méditerranée, le Nord-Ouest de I"Furope. ['océan Atlantique, ["océan Indien, et e pacifique.

En Algérie. elle est communément appelée « ver vert de roche » ou « ver 4 anlenmes el
a pattes », elle est largement exploitge sur le littoral Est Alglrien, On la rouve panu les
Rhodophycées, algues rouges meublant les trottoirs et banqueties. Elle est utilisée pour la
péche 4 la daurade et la sole (Solea solea) et d'autres variétés de poissons tels que le pageot,
le petit loup et le marbré. Cette espéce esi essentiellement utilisée en tant qu'appéat pour la

peche sportive & la ligne et pour la péche récréative, (Guemouda, 2015)

Selon le registre européen des espéces marines ERMS: sa position systématique citée dans

est la suivanté:

Royaume : Animaha (animaux)

Régne:  Annelida (annélides)

Classe:  Polychaeta (polychéies)

Sous classe :Palpata

Ordre:  Aciculata

Sous ordre : Phyllodocida

Famille:  Nereididae Johnston. 1863

Genre: PerinereisKinberg, 1866

Espéce:  Perinereiscultrifera, Griibe 1840 (Younsi ,2006)

I. Reproduction :

Les polychétes. sauf quelques rares exceptions, ont les sexes séparés. Des espéces
montrent un dimorphisme sexuel plus o moins marqué.il n’y a. en générale, pas d’organes
génitaux bien différenciés. La présence de gamétes sphériques de conleurs jaune claire
indiguant les femelles, des amas spermatiques de couleur blanc laiteux indiquant les méles, et

I’absence des gamétes. les vers sont dits indifférenciés. (Guemouda, 2015)

15
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A B

Figure 8 : Dimorphisme sexuel chez P. culfrifera: Femelle (A) et male (B) (x 10).

P. cultrifera est une espéce gonochorique. Selon la distribution géographique des.
populations, la reproduction s‘effeciue sans modifications morphologiques (Atoque) ou

§’accompagnant de transformations somatiques.

La reproduction de P. culirifera est de type épitoque en Manche et en Atlantique, En
meéditerranée. sur la baie d"Alger le mode esl de type atoque. Sur le littoral Est Algérien le

mode de reproduction est épitaque (Rouabah, 2003; Yeunsi, 2006; Gasmi, 2011).

La maturité sexuelle se traduit par des modifications morphologiques et anatomiques
caraciéristiques de 'épitoquie, ainsi on assiste 4 une augmentation de la taille des yeux, un
élargissement des parapodes, formations des soies hétéronereidiennes disposées en éventail ,
modifications musculaires dans les segments correspondants 8 Pexception du 19 ou 20eme
segmient antérieur ou ils sont tassés les uns contre les autres, ce qui rend 1’animal plus court,

plus large et aplati 4 épitoquie médiane et postérieure .

Cette métamorphose permet a I'animal, qui devient héteronereis, de s’adapter 4 une
vie pélagique courte afin de nager vers la surface au moment de "essaimage qui s'effectue a
des périodes bien déterminées avec le cycle lunaire caractérisé par ce gu'on appelle la danse

nuptiale .(Guemouda, 2015).
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Figure 9 : A : |a transformation somatiques chez P, cultriferalors de la reproduction. B;

coupe transversale d’un métamére. C; développement des parapodes).

La fécondation est externe et la reproduction chez P. culfrifera est strictement simple,
les géniteurs meurent dans les jours qui suivent ['essaimage et I'évacuation des gametes se

fait par rupture des téguments an moment du rapprochement des sexes,

Chez les Nereidae, 1’age auquel les individus immatures entrent en gamétogénése,
passe 4 la maturiteé et enfin & la reproduction. est sous le contrdle de facteurs
environnementaux (en plus du conirdle endocrinien tels que la température, la photopériode et
le cycle lunaire),

1.’ observation des données sur les populations étudiées sur le ittoral Algérien, montre
que le mode de reproduction et la durée de vie varient en fonetion de la localisation
géographique. Ainsi & Alger, la durée de vie ne dépasse pas 2 ans ef la reproduction par
atoque. alors qu'a Annaba. durée de vie de ois ans et la reproduction est épitoquie.

(Guemouda, 2015)

11 .Cycle de développement :

Chez les polychétes, la reproduction et le développement, deux mades qui sont
sensiblement variables méme parmi les espéces congénére morphologiquement semblables..
Le eycle de vie de certaines espéces d'Annélides Polychétes est caractérisé par des transitions
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écologigues qui s'opérent & deux niveaux, unc fransition liée au développement et a la
croissance des adultes, et une autre life 3 la reproduction (dissémination de l'espéce).

( Allanti.N)

Lo ryele de ditveloppement aar marqid par denx phases semi-pélagiques hréves el
horithinuen of da prande mille, 1a gifropha, la segmantation rpirale aboutit A une larve cilide
la trochophore. le développement de la couronne ciliée aboutit a la formation d’une larve méta

trochophore.

L"éclosion a lieu au stade erpochéte & 3 sétigéres & la fin de la phase semi pélagique.
La larve devient benthique au stade erpochete 4 sétigéres, perd la couronne cilide et acquiert
les habitudes benthiques. migre vers lé bas durant la phase de croissance et de différenciation

sexuelleol il accomplit les modifications morphologiques de 1'épitoquie.

Draprés. chez P, cultrifera les oeufs fécondés ont tendance & s’agglutiner pour former
une grappe qui s’adhére & un substrat, également les larves produisent ine substance collante
qui les fixe sur un substrat et les empéchent d’étre emportées dans Ja mer ouverte par I"action

de la marée. (Guemouda, 2015)
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Fn 1869, le Suisse Friedrich Miescher isole une substance riche en phosphore dans le

noyau des cellules, qu'il nomme nueléine (du latin nucleus, le noyau).

En 1889, I'Allemand Richard Altmann sépare & partir de la nucléine, des protéines et une

substance acide. l'acide nueléique.

En 1896, I'Allemand Albrechl Kossel découvre dang l'acide ouclélque Jes quatre hases

azowges A, C, T, G.

En 1928, PhoebusLevene et Jacob Lunn (USA) identifient le désoxyribose. En 1935, on parle

alors d'acide désoxyribonucléique.

En 1944, 'américain Oswald Averydécouvre que I'ADN est responsable de la wransformation
génétique des bactéries 8f que ce sérait bien le support de l'hérédité. Mais, certains
scientifiques restent sceptiques et n'abandonnent pas I'idée que les protéines puissent porter

l'information génétigue.

En 1952, I'expérience de Hershey et Chase invalide définitivement cette derniére hypothése.

(10)

I. Définition de L"ADN :

L'ADN (Acide Désoxyribo Nucléique) est la molécule qui est utilisée dans la nature
comme support matérie] de l'information généfique des €tres vivants, un peu comme un livre
avee son texte serail un support matériel d’information sur les objets ou idées qui y seraient
déerits. Clest dans '"ADN qu'est stocké le "programmie de construction" des étres vivants,
C'est lé méme principe dans tout le monde biologique: on trouve de I'ADN chez tous les
animaux. les plantes et chez les bactéries aussi. Ce programme est différent pour chaque
espéce; I'"ADN vu dans ses détails est différent, mais le langage de programmation est le

méme. (11)
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I1. Stroeture de L’ADN : On distingue :

1I.1. Structure primaire ;

- 11 est constitue par enghaingmen! lincdire de nueléotides gui forment un [lament non
ramitié.

< Uhayue gueltotde esulle de | e desuayeibose, o auide plusplinigue e goe

base azotée purique (A-G) ou pyrimidigue (T-C).

IL2. Stracture secondaire :

-2 filaments de polynucléatides sont enroulés ['un sur I"autre en une double hélice.

- Chaque hélice est formée par les nucléotides unies par leur désoxyribose (entre C 3° &t 57) au
moyen de la molécule d’acide phosphorique,

- Les 2 hélices sont réunies par les liaisons hydrogénes qui forment entre les bases azotées une

Complémentarité bien détinie : A-T ; G-C. (12)

{tmes ocms snitre

b ases .
T delax bas=<s

sSootases

desoxvyriibose
hosphoates

i

Figare 11 : La structure de |"ADN.
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Il Constituants de L*ADN :
I11.1. Les bases :

les paires de base sont au nombre do quatre : Adénine (notée A), Guanine (G),
Cytosine (C) et Thvmine (). Un distingue les paires de base en deux catégories suivant
' elles dévivent de la purine (A ef G) on de a pyrimiding (T er ).

Cus busiey peuviul sTupparict spEoiliguemmil pal e Tigisoins Trydingenes A sTassocie dve, T,
et G avec C. ainsi gue la formule chimique des bases. La liaison A-T (deux liaisons
hydrogéne) est moins forte que la ligison G-C (trois ligisons hydrogéne). On notera que les
points de fixation des bases sont excentrés par rapport aux paires de base. Les paires de base

forment ainsi un angle enies elles. (Thomas, 2002)

H .
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1
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( 1
= o H
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{ADN et ARMN) (ADMN seulement)

Figure 12 : Les bases azotées (Raven et al. 2014).

IT1.2. Les nucléotides :
Les sous-unités des acides nucléiques sont appelées nucléotides. Chaque nucléotide a
la composition suivanie :
a) Du désoxyribose, qui est un glucide 4 cing carbones.
b) Un groupement phosphate, qui est fixé au carbone3" du désoxyribose.
¢) Une base azotée. dont on déerit quatre types différents: deux purines et deux

pyrimidines.
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Sucre B UADN

Figure 13 : Structure du nucléotide (Raven et a/. 2014).

ITL.3.les nucléosides :

Un nueléoside est composé dune base lige a la molécule de pentose & la position -1°
par une lizison covalente. Dans TADN le sucre est un désoxyribose-2" et les nucléosides sont
appelés  désoxyribonucléosides -2° ou simplemenit des désoxynpeléosides. Base -+

sucre=nucléoside. (Bresnick,stephen D,2004)

T
HOCH Sucre L
QC (§) Base
\7 \ /OH /\ azotée
A N\ e,
e “
OH OH
BASE +SUCRE = NUCLEOS IDE h

Figure 14; Structure du nucléoside (Housset et Raisonnier, 2006),
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IT1.4. Liaisons phosphodiesters :

Dans les polymeéres des acides nucléique, les sucre ribose ou désoxyribose sont liés
aver une Tisison phosphy wliesiier ertre 12 posifian 37 Al prochain stiere formant ainsi ing
liaison phosphodiester 3°-5 *. Les acdes nucléiques comprennent donc un squelette sucre-
phosphate directionnel avee une base fixée 4 la position 17 de chaque suere. Lunité qui se
repete  est le nucleonde, Les acides nucleiques sonl des polymeres havlament chargés

négative sur chaque phosphate. (Turner et al, 2000)

m

L=4
QF’CS
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_lc; sl
"y F’-O - hnuphadinﬂmr Auet:
tichicyue

2 L _47 '
'G—'—?—C\l—‘?“o{;—— “J Mt er o
=& - s J muckeoricae

Figure 15 : La liaison phosphodiéstéres (Wermner, 2007).

IV. Propriétés de la molécule d*ADN :

r

IV.1. Complémentarité :

Deux chaines d"ADN complémenitaires sont appariées grice aux liaisons hydrogéne
réalisées entre deux bases complémentaires, 4 savoir A avec T et C avec G. L espacement
entre les deux hélices est tel qu'a chaque fois une base purine interagit avec une base
pyrimidique. ces bases contractent des liaisons hydrogénes de faible énergie qui aident a
stabiliser la double hélice. Il y a 3 liaisons hydrogénes entre cytosine et guanine et 2 liaisons

entre thymine et adénine. (13)
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IV.2. Antiparaliélisme :

Tes fdeny hring sant paralleles mais arientés dans deoy sens différenrs. Chanue hrin
d'ADN est orente selon ses extremutés (3 phusphate, 3 hydroxyle), les deux brns vl des
orientations opposées afln que les bases puissent s’associer correctement par les ltaisons

hydragénes (13)

IV.3. Dénaturation et renaturation (hybridation) :

Les liaisons hydrogéne qui assemblent les bases sont de faible énergie. il est possible
de les couper et séparer ainsi les deux brins avec |"application de la chaleur. L'ADN -est
dénaturé 4 une température comprise entre 60 et 90° C. Celle-ci dépend du rapport de richesse
C+G/A+T, done de la richesse en laisons hydrogenes (bases CG). Cette dénaturation est
réversible a condition que le retour & la température ambiante se fasse de fagon lente et
oraduelle.

Le phénomene de dénaturation est réversible. les simples brins peuvent se réassocier par
complémentarité entre les bases pour reformer un ADN bicaténaire, dans ce cas on parle de

renatiration.(13)

1V.4. Absorption des UV :
IADN absorbent les UV & une longueur d'onde de 260 nm.

1V.5. Formation de sillon :

11 existe wois suwoctures classiques des doubles brins d”ADN,
- La forme A rarement observée,
- La forme B la plus courante
- La forme Z observée ql'lelc_ruefois;

Les deux formes A et B sont composées d’hélice droite emmélée en torsade par contre
la forme Z est composée d’hélice en zigzag. Pour la forme la plus courante, 1"enchainement
des groupements phosphatés crée deux sillons (un grand et un pefit sillon) ou s’exercent les

interactions éntre les protéines ef I"’ADN. (13)
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* Pefif sillon =
Présente deux groupements accepteurs de la liaison pour les deux paires A — T et C-

(3. i1 permet 1"attache des histones,

* Grand sillon ;
Esf taﬁihsé‘ anasi d'atnmes qui penvent interagir avec ‘des composants extérieurs aux
acides nucléiques comme les nucléases. les enzymes de restriction, les facteurs de

transecription.(13)

Les variant conformationnels de la double hélice: Formes B, A, Z :
Conformation B : c¢’est le modéle de Watson et Crick, le plus stwable dans les conditions
physiologiques : - enroulement droit
- pas: 3.4nm
- 10pb par rour
-rotation du plan des bases : 36°
Conformation A : -enroulement droit
-pas : de 2.8nm
=11 pb par tom
-rotation du plan des bases : 33°
Conformation Z :
-enroulement gauche
-pas : 4.5nm

-12 pb par tour

-ratation du plan des bases :-30°
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Figure 16: les trois formes de I'ADN : (a) forme A, (b) forme B et (¢) forme Z.(14)

V., Les fonctions de ’ADN :

V.1. Stockage de ’information génétique :

Pour servir de matériel génétique, "ADN doit contenir un enregistrement des
instroctions contenant foute les caractéristiques héréditaire de ['organisme. En terme

moléculaire. 'ADN  doit eontenir |"information relative 4 I'ordre spécifique des acides

amines de toutes les protéines synthétisées par [ organisme. (15)
V.2. Réplication et hérédité :
L ADN doit contenir I"'information nécessaire & sa propre réplication (duplication).la

réplication de 1"’ADN permet la transmission des instructions génétiques d'une cellule aux
cellules qui en dérivent et d’un individu & sa descendance. (15)
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V.3. Expression du message génétique :

L'ALN f'est pas seylement mm centre de stockape, il dirlge anssl Maetlvid de la
cellule. Par conséquent. 'information codéé dans I"ADN doit §'exprimé en participant aux
aetivités de la eellnle. Phis précisément. Finformation de "ADN doit servir & dinger "ordre
d*incorporation dee acides aminés spéethques a une chaine polypeptidique. (Karp, Gerald,
2010)

VI. Extraction :

Extraction de I'ADN est un processus en plusieurs étapes par lesquelles le matériel
pénétique dans les cellules est éliminé et on le purifie. Analyse de I'ADN aprés extraction peut
&tre un outil trés puissant pour la médecine et la médecine 1égale, permettant 1'identification et
la comparaison des échantillons d’ADN. ainsi que le dépistage de diverses maladies

génétiques.(15)
VI.1. Principe :

Les techniques d’exiraction des acides nucléiques relativement simples, permettent
d’obtenir un ADN de pureté élevée et de quantité importante. Elles ont pour but de récupérer
les-acides nuciéiques en suspension et de les resolubiliser dans un tampon adéquat. Il convient

Simplement d*éviter toute destruction enzymatique ou méeanique de ["ADN. (16)

V1.2. Définition :

L extraction est une technigue de sépavation biochimique permettant d'isoler I'ADN &
parir de matériels biologiques variés: cellules sanguines. cellules en culture, tissus, en
quantité et en qualité suffisante pour permettre son analyse. L'ADN ainsi extrait peut ensuite
érre utilisé pour des recherches de biologie moléculaire. telles que le séquengage. la PCR ou le
clonage.

11 existe différents protocales pour extraire |'ADN, qui suivent approximativement le méme

schéma de prmeipe :
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*lyae des cellules baetérienne

«Clhnination des protéines

«Elimination des autres acides nuciéigues (ARN ete.)
Cuncenhalion Je VAN par prduipilativiea Maloopul. (17)

bty decellule ol g€ tigsts

l

Traitement avecune selutdon hypolonigue

Rupuure esllulaire et dissociation des
Ouavec des détergents (Triton X-100 et SDS) —F Complexes ADNprotéine

!

Incubation séguentisl avecun eazyme protéalytiqus o Elimination de profémesef d”ARN
(Protéinase K) etla dbonucisase
l Seules les longues chames &' ADN
R, o précipitéentdans|"Et0H; Les
Exfraction de L°ADN dans del'éthanol = nuciéatides simples et fes produits de
1a digestion de F ARN Restent dansla
phase agueuse

Figure 17 : Procédés couramiment ufilisés pour extraire les acides nucléiques.

VL.3. Les principales étapes de I'extraction de I’ADN :
VIL.3.1. Fragmentation des tissus :

Les morceaux de tissus. prélevés directement sur les spéeimens récoltés, doivent dans un
premier temps étre fragmentés. pour dissocier les tissus. les parois cellulaires, les membranes
intracellulaires et les protéines qui entourent I"ADN. Une premiére étape mécanique peut-étre
nécessaire. comme dans le cas des arthropodes ol les tissus sont & [intérieur dune
« carapace » chitineuse. Cela peut tre réalisé 4 'aide d’une machine : un mouvément latéral
rapide et répété entraine le déplacement d*une bille de métal placée dans le tube contenant le

fissu. ce gui a pour effel de broyer les tissus. Dans une scconde étape. les tissus sont placés
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dans un¢ solution tampon qui contient notarment un détergent, qui a pour effet de dissocier
les memhbranes (de mamre lipidique, #lles sonr aftaqnées de [a méme fagon que la hquide

vaisselle attaque les graisses). (18)

VL.3.2. Séparalion de PADN des autres constituants ;

LYADN n’est don¢ plus maintenant associé aux autres constituants des cellules, mais
reste mélangé avec ceux-ci dans 16 tampon d’extraction. Pour séparer I’ADN :

Différents agents chimiques peuvent permetire de séparer I'’ADN des autres
constituants. par exemple en obtenant 2 phases par ajout Chloroforme lso-Amyle (CIA) et
centrifugation. une qui contient iI"ADN et 'awwre les résidus que 'on veut éliminer. L'ADN
est ensuite préeipité, en ajoutant par exemple du NaCl (Chlorure de Sodium). C’est par ce

procédé que I"ADN devient visible sous forme de « méduse » .(18)

Aprés avoir ajouteé les différents produits pour nettover I"’ADN. le tube qui contient la
solution et I"”ADN est centrifugé. [.ADN se retrouve alors sous la forme d’un culot, ¢’est-a-
dire un précipité solide collé au fond du tbe qui contient le tampon. Il suffit ensuite
d'évacuer le tampon sans faire tomber le culot, puis de laisser sécher I’ ADN, I’ADN séché est
ensuite élué dans un tampon adapté pour éviter sa dégradation.

Extraire 'ADN d'une cellule n'est pas évident car ce dernier est protégé par les parois et
membranes de nature Lipoprotéiques et polysaccharidigues, qu'il faut dissoudre ou écarter
pour penéuer dans la cellule. Si la wraversée du cytoplasme ne pose pas de probléme, il faut
ensuite pénétrer dans le noyau de la cellule. Mais 'ADN n'est pas isolé. 11 est entouré par des
protéines qui doivent étre éliminées. On appelle ce mécanisme la purification de I'ADN.
Enfin, au cours de |*extraction. la solution dans laquelle est plongé I'ADN contient également
toutes les substances qui ont servi & l'extraire. 11 faur done weuver une méthode pour séparer
T'ADN du miliew liquide (préeipitation ou chromatographie). Ce n'est qu'au terme de cette
étape que nous aurons isolé I'ADN. En fonction de la nature et de la densité de la cellule, la
procédure est plus ou moins complexe ou chére. L extraction dADN & partir de cellules
procaryotes présenie 'avaniage de ne pas posséder d’enveloppe nucléaire : I'ADN est donc

facilement accessible. Le probléme majeur consiste & obtenir une concentration ‘suffisante de
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cellules (une culture gtérile de plusienrs jours). Par contre, |"extraction d'ADM 4 purtir de

cellules eucaryotes peut se faire en quelques heures. (18)

Autres méthedes :

Il existe de nombreuses autres méthades dexmraction de PATN parcgempli: -
a). La technologie des billes magnétiques :

Apres digestion enzymatique et solubilisation des lipides dans une solution spécifique,
I'ADN chargé négativement est mis en contact avee des billes magnétiques chargées
positivement afin qu’il s’aceroche a celles-ci. La solution est éliminée alors que les
billes sont maintenues & I"aide d’un aimantune autre solution de composition
différente est ensuite ajoutée aux billes afin de neutraliser leur charge. L'ADN est

alors lihéré dans cette seconde solution.(19)
b). Les cartes FTA :

Une carte de papier Wattran FTA est imprégnée d’un fraitement chimique qui
permet. lorsqu un échantillon est dépose sur celle~ci. la destruction cellulaire ef
I"immebilisation de I'ADN dans la carte. Pour récupérer ' ADN, la zone
correspondante de 5 carte est prélevée & I"aide d"un emporte-piéce ef lavée dans une
solution spécifique. L' ADN immobilisé dans le papier est ainsi prét & étre amplifié par

PCR par exemple. (19)
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1. Présentation des sifes :

Ce travail a €té réalisé sursix sites au niveau du littoral Algérien : plage El-Mordjéne a
Fl Kala. pinge 8t Cloud & Annaba. plage Stora 4 Skilkda, plage Saint Michel et Bomo 4 Oron
&l enlin plage Salamondre 4 Mesighanem -Ces sites ont servi pour NMetude de la biodiversilé

des annélides palychate

» Site d’EL-Kala « EL-Mordjéne » :

La plage El-Morjéne (El-Kala) est située dans la wilaya d’El-Taref & I'extréme Est de
L Algérie & 25 km de la frontiére Tunisienne et a 80 km de la wilaya d”Annaba, sa position
géographique : 36°53'53.33"N et §°27'3.28"E. Elle a servi de site de référence powr notre
éude de par son éloignement de toute source polluante: Le site a éié classé réserve de la
biosphére par I'UNESCO en 1990,
C’est une zone humide formant un écosysiéme trés riche en termes de biodiversité. Le site

D’El-Morjéne (El-Kala) est caractérisé par la dominance du granite dans la composition des

roches de la zone intertidal et on trouve des grés numidien (grés : roche sédimentaire & gros

grains composée de masses consolidées de sable déposé par [e mouvement de l'eau ou du

vent), ( Meghlaoui Z, 2015)

Figure 18: Stie d'échantillonnage de Perinereis culmrifera sur le littoral Est Algérien 4 El-
Kala prise le 23 avril 2016,

32


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Chapitre II Matériel et Méthodes

—_—_—————————————— e ———

> Site d’ Annaba « Saint Cloud » :

La plage $t Cloud et située dang la wilaya d°Annaba, 3o position géographique :
3645, /9N ef /#45'L2.20"0. La plage St-Cloud est localisee prét du port, de plus cetie
plage est caractérisée par la présence de polluants urbains et anthrapiques. La baie recoit des
apparts en ean douce par le biais de 1"Oued Seybouse au Sud-Quest qui véhicule des rejets

d’origine agricole, domestique et industrielle. ( Meghlaoui Z, 2015)

Figure 19 : Site d*échantillonnage de Perinereis cultrifera le littorale nord-Est Algerien &

Annaba « Saint Claude » prise le 24 avril 2016.

> Site Stora (Skikda) :

Le iroisiéme site d’échantillonnage est la plage de Stora dans la Wilaya de Skikda, sa
position géographique : 36°52'18.86'N et 6°54'3.28"E, située sur la cdte de la ville de Skikda
180 km ce la frontierz tunisienne. Ce site est caractérisé par la présence de polluants tels que
les HAP et par I'implantation du complexe pétrochimigue en plus des activités anthropiques.
A Skikda, les roches sont composées essentiellement de gneiss paléozoique et protozoique du

socle kabyle. { Meghilaoui Z, 2015)
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Figure 20 : Site d"échantillonnage de Perinereis cullrifera sur le littoral Est Algérien a

Skikda prise le 29 avril 2016

» Site d’Oran (Saint Michel et Bomo) :

La plage Sainl Michel et plage Bomo sont situées dans la wilaya d"Oran; leur position
géographigue :  35°45'11.88"N et 0°49'45.95"0 (plage Bomo). 35°51'49.72"N et
(°17'41.85"0 (plage St Michel).

La ville d"Oran est une ville méditerranéenne. se situe @ 432 km 4 ['Ouest d"Alger.
Elle représente un pdle d anraction économigue et industriel, Sa facade maritime est d*une
longueur de 124 kn. soit le 1|10 du littoral national. offrant d'importantes potentialités dans le

domaine maritime (transport et cornmerce extérieur) €t la péche.

Le lizoral Oranais se distingue par une arbanisation massive gui concentre 936.927
d'habitanis, qui yeprésente 77.3 % de la population totale de la Wilaya. A cela s'ajoute des
problémes environnementaux de différentés natures tel que : industrielles, agricoles,
domestiques. ... eic.

Cependant. le littoral de la cote Oranaise est devenu wvulnérable, constituant le
récepracle privilégid des apports contaminants, qu'ils proviennent des fleuves, de
I'atmosphérs ou des émissaires urbaing et industriels notamment les rejets de la zone

industrielle pétrochimique d*Arzew. (Sshnoun et al, 2010)
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Figure 21 : Site d"échantillonnage de Perinereis cultrifera (A : Bomo / B : Saint Michel)

> Site Mostaganem(Slamandre) :
La plage salamandre est située-dans la wilaya de Mostaganem. sa position géographique :
35°55'30" Net 0°3'38" E.

Mostagarem est uns yville oéidre siude au Nord-Ouest du territoire national, 4 environ

360Km 4 I"omest d"Alger et & 80Km & I'Est d"Oran, Elle dispose d'une fagade maritime de
124 km,

Figure 22 ; Siie d"echantillonnage de Perinereis cultifera(Salamandre)

35


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Chiapitee I Matériel et Méthodes

I1. Mode de récolfe :

I 07 préldvemonts nnt Atd Affnrtida an nivoan da I wane infarfidale nven doa nonditiana
climatiques et de vitesse de vent < 10 Kinv/h et 4 marée basse. La technique d'échantillonnage
esl wléuloire simple. gui consiste & uliver des préléveawents au hasad el de fagon
indépendante sir une superficie de 1mz de quadrat en utilisant des preduits chimiques tels que
*enu de javel ou du KNO4 dilude & 10%, vette 1echnigque permet de forcer les animauy &
quitter lewrs geleries . Ce type de procédé entraine des destructions dramatiques de
IPenviromtement et des ressomrces biatiques, et les vers récol'és avec cette méthode sont

utilisés pour |"étude geologique.

1} existe une autre méthode qui consiste 3 racler la végdiation a 'dide d"un grattoir: Ce
mode de récolte est difficile, fatiguant et demande beaucoup de temps. De plus, il est moins
rentable dans la mesure ot un nombre important de vers est sectionné suite au bris mécanique.
Par conséquent. ce mede de réeolte est de plus en plus abandonné et est remplacé par d’autres
‘méthodes qui semblem 3tre plus rentables car elles sont rapides et permettent surfoul de
prélever des individus entiers et en grande quantiié. Les vers non amputés ont éié utilisés dans
les analyses biochimigues,

La conservation se fait dans des bols avec des galeries de carton ou des algues
naturelles & une température variam de 4 a 12°C. avec une durée de collecte des mdividus

comprise entre 3 et 3 heurss. selon les conditions mét€orologiques et de la densité des vers.

A B

Figare 23 : Méthode d échantillornege (A : chimique et B : par raclage)
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1. Mesure de poids et détermination des sexes :

Les individus réecoltés sont conservés sous formol & 3 % et 1"éthanol 4 96 % dans des

.

~

bouteilles de verre.

[‘.

Figure 24 : Les boweilles des échantiilons.

Ces individus sont trids au laboratoire et ils ont été individuellement pesés & 1"aide
d’une balance de précision. aprés séchage sur papier filtre afin de déterminer le poids frais
essuyé et le sexe a €i¢ déterminé par |'examen macroscopique, a l'aide d’une loupe
binoculaire, du contenu sczlomique, par une incision & I'aide d*une épingle, le long de la ligne
médio-ventral du corps. Les méles ont été identifiés par [a présence d*amas spermatigues de
couleur blaue laiteux. les femelles ont éi¢ identifiés par la présence de gamétes sphériques de
couleur jaune claires représentent les ovoeyies e les individus ne présentant pas de produit
geénitaux dans leur contenu coelomiqus. ont é¢ considérés comme étant des individus

sexuellement indiffrencids,
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Fignre 25 : Ln mesure de poids e "identification de sexe.

On a choisis des individus de chague earégorie; et on a coupe la partie médiane de

chaque individu en 4 parties comme suite (50 mg, 100mg, 150mg, 200mg).

cisterifern

Figure 26: Division de la partie médiane de I"individu numéro 01.
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IV. Relation entre poids frais essuyé et poids partiel formolé

Lors des prélévements et du tri. les individus sont souvent incomplets. En effet, au
cours de¢ la reeolre, 11 ost cxtremement ditficile de recuperer des mdividus entiers sur le
terrain, les vers s"enfouissent rapidement dans le sédiment et un nombre important d’entre sux
sont sectionnés par le biis mécaniques ou par aitotoniie. Ainsi, afin de pouvoir utiliser
LVensemble des individus récoliés et pour cbtenir une meilleure représentation de la
population, nous avons uilisé la méthede du peids partiel formolé essuyé. Cette méthode
basée sur le poids d'un nombre déterminé de segments a éé déerite par Desrosiers et al.
(1988) sur Nereis vireas. Le rang de cassure a été ainsi déterminé & partir d’un histogramme
de distribution de fréquence [Figure 27] et la relation entre le poids partiel formolé essuyé,
des individus seetionnds au 43 ie“‘Es:c=."-ltig{é'r'f-: et le poids frais essuyé des individus entiers a été

déterming:

Y = 14573 x n + 0.0588

m=83 =088
Y : Poids frais essuyé.
X : Poids partiel formolé essuyé,
n ; Nombre d"individus.

1 : Coefficient de déterminstion de la courbe.

0.7
o
0.8 -
B.S
E 0.4
|“ * 7
5
= 03 ]
=
0.2
LS
@ T v T

T L) T ™
a 0,05 [ 1 0.1= G,z azs o3 0,35 0,4

Peids particl Forinole (g}
Figure 27 : Relation enwe poids partiel formolé essuvé et poids frais essuyé
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V. Distribution de fréquence de taille :

Afin d"étudier la structure dimensionnelle de la population. nous avons retenu comme

critere de laille le poids fials essuyé des individus. Pour tracer les histogrammes de

distribution de fréquence, les vers ont été répartis dans un domaine de poids compris entre

.15 et 0,750 g avee un intervalle de classe de 0,05 g. Le choix de intervalle de classe a été

effectué selon les recommandations de Scherrer (1984).

I
|

’ -

Mombre d'individus

i

43-50 31-60

61-70 7i-80 81-90 91<100  101-110

Nombre de sétigéres

Figure 28 : Histogramme de distribution de fréquence du rang de cassure

V.1. Indices ¢cologiques :

Un peuplement peut &ire caractérisé par sa coniposition taxonomique mais aussi par sa

densité, sa richesse. sa diversité spécifique. Les indices suivants ont é1é déterminés :

Abondance (ni) : ¢lesl le nombre d'individus d'une espéce.

Richesse totale (S) : ¢'est le nombre total des sspices recensées dans un peuplement.

Richesse moyenne (s) ; ¢'sst la moyenne des richesses stationnelles ou richesse par relevé.
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e

Ce parametre exprime le nombre d'espéces les plus représentatives du milieu an sens de la
Iréguenet do Teur priacice,
La frégquence relative (1) - olest le nombre d'individus d'upe espées sur le nombre total
d'espéces.

f =ni/N
ni : abondance spécifique de l'espice
N : abondance du peuplement.
La fréquence d'occurrence ou centésimale (F) : c'esl le pourcentage du nombre de relevés
olt une espéee est présenie sur le nombre total de relevés. On considére gu'une espéce est
accidentelle (F<23%). accessoire (25%<F<350%). réguliére (50%<F<73%), constante

(75%<F<100%), omnipréasnte (= 100%).

( F=ri/R x 10(}]

ri : nombre de relevés dans lequel l'espéce i est présante.

R : nombre toral de relevés

La diversité (H"): la diversité d'un peuplement exprime le degré de complexiié¢ de ce
peuplement. Elle s'exprime parun indice qui intégre & la fois, la richesse du peuplement et les
abondances spécifiques, Parmi les indices disponibles permettant d'exprimer la situcture du

peuplement. nous avérs retenu celui de Shamon et Weaver (1963)

i=n
H'=-3 PiLog2 Pi | od [Pi = ni/N ] [Lagz Pi = Log pi x 3,322 ]
=1 '

ni: effectif de l'espéce i,
N : effectif fotal du peunlement.

H' est exprimeé en Bit (Binary digit).

Cer indice mssure le degré de complexité d'un peuplement. Une valeur élevée de cet

indice correspond 4 un peuplement riche en espéces dont la distribution d'abondance est

¢quilibrée. Par contre une valeur faible de cet indice correspond soit & un peuplement
caractéris¢ par un petit nombre despéces pour un grand nembre d'individus, soit 4 un

peuplement dans leque! il y 2 une espéce dominante.
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V.2, Téquitabilitd on éguipartition ;

Des peuplements a physionomie trés différente peuvent ainsi avoir la méme diversité,
Il est néeessaire Lo celeuler pursliélement a lindice de diversité H', I'équitabilité (E) en
rapporlant La diversite observee 4 la diversité théonque maximale (H' max).
[E =H"/H" max } ou [H' max = Leg, SJ

L'éguitabilité varie de 0 A 1 : elle tend vers 0 quand la quasi totalité des effectifs est
concentrée sur une espéce. elle tend vers 1 lorsque toutes les espéces ont une méme
abondance. cas théorique dans la mesure ofl i | existe toujours des espéces rares dans un

peuplement.

La mesure de Ya densité est réalisée sur site, # ["aide d"un gabarit de 40x40¢m . Les
individus sont compiés 4 I'intérieur du cadre aprés les avoir forcés 4 sortir de leurs galeries
par ['utilisation de I’eat de jave! diluée & 10% dans I"eau de mer. La densité est estimée aprés

oing essais en moyenne réalisés sur le méme site.

1m
-5 >
I,:"_‘\ . . ;.‘"h' 4
i" (D LI 1’1‘
(i3 ()
ah’h—j_':-‘—lﬁl

Figure 29 ; Représentation schématique de la méthode de mesure de la densité
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V.I. Extraction d*ADN i partir de la partie médiane de Perinereiy
cultrifery :

Préparation du tampon d’Fxtraetion :

La prépurativn de 40 ml de tunpon se [t pur lo prépurution des produils suivant et
mélanger 12 1ous avece Majustenieit de PH=§ .
B SDS 1% _
> lg 5 100ml X =40%2/100

X ——> wm [ X- 044

B NaCl 1.4M
F m=V O F0
m=004*358.44% 1.4
m =326g

= gthanol (93%) 0.2% ,
> 02m —3 100ml | X=20%0.2/100
X ——>40ml | X{ 008 ml |

= EDTA 20Mm
¥ 20 mM = 0.02 M
m=0.04=372.23 ¥0.02

" Tris HCI ph 8.0 [00mM
= 100 mhl=0.1 M

m=0.047%1721.14 % 0,1
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Figure 30 : Préparation du rampon d”Extraction.

I faut mélanger bien l¢ tampon par I'intermédiaire d’un agitateur pour ’obtention

d’un mélange homogere sans cristaux.

Figure 31 : Agitation du tampon.

Jour 1 : Incubation dn tampon ef les échantillons :
®  Incuber le mmmpon d’Extraction a 60°C pendant une heure de temps sans
échantillons (600 microlitres par tube epindorf).
2 Aprés une heure, ajouter ["échantilion au 600 microlitres de solution déja chaud

et incuber & A0°C perudant 4 heures.

4


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Chapitre 11 . Mutéricl et Méthodey

I-.Pﬂ:!-ll'-

I |
Y

Fizure 32 = Incubation du tampon et les échantillons.

Jour 2 : Les différentes étapes d’Extraction d’ADN :
B Passer au voriex les epindorfs.
B Cenwrifuger 2 3800rpm pendant 20 min et transférer dans un epindorf de 1.5 ml.
& Ajouter un volume égale de (Chloroforme + Ethanol, 4 ; 96 / 0.08 ml et 1.92
ml) et bien mélunger par renversement pendant 3 Minutes.
8 Cenwifuger-a 3800rpm pendan! 10 minutes & 4°C.
B Récupére le swnageant et le transférer dans un epindorf propre.
B Ajouter % de volume de propanol.
= Laisser précipiter pendaitt 1 heure-a 4°C.
B Centrifuzer 10 minutes & 3800rpm & 4°C.
' Taver le culol avee 500 microlite d éthanol 75%.
o Centiifuger 10 minutes & 3800rpm a 4°C.
® Sécher le culor a l'aire libre pendant 10 minutes et reprendre dans 50
mierolites ¢ Hi0 incubant 3 37°C resuspendre I" ADN.

B Coriservera 4°C,
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Miélanger par renversement

- Récupération
du surnageant

Sechage
«aire libre »

Ethanol 75%

|:> La conseryation & 4°C

Figure 33 : Les diapes d extraction.

s

précipitation

VI1 : Quantifieation de I"ADN par spectrophotométrie :

L"ADN, I"ARN. les oligonucléotides et méme les mononucléotides peuvent étre
mesurés dirzcement 1nas des 50 Ulions aqueuses sous forme diluée ou non diluée en mesurant
I*absorption 4 (également définie comme éiai la densité optique. DO)en lumiére ultraviolette.
Si I"échantllon esr pur (autement di. 'l ne contiem pas de quantité significative de
contaminants fels gue des proidines, do phénol), la mesure spectrophotométrique de la

quantité de rayons ultraviolets absorbés par les bases est une opération facile et précise.

Lridéal pour cette méthode sont des tampons agueux 4 faibles concentrations ionigues.
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La concentration d'acides nuoléigues est généralement déterminée par une mesure
effectuée &4 260 nm contre un échantillon appelé « blanc ». Liinterférence par des
comtaminants se reconnail par calcul d un « ratio ». Les protéines absorbant 4 280 nm. le ratio
A260/4280) est wiilisé pour estimer la pureté de "acide nueléique. L' ADN pur devrait avoir un
ratio d'environ |8, tandis que I ARN pur devrair aveir une valeur d'environ 2,0, L absorption
4 230 nm refléte la contamination de I'échantillon par des substances telles que les hydrates
de carbone, les pennides. les nkdnals ou les composés aromatiques. Dans le cas d*échantillons

purs, le ratio 226074 720 deyvrait Btre denviron 2.2,

Sur une longueur de parcows de 10 mm avee une longuenr d'onde de 260 nm,
["absorption 4 = | cortespond & snviron 30 pg/ml de dsADN, environ 37 pg/ml de ssADN,
40 pg/ml d° ARN ou environ 30 ugw/ml d oligonucléotides. En cas de contamination par une
protéine. le rappert 4260/4280) serz nettement inférieurd 1.8 tandis qu'un rapport supérieur &
1.8 indique la présence d"ARMN

Nois avons gifeciué noire lectimre des échantillons contre un blane d'eau et nous avons

utilisé le speetrophotomatrs - « Jenway A3(5 » calibré 2t étalonné.
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Neifre: ohjeefit #ant d*avair le meilleur rendement avee la meilleure qualité (pureté
d’ADN) en sachant qu’il n’existe pas de protocole d'extraction d”ADN spécifique a Iespéce
Porinoreis cultrifora.

Commme L'extracton ¢” AUN est la base de towt travail de biologie moléculaire, nous
soubailant ponvair uplimise ce prfocole ¢ matiriser les déments gui peuvent I'inflaencer
dans le but d'une robotisation de la méthode ¢t ainsi pouveir lancer une PCR des génes
marqueur €l aussi sequencer ¢ss pénes peur arriver 4 une comparaison phyllogénétique et

tranché sur ee complexe d espece.

Afin de déterminer inventaire faunistigue des sites d’étude. nous avons identifié les
différents groupes zoologinues rieolids durant la période d’étude. la répartition des espéces
est assez homogeéne au niveau de tous les sites. mais une diversification plus importantes et
e abondance numerique est observée su nivean du site d'Il kala par rapport aux aotres,

(Tableau 1)
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Tableau 1 : Tspéces ideniifides et recensdes au niveau das sites détudes (faune).

Annélides

Polvchéres | Nérferdidae

Perinereis cultrifera

T

Neries fal

Plathelminthes Tatbellarids | Pseudocerotidae Pseudoceros meaximus
S |
|
Arthropodes Crustacés | Malacostraca Isapode
- Amphipoda spi Gammarus
pulex.Ampeliscidé amphipode
_ /
- Phascolosomagranulatum
) Eriphiaverrucosa
Mollusques Gastéropodes | Mytilidae I Modiolus modiolus
|
Mitylusgalloprovincialis
.‘ lithophaga aristata
Fissurellidae | Fissurella radiosa
Digdoragraeca
J Patellidas Patella vulgata
Bivalves ) f _
Arcidag [ Arca noae
| Hui tre ( ostea edulis)
Chitons Acanthochitonidae |  Aeanthochitona erinita
Echinodermata Echinpides Arbaciidae Arbacia lixula
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Le tri des récolies échantillonnées au niveau des sites d'études nous a permet

d'identific les caplecs suivantc

- m——

Nereis falsu Perinereis cullrifera
(lem=5rmm) (lem=4.2mm)

Pyendoceros maxinms

Isopodes( sphaeromaridae)
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Modiolus

mipediafus Mvtilus Gollaprovineialis Lithophaga aristata

Area noue Huime [Ostrea edulis) Acanthochitona erinita
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Fissyrelie radiosa Divdora gibberuia Patella vulgata

Eriphict verrucosa At Ixule

Figure 34 : Espéces identifides da 1z faune an niveau des sites d’étude

Nous avons effectués pour la mémé occasion un inventaire de la flore de |"habitas de
notre espéce d'etude

o £

Corallina elonguta Colpomenia sinuosa
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Cvstoseira mediterranea Das Mesolitoral

Lt dsrestinal!

Caralling gfficinas Corallinae elansae Pylaiella Iittoralis

Figure 35 : Espéces dentifices da Iz flore au niveau des sites d’étude
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Les indjees Seolugiyues dludids sonl les indives de composition et les indiee de

Résultats et Discussion

structures suivants: 'dhondance, la richesse towle. Le nombre d'individus des différentes

espéees. est rés variable. Les espéces retrouvéss en wrand nombre dans tous les sites sont

Perinereis cultrifera ex Mitvlus galloprevincialis er Amphipoda sp (Tableau 2).

Tableau 2 : Nombre d'individus (ni) des différentes espéces du peuplement

eﬁesﬁifsa 33 [ 2
Perinereis culmifera 38 0 37 63 g
Pseudoceros maximus "Cl 0 1 0 o
Isopodesp o 2 |0 1 0 0
Amphipodo sp 48 19 2% 0 41
Phascolosoma granulatum 0 0 20 0 0
Eriphia verrucosa | 0 0 0
Modiolus modiolus 326 191 (417 |6 |0
Mitylnusgalloprovincialis o 1 a 0 ]
Lithophaga aristata 0 0 1 RE
Fissurella radiosa G 0 D RE
Diodaia graeea 0 0 0 0 0
Patella vilgarg 0 3 1] 1] 0
Area noae 0 0 7 0 0
Hudtre { osteq edulis) 0 0 1 0 i
Acanthochitona erinita 3 0 0 4] 3
Arbacia lixula 0 0 ] 1 1
Arbacia hxula i) 0 0 i

La compardison dos diffdrentes strustures sur les sites d'éude révéle mie spéciation de 1a

contposition des différemes poptlations selon [z site étudié.
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Les résultats dir tableau 3 moritrent que la richesse totale n'est pas homogéne dans les
différems siies, sl varie de 4 1T espetes, [ a nehesse mavenne. T 'ahondanee du penplement

varie de 604 513 individus,

‘Tableau 3 : Caraciéristiques:du peuplement des trois sites par la richesse spécifique. la
richesse moyemme et 'abondance.

Anraba 5 250
El kala 7 : 419 .
Oran 4 |[ 70 .
Mostaganem 7 , 61

2. Relation d'allométrie entre la quantité d*ADN et le poids des individus :

méthodes de récolie est différent. Ce dernier varie fortemem selon le sexe et le cycle de
développement. Cependant aucune relation d’allométrie entze Le poids frais essuyés des
individus =1 1a quantis " ADN n'a €& mise en évidenice (Fig. 36). Le poids:des vers n'a done

aucune infliience sir les veriations mra-mdividuelles dans la quantité d°ADN extraite.
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Figure 36 : Cowrbes de conélation enme la guantié d"ADN et le poids des individus.

3. Relation entre 1z quaatité d"ADN et le sexe des individus :

Perinereis culivifera est caractérisé par un eyele de vie de trois ans au niveang du
littoral Est-Algerien (M. Younsl, 2006) et une durde du eyele de reproduction de 16 mois ot
les individus atteignent & sa fin une maturité sexuel pour pouveir se reproduire. Pendant le
cyele de vie Periperzis cultrifera twois classes sexuellss sont soulignées : les males, les
femelles &t les individus inditférencides qui ne précentant pas de produits génitaux dans leur
contenu ceelomique, On comparant la guantite d"ADN issue des différentes classes sexuelles,

aucune relation n's pu 2we Sablie (Fiz 37) Le sexe dex individus n'a aucun effet sur les la

quantit dADN
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‘ Sexe des individus

‘ Figure 37 : Hislogramme de la quantite I"ADN selon le sexe des individus

' 4. Efficacité de la méthode de récolte :

‘ Le mode de récolle de Perinerels eullrifera alnsi que les méthodes de conditionnement

influence énormeément la qualite e la guantité des individus. du peint de vue du siresse

provoque £t sussi e bils mécamgues giti nous fait perdre une grande quantité de ]a biomasse.
Comme nous | gvant détji signalé anpgravant, deux modes de récolte et deux méthodes:

de conditionnement ont &t 1tilisé et nous voulions savorr les effets de chacune dentre elle

selon les produiss wilisé = de monrer guells sera la plus rentable pour nofre extraction.

( figuee 38)
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M1 @ Vers recolte & lamain etconserve dans Lalcoo] 96%

MZ Vers réculté a Feaw de javel gt conservé dans |'alcpol 96%
M3:: Vers récolté a ta main et conservé dans:dn farmal

iz Vers réeolid a I'zau de javel €1 conservé dans du formo

NAS * Vers tecolie 4 la pierre d*ahin é conservé dans du formol
M6 @ Vers recalied la plerre o aluna et conserve dans l'alconl 96%

Figure 38 : Histogremme de ia guantiié ¢’ ADN seion mode de récolie et canditionnement

La Figure 38 représente la quantité d ADN issue de chagque mode de récole et elle
montre clairement que l5 réoolte u la main o & I"atde d'un grattoir ginsi que la conservation
dans 1"aleool 96% dorine les meilleurs résultats. Ceci g9 du taite que les individus sont moins
stressés et ncins coupe contraivenent d I'utilisafion de "gaw de javel pour forcer les vers de
sortir de lewrs galeries dimmue énormiment le guaniité dADN et augmente le swess et
nombre des vers ssarionngs. La conservarian dens i'alcool 96% nréserve mieux notre ADN

que le formal
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5. Segmentation du ver ef quantité d’ADN :

L'ADN molécule omni présente dans tius les corps vivants. Le corps de Perjnereis
cultrifera est divisé en wois régions ; la téte. la région médiane et la région postérieur ou
pygidium. On comparart les movennes des quantités d° ADN extraite selon I"arigine des tissus
analysés. nous avons remargué gue 2 partie médiane permet d’avoir un meilleur rendement
gue le pygidivm =1 aussi mieux ue la die Ui content les machoires et la paragnathes car

ceux sont des partigs difficile a hvdrolyss (Fig.29),

C (pgiml)
Ly 3
|

a

1=

o

1ste Médiane Postérigure

Figure 39 : Histogramme de la guantité " ADN selon la segmentation du ver

6. Puids des échantillons ef guantité d’ADN :
Les échantillons analysés des deférentes régions du carps des individus de  Perinereis
eultrifera ont &é divisé en quatre catégories de poids: S0pg, 100pg, 150ug et 200ug et la
compardison des moyennes selon la figuie 39 souligne que "ADN issue des partie médiane

dont le poids est eitre 0.4 100wg nous permis d avoir la quantité d*ADN la plus élevé. ce qui

confirme les résultats préeddent 1Fig.36).
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Figure 40 : Histogramme de [a quantité G7ADN selon les poids des &chantillons

7. Purei¢ d'ADN :

La coneentration d acides nucléiques est généralemient déterminée par une mesure
effectuée d 260 nm et les proidines absorbant a 280 nm. le ratio 42610/4280 est utilisé pour
estimer la pureté de Jagide nucldique. L"ADN pur devrait aveir un rato d’environ 1.8, tandis
que J"ARN pur dev=al svoir usg valeur d'environ 2.0 Dans cette optique nous avons caleuld
le rappart Z60/280nm des echantillons issus de la région médiane et les résultats sont
exprimés dans la figwrs 41, Nog valeurs sont compiises snfre 1,69 et 2.16 et les échantillons

dont le poids est de 1001g présentz Lo meiilenrs pureté cbtenve. ( fig 41)
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260/280mn
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Poids des parties mediane (mg)

Figure 41 : Histogramme de pureté d"ADN selon les poids des
échantillons des régions médiane.

VI: La durée du protocole :
Nous avons sssayé de diminver e tenips dincubation par moitié ce gui nous a permis de
reduire le temps du protocole a deux jours. En sachanvque le protocole initial €tait sur 3 jours

(Figure 472

e Incuber le tampon d’exzraciion a 60°C pendant une bewe de remps sans échantillons
(600 microlitres par tube epindarf).

o Aprés une heure. ajouter I"échantillon au 600 microlitres de solutions déja chaud et
ingubera £0°C pendant 2 heures.

¢ Passeran vowiss les epindorfy,

o Cemrifiwer & 2800rpm pendant 20 min 21 wransfErer dans un epindorf de 1.5ml.

o Ajguter m yvolume £gil ae (Chlorotormie—Ethamal 4,96/0.08m) €1 1.92ml) et bien
melmmger par fenverseme  fendant 3 minutes.

o Cemrifugesr 2 F L0 semdeps 1 0mirmees § 4°C.

-

& Réoupere le sumagenant ol le transférer ¢ans un epindoif propre.
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w,

N

Résultats ot Discussion

o Dinisser précipiter pendani | noit 3 470,

o Cenrituger 10) minues a 3800rpm a 4°C.

e Javerle cillot avac SO0 micralitre déthanol 75%.

&  Cemrifuper 10 mihuzesd 3300rpma 4500

& Séclizr le culot & alve Hbre pendant 10 minutes et reprendre dans S0mierolitrés d'Ho0
izt @ 37°C resuapenyre P ADN.

o Comsarver 34°C

Clpg/mi)
w

Figure 42 : Histogramme de quantité ¢° ADN selon Ja durée du protocole.
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Conclusion

Textraction d"ADN chez Perinereis culirifera est "éape ultime el la plus imporlanie
dans le processus de séquencage des génes marqueur pour 1 étude phyllogénétique et pouyoir

répondre au complexe de cette espéce d’une vision moléculaire.

La comparaison des différentes structures sur les sites d’étude révéle une spéciation de

la composition des différentes populations selon le site étudié.

Le croisement des résultats montre que la récolté a la main avec une conservation a
"éthanol 96% et en choisissant des échantillons dont le poids est compris entre 30 et 100ug
provenant des régions médiane des individus de Perinereis cultrifera peuvent nettement
améliorer la quantité et la qualité de I’ADN extrait.

Pour essayer d’apporter dautré amélioration nous pensant que le remplacement du

SDS par la protéinase K et espacé le protocole sur quatre jours pourra donner plus de temps

pour la précipitation de I’ADN et le protocole sera comme ci-dessous.

Tampon CTAB :

CTAB 2%

PVP 1%

NaCl 1.4M
b-mercaptoethanol 0.2%
EDTA 20mM

Tris HCL ph 8.0 100mM

(Normalement, le mélange doit étre homogéne sans cristaux)

A mettre séparément

Protéinase K 0.1 mg/ml
Jour 1 (2ml du tampon CTAR)

-Incuber le tampon (600 microlitres par tibe epindorf) a 60°C pendant une heure sans

échantillon et sans protéinase K
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Conclusion

I'issus ' couper en hine lamelles pour un poids de 50 pg et éponge le surplus d*alcool

Juur 2

Aprés une heure. ajouter I'échantillon au 600 microlitres de solution CTAB déja

chaud et incuber & 60°C pendant tne nuit aprés avoir ajouté Ia protéinase K

Passer au vortex les epindorfs

-

Centrifuger 2 13400 rpm pendant 20 min et transférer dans un epindorf de 1.5 mL
Ajouter un volume égal de CIA (Chloroforme + Alcool isoamylique. 96 :4 / 1.92ml
et 0.08 ml) et bien mélanger par renversement pendant 3 minutes

Centrifuger 15 000 rpm pendant 10 minutes &4 4°C

Reécupérer le surnageant et le transférer danis un epindorf propre
Ajotiter 1 microlitre de RNAse /epindorf puis incuber & 37°C pendant 1 jour

Ajouter 2/3 de volume d’isopropanol glacé

Laisser précipiter pendant une nuit a -20°C

Centrifuger 10 minutes & 15 000 rpm & 4C°

Laver le culot avec 500 microlitre d*éthanol 75%

Centrifuger 10 minutes a 15000 rpm 4 4C°

Sécher le culot a I"aire libre pendant 10 min (3 minutes speedvac) et reprendre dans
50 microlitres d*H20 incubant 4 37°C resuspendre I’ADN. 3fois 4 I minute

Conserver 4 -20°C

Préparation pour la lecture 45 pl. d"H20 pure et SpuL de votre solution ADN
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Annexe
e o

Composiftion chimiqne

|
Cowl Trimethy | Aanmainm

Bromide au

Rale

CTAH estun Lly.‘:lz:'r1:'-¢|1_l c'.l,L'rUInL;[u_Tm
soluble dans [120 e uedtemuent wiluble

dans l'alcool. CTAR st codramment

willisé dans la preparation el 1
purilication ('ADN genomigue de
bactéries. y compris minipreps ADN
powr le séquenyage, Des camplexes e
CTAB a la tois poly saccliaride et la

proigine résiducle

I"'r'.ét]ucndinﬁlt s 'Cnmn'wf«aSI vanl. le {
chlarolorme tend a clic remplace I

actuellument par ledichiorométhane.
aux propriélés similaives mals moins |
toxigue. e chloralorme a @l jadis
wtilisé commeanesthesigue dans les
blocs opératoires ol .

comme conservatewr pou la viande, |

L . -

(CHa)aN{CHA), sCTH3Br
I
|
|
|
\
s richloromeéthane
v CHCly
Chloroforme
|
acide éthylene diamine
EDTA tétragcétique
Crual yaN20g. .

I'EDTA est un ehélateur des ions _1
Fa biochimie @l est wilisé commie

inhibiteur des metallo-anzsmes, Sor |
tilisation est e fréquente dans |
purification des acides ‘
nuecléiques (ADN ou ARN) &1 1

des protéines . Fnséquestronl en
particulier les fons magnésivm :\r'lg_" il
blogue 'actnile de nombreuses .
nueléases gui sont dépendantes de cet

ton. L'FIITA est cgalement ui
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Annexe

limiwe ainsi 'hvdrolvse des proigines
(lans les extraits cellulaires Fn ednic
hiologigue, 'EEA ast uithaé en
routine punr stopper activitd
de polymérases. la chelation des ions
caleiuwn modiium la conformmmion des

Sy mes.

e . I
inhibitewr des metalloprotéases i zine et

Ethanol 75%

CH3-CHx-OH

I"ADN

La conservation des échantillons

Ajuster le pll

Ethanol 93%, CHs-CH-011
Formol CHaO
HCI
T'acide chlorhydrique.
[sopropanol o

CHCHEOH)-CH=

la qualiic: d"ADN

Mereaptoéthanol

HOCTHACHzSH

Mereaptadthano) est spusent inclus
duns des twmpons d extrection congus

pour Iextraction " ADN

Llimination des sels @ préeipitation de

NaCl

[¢ ehlorure de sodium

| L addition de NaCl & une cancentration
supérieure a 0.3 M avee le CTAR est

CORNLE PO

liminer les palvsaceharides
ey sels comme Nadl
sont gjoutes por moduler a

concentration des calivgs

dans le tunporn dextraction et

celater des compartiments: par osmaose

Pour Lavage

Precipitd elaméliond considirabloment 1

-

|
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Annexe

Proutéinase K

Llle est communément uiilisée |
en hiplppie mnléculiire pour diperer |
des protéines et enlever des
contaminants de prgparation daaides
nueldiques. Elle permet de digérer des
eellules et d'extraire des acides J
neléiques (ADN au ARN) & partiv de |
cellules de mamnuteres ou de micro-
argunismes. [Tlle mactive les ADNuses
el ARNases ¢t peut modifier les
protéines de surface des vellules. Ly
pratginase K est une endopepidase qul !
coupe Jes linisons peptidiques de
preErence:an niveau du carbusyle d'on |
acide aming a chaine laterale |
hydrophobe ou aromativue: Sory adtivike
est stimulée paragems dénatsrants

caomnie le SDS

PyP

Palyyiny Ipyrrulidone

l:Cf‘:I_l‘}NO, li

Litiliser pour ) adsorption des composds |
phenoliques @ pll bas.
le PVP

co-précipiteaves | ADN

RNase

ribonuglzase

SDS

dodéey Isulfate de sodium
NaSQuC Haj i CH

T— o estun détergent ot

Estun type de nueléase gui catalyse la

dégradation de I"'ARN en éléments plus

pelits.

Lensioactil 1onigue fort.
catramment utilise
en hiochimie et hinlogic
mulecularre.

@ solubilisation des lpides.
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Annexe

|

o trihydronyméthylaming
methane
o 2aminp-2-
hydroxyméthyl-].3-

prapanediol

1 eat largement utiliie !

camme tumpon efbinehimie, !
particuliérement pour travailler avec

des acides nucléigues avec un intervalle |

de pH emre 6.5 e 9.7. |
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Adénine ; base azoide purigue (base A) qui sapparie pur deux ligisons hydrogene 4 la
thymine (base T) dans un ADN bicatenaire ot a uracy le (base U dans un ARN hicatenaire,
On nouve gette hase dans différentes mwlécnles comme UADN, TARND ATE, AN P, e

NAD gu le FAD,

Algues: Organismes essentiellement aguatiques. les alwues constituent un ensemble de
végétaux tés varids, souvent groupds avee des champignons scus ¢ nam de thallophytes
(presence dun appaieil végétatil, fe thalle et absence de racines, de Gges et de teuilles), A
différence des champignons. les algues  possédent des  cliloroplastes el sonl done
photosynthétigues. Leuwrs dimensions varienl depuis la formes unicellulaive jusqu aux formes

filamenteuses aueignant un metre de lengueur.

B

Base azotée : (base nucléotidique) composant moléoulaire d'un acide nueléique @il exixte des
bases & un seul eyele (bases pyrimidiques : la evtosine. |"uracile et la thymine) et d auiees &
deux eycles (hases puriques @ I'adénine et fa guanine). Des liaisons hvdrogenes relient ente

elles les bases complémenitaires d un acide nucléique bicaténaire,

C

Cytosine (C) : base azotée pyrimidigue participant é la eenstruction des moléeules " ADN ¢t
d"ARN . s"apparie & la guanine (G) partrois ponts hivdragencs (Huisons 1),

Espéee : groupe d'organismes se reproduisant naturellment entre eux par voie sexude. La
notion d'espece chez les micrporganismes est plus diflicile & définir 1 on la remplace souven
par celle de souche.

Crest un groupe d'indis iduy présentant des ¢araeléres morphologiques. physivlogigue

gl ceologiques identiques. el yui sontelfectivement ou potentiellemem mmertéconds, isolés par

rapport aux groupes similaires au plan de la reprodugtion

F
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—r]

Féenndation @ Méeanisme par leguel deux eellules reproducirices sexuelles (gameles). ["une
méle, |Mautre femelle. s unissent pour constituer la cellulesceut” (zygore). o oty un nouvel éure
prenden vie, Le rdle Je o feondation dans la transmission des carnaréras hémiditires es
primordial. car la [écondaton st coneretise par le fait gue la cellule wal (el [“indiy iy qui en
provienl) @ regu des deux gameles-qui lont constitué une heéredite biparentale.

G
Gamete (gunete): cellule germinale spéeialisce tissue de Ja gamétogendse). conienant un

nonibre de chromosomes haplotde. qui permet aux urganismes de se repraduive (reproduction

sexuce). en fusionmant avee an autre gamete de tvpe sexuel oppose :on distingue fey gametes

miles (spermalozoides ou grain de pollen) des pametes femelles (ovules) . la fusion de deus

gaméles donne un eeul (zygote) diplofde.

Géne (genedr unite fonetionnelle de Phéredité - ¢est la reaion d une mualécule JTADN g
parie |'information nécessaire 4 la production d'une chaine polypeplidigue on June
moléeule d"ARN (ARNr ou ARNI, par exemple). Les différentes Tormes d un gene sont les

alléles.

senre : Rang de la classitication systématique gqui regroupe des especes avanl des carachéres

communs. Le genre se situe au-dessous de la Famille et au-dessous de [Nesplee.

Guanine (G): base azolée purique participant 4 la construction des molécules d"ADN

L

Liaison bydrogéne (ligison H: pont hydrogéne @ dyvdrogen hond) @ laison taible (non

d"ARN ; elle s apparie & la evtosine (C).

covaleme) dans laquelle un awme partage un ¢€lectron avec un atome d hyvdrogene. Ces
linisons sont particuligrement importante dans ["appariement des hases azorées d un acide

nucleigue hicaténaire.

Liaisan phosphodiésteres | Phosphodiester bond): liaison covaleme emre deux nucléondes
adjacent sur une méme chaine d acide nueléigue : cette linison s¢ lorme entre le groupemernt
S"-phosphate (57-P) d’un nucléatide & le groupement 3*-hydroxyle (3-0H) du nucléatide

vaisin (dans le squelotte sucre-phusphate de PADN oo Je FARNL
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M

Mille : ‘Qui est de sexe maseulin, Qui appurlient uu sexe fécondunt. porteur de cellules
repravhwrices plus mombreuses. plus petives et plus mobiles gue celies du seae Rminin.

P

Prufozoaire ; Eire unicelluluire & noyau distinet. sans chlorophylle, souvent muni J” une
bouche. ¢t le plus souvent mobiles. On distingue quatie groupes principuox @ Rhizopades

(amibes). Magellés (wypanosame), ¢iliés (paramécie). sporozoaires (flasmodices).

R

Reproduction ; Fonction par le quelle les éure vivants perpétuent leurespece. On distingue la
Teproduction sexuce. ol interviennent des cellules haplofdes des deus sexes. les aametes, dont
Punion est la éeondation; et la reproduction intervention de gamétes, ( Bourgeanneiment ¢t

scissiparilé des animaux : bouturage et greflage des végétaus ).
Sexe : Ensemble des earactéres qui permetient de distinguer, dans toutes les espéces animales,

et veggales. & Mexceprion des organismes intéricurs. deus genres. mdle ¢f femelle. dom

T

Tampon (selution wmpaennée) : solution saline capahle dé stabiliser la valear du 1711 dans une

["union permet ta reproduciion,

certaine gamme ; elle interagit avec lesions hydrogene (1) ou hydvoxvle (OHD libies.

Thymine (T) : base azotée purique participani i la construction des molécules J ADN .
s'associe de maniére spéeifigue & ["adénine (A) pardeus [atsons hvdroginie (liaison H ou

pomt hyvdrogéng).
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Reésnmé

Les Anndlides Polyehétes sont I'un des taxons lés plus ubandants dans les commiunauds benthiques en
rermes de richesse numérigue et bindiversite - Lannélide pelyehete Pemmeiels culieiira (Gribe, 810 presente
un réel complexe d'espéee: Dol la nécessite d ung comparaison dL plan moleculaire pour pouveirconlirmer la
parenté entre les différentes fornies de Perinereis cultriferaenailisany les technigues de phyllogénétigue o de la
taxonamic Aumericue.

L wtilisation des indices écologigue pour essayer d'éwdier la faune asseeie d notre espéce & teveler uine
spéciation de la compusition des différenies pepulations selun Je site éludic

Dans le but doptimisé ¢ de personmalise un protocul  drewmaction dranh e daear e
mellleurrendement en prenamt comple [ous |es paramigires qui penvent influence noire gquialitéd” ADN. les resullats
mornitrent que I pavtie médians ainsi que le conditionnement dans d"aleoo! el le paids des éehannllms peuvent
aettement amgliorer notre rendement

Mots clés - Annclides PolvehetesPormerels onlirgrer phy Hogdnetiyue, extadtion d"ADN
Sufimary

Anielides Polvenets are one of tax most abundant inthe benthic contmumities s terms with numerieal
riehiness and biodiversity. The Annelide Palyehet Pevinereis stlliyfera 1Grllbe. 1 8407 presems @ veal vomples ur’
spevies, From wiiers tie need for a comparisen i the molecular plan to be able o confirm 1he relainnznip
benween the vatious farms of Peringrels culirifera by using (he technigues al privlogerdiic snd pumerical
GANONOmMY.

My sse of ecological elues 1o ry Lo study 1he fauna nssociated with our species W reveal specimion of
The compusition of diiferent populations according to he stdy sie

I this target is registered uur work whiv the purpose of which s of optimizd and o personalived o
protugol of extraction of DNA and to have the bestoutpui by taking aceoun all paramelers whicl can nfluence
o gquality of DNA- The results show thal the median pint as well as eanditioning i aleahal and tie weigtn of
Ute samples canelemly impirayeaur autpii.

Key words: Annclides Polyehietes, Perierels callnifira. pliiy logenetic. extrarnion oF INAS

s I J e A ol Rl Slanzdt 350 S p1 T e Bty g TRES et 2t Ll Sl

-3 PR =

s okdne 2= 7o BE g V8HUGriibeyPerinercis culirifera oiile ot owhis Jo Sla s s
R

AN C= R e WST o ol gl Je Byleat] ool 2l ks e

"“-f’ttj‘ -ﬂJ; r-L?-‘:.—EJ. Q'Lll‘lj_—‘?-! -2 '.C_-;ﬂ QN g-.-').! i.l.jl.v_-,-.-:e;U ;‘:-“ _»'5‘.\‘_0\..‘“ — J\;’—: & \.::j-’-'-‘-’,-‘!' ,_._;.:___;.J\ —'ll-:-':— Pt

! ! = -~
Azl pa el et TS 2 5 e

PR

_ . E = 1 M a _ - -
el e o sV sl el Je e 1 N omB e aEe JF Fia s g s

Iﬁ"i‘.

1 7 - A= 1 1 & ‘ o £ - N -
w s .,'5’-—<-"| LRI . e B L e L L = Ll S
NS =t &3S L
b | : & =
Sl N 2 E N L

a2


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu



