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Résumé

Une étude cytogénétique de deux espéces diploides (2n = 2x = 16): H. pallidum Desf. et H.
naudinianum Coss. et d’une espece tétraploide (2n = 4x = 32): H. perrauderianum Coss. et Durieu.
est réalisée pour la premicre fois. Ces espéces endémiques de I’ Algérie et de 1’ Afrique du Nord sont
fourrageres. Le caryotype est constitué de 8 paires chromosomiques dont une paire satellifére chez
les diploides et de 16 paires dont deux satelliféres chez le tétraploide. L'hétérochromatine
constitutive, sous forme de bandes fines et larges, intercalaires et télomériques est révélée par le C-
banding. 1 a 4 chromosomes B de nature hétérochromatique sont observés. La coloration des
chromosomes métaphasiques par la chromomycine A3 montre des bandes d’ADN riches en bases
GC, situées au niveau télomérique des bras courts des paires portant les satellites, qui correspondent
aux NORs. La FISH a révélé I'existence d’un locus chez les diploides et de deux loci chez le
tétraploide de chaque famille des genes ribosomiques (5S et 35S). Les signaux 5S sont observés
chez H. pallidum (2x) dans la région centromérique, et chez H. naudinianum (2x) et H.
perrauderianum (4x) dans la région télomérique. Chez les trois especes étudices, les loci 35S sont
situés sur les paires satelliféres au niveau des constrictions secondaires et des NORs. La majorité
des bandes CMA" sont aussi DAPI". La similitude de certaines paires chromosomiques et la
présence d’univalents, de trivalents et de tétravalents suggerent une origine autotétraploide de
I’espece H. perrauderianum. La taille du génome est de 2C = 1.5 pg chez H. pallidum, de 3.36 pg
chez H. naudinianum et de 6.64 pg chez H. perrauderianum. L'analyse du caryotype, de
I’organisation de I'hétérochromatine, des genes ribosomiques et de la taille du génome, permettent

d’affirmer que H. perrauderianum est plus proche d’ H. naudinianum que d’ H. pallidum.

Mots clés: caryotype; chromosomes B; organisation de I'hétérochromatine; génes

ribosomiques 58S et 35S; méiose; taille du génome.
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Abstract

The first cytogenetic data are presented for two diploid species (2n = 2x = 16): H. pallidum Desf.
and H. naudinianum Coss. and a tetraploid species (2n = 4x = 32): H. perrauderianum Coss. and
Durieu. These endemic species of Algeria and North Africa are fodder. The karyogram consists of 8
chromosome pairs; one pair is satellite in the diploid and 16 pairs among which two are satellites in
the tetraploid. The constitutive heterochromatin, as thin and wide, intercalary and telomeric bands is
revealed by C-banding. One to four heterochromatic B chromosomes were observed. Staining of
metaphase chromosomes by chromomycin A3 shows bands of DNA rich in GC base, located in the
short arm telomere pairs with satellites, which correspond to the nucleolar organizer regions. FISH
revealed the existence of a locus in diploid and two loci in the tetraploid of each family of ribosomal
genes (5S and 35S). 58S signals are observed in H. pallidum (2x) in centromeric region, and in H.
naudinianum (2x) and H. perrauderianum (4x) in telomeric region. In all three species studied, the
loci 35S are located on satellifere pairs in secondary constrictions and NORs. The majority of bands
CMA" are also DAPI".The similarity of certain chromosome pairs and presence of univalents,
trivalents and tetravalents suggest an autotetraploid origin of H. perrauderianum species.The
genome size of 2C = 1.5 pg in H. pallidum, 3.36 pg in H. naudinianum and 6.64 pg in H.
perrauderianum. The karyotype analysis, organization of heterochromatin, ribosomal genes and
genome size, it can be concluded that H. perrauderianum is nearest of H. naudinianum than H.

pallidum.

Keywords: karyotype; B chromosomes; heterochromatin organization; ribosomal genes 5S

and 35S; meiosis; genome size.
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Introduction

Le bassin méditerranéen est considéré comme l'un des 33 points chauds de trés forte biodiversité
avec le plus grand nombre de plantes endémiques. Cette région a été exposée a une influence
anthropique prolongée rendant sa biodiversité sujette a un changement rapide. La connaissance de la
flore et de la végétation méditerranéenne, leur statut et leur évolution sont d'une importance capitale

pour la valorisation et la conservation de ce patrimoine biologique.

Le genre Hedysarum (légumineuse de la famille des Fabacées) dont la répartition
géographique est tres large, est représenté par plus de 170 especes (Wielgorskaya 1995). Elles
peuvent étre annuelles ou pérennes, diploides ou tétraploides, autogames ou allogames (Baatout et
al. 1991; Boussaid et al. 1995). Le nombre chromosomique chez les diploides est soit 2n = 14

(x=7) soit 2n =16 (x = 8).

Les especes du genre Hedysarum, constituent un patrimoine d'un grand intérét agro-
¢conomique grace a leur qualité fourragere et leur capacité a améliorer la fertilité des sols par la
fixation de 1’azote atmosphérique. Elles peuvent étre ainsi exploitées dans ’amélioration des sols
dégradés, surtout dans les zones arides et semi-arides. Cependant, ces especes restent

insuffisamment étudiées et peu exploitées, particulierement en Algérie.

En Afrique du Nord, on compte 10 especes caractérisées par une diversit¢ importante qui
concerne aussi bien la morphologie que les aires de répartition de leurs peuplements. Toutefois,
elles sont menacées par une érosion génétique incontestable comme en témoigne 1’extinction d’H.
humile L. et la raréfaction d’H. flexuosum L. et H. aculeolatum Munby (Trifi-Farah et Marrakchi
2001, 2002; Hannachi-Salhi et al. 2002). Cette érosion serait accélérée par I’exploitation des

cultures, le surpaturage, la dégradation des sols ainsi que les changements climatiques.

L’Algérie, avec la présence d’au moins neuf taxons dont plusieurs sont des endémiques (H.
perrauderianum Coss. et Durieu et H. naudinianum Coss.) parfois trés localisés comme H.
perrauderianum (Quezel et Santa 1962), est considérée par certains auteurs comme un centre
d’origine de ces taxons (Hannachi-Salhi er al. 2002). La répartition des especes du genre
Hedysarum est particulierement déterminée par la pluviométrie et l'altitude (Abdelguerfi-Berrekia et

al. 1988).



Les taxons endémiques, occupent des aires géographiques plus réduites par rapport aux autres
représentants proches sur le plan systématique et sont donc en général des especes rares. La
sauvegarde du patrimoine génétique des especes rares, relictuelles et endémiques est devenu une
nécessité face aux menaces d’une civilisation de plus en plus envahissante (Richardson 1978 in

Favarger et Siljak-Yakovlev 1986).

Le nombre de chromosomes et les données sur les caryotypes des espéces du genre
Hedysarum sont rares. Quelques chercheurs en Turquie ont contribué a ce sujet avec peu d’especes
telles que H. pannosum, H. syriacum, H. varium...etc (Akpinar et Yildiz 1999; Yildiz et Giicel
2006; Arslan et al. 2012). En Méditerranée, seules les especes H. coronarium L., I'unique espece
fourragere cultivée, H. pallidum Desf. et H. aculeolatum Munby., ont fait I’objet d’une étude
cytogénétique classique (Falistocco et Maurelli 1990; Sadaoui 1999; Benhizia ef al. 2003; Issolah et
al. 2000).

Les objectifs spécifiques de cette étude étaient d’évaluer la diversité intra- et interspécifique
du caryotype chez deux especes diploides et une espece tétraploide endémiques du complexe
Hedysarum L. L’application de techniques classiques et moléculaires nous conduirons a la
détermination du caryotype et sa variabilité potentielle dans plusieurs populations, l'examen de
I’organisation de I'hétérochromatine (Giemsa C-banding et fluorochrome banding), la cartographie
des genes ribosomiques 5S et 35S, la détermination de I’activité transcriptionnelle de I'ADNr par

comptage des nucléoles et I’analyse de la méiose.

H. pallidum a fait ’objet d’une étude cytogénétique classique (Benhizia 2001; Benhizia ef al.
2003), complétée dans ce travail par une étude moléculaire.
Pour la premiere fois, les techniques de cytogénétique classique et moléculaire sont appliquées aux
especes H. naudinianum et H. perrauderianum. Cette derniere a fait I'objet d’une publication

(Benhizia et al. 2013).

La cytogénétique moléculaire offre de nouvelles possibilités dans I'étude de I'évolution
chromosomique et l'organisation du génome, et contribue a une meilleure caractérisation du
caryotype des especes endémiques (Siljak-Yakovlev et Peruzzi 2012). Signalons que cette approche

n’a jamais encore était abordée pour les especes du genre Hedysarum L.



Les données sur la taille du génome des espéces du genre Hedysarum L. sont rares
(lI'information est seulement disponible pour 6 des 170 especes, Akpinar et Yildiz 1999) et
particulierement sur les populations naturelles en Afrique du Nord. En complément a 1’étude
cytogénétique, nous avons mesuré la taille des génomes des espéces étudiées par cytométrie en flux.
La comparaison des valeurs —C constitue une voie naturelle pour expliquer les relations

phylogénétiques au sein de groupes de taxa étroitement apparentés (Bennett ez al. 2000).

Une étude préliminaire de quelques caracteéres palynologiques chez H. naudinianum et H.

perrauderianum a été abordée dans ce travail.

Ce document s’articule de la fagon suivante:

- un premier chapitre présente les données de la littérature sur le complexe Hedysarum L. et les
outils cytogénétiques;

- un second chapitre décrit le matériel végétal et les différentes méthodes de cytogénétique classique
et moléculaire utilisées;

- un troisieéme chapitre annonce les résultats caryologiques et palynologiques obtenus;

- un quatriéme chapitre est consacré¢ a I’analyse fine du caryotype a travers une synthése des
résultats présentée dans une discussion générale;

- la conclusion et les éventuelles perspectives dégagées a partir de ce travail constituent le dernier

chapitre.



Chapitre 1

Synthese bibliographique



1- Description du genre Hedysarum L.

Les especes du genre Hedysarum (famille des Fabacées et tribu des Hedysarées) poussent
spontanément sur des sols variés et dans des conditions climatiques différentes, présentant ainsi une
grande diversité. Ce genre est représenté par plus de 170 espéces réparties a travers I’Europe
tempérée, la région méditerranéenne, 1’Ouest de 1’Asie, la Sibérie et I’Amérique du Nord en allant

de I’Arizona jusqu’au Canada et aux régions Arctiques (Allen et Allen 1981; Wielgorskaya 1995).

Le genre Hedysarum est subdivisé en deux sous-groupes d’especes qui se distinguent par la
morphologie, les régimes de reproduction, les caracteres du caryotype et les origines géographiques.
Le premier groupe inclut les especes alpines, arctiques et asiatiques (2n = 2x = 14 chromosomes), et

le second les especes méditerranéennes (2n = 2x = 16 chromosomes).

En Afrique du Nord, on recense 10 especes dont plusieurs sont endémiques. La Tunisie et le
Maroc comprennent chacune six espéces (Battandier et Trabut 1902; Jahandiez et Maire 1932) et
I’ Algérie comprend neuf especes dont H. naudinianum Coss. et H. perrauderianum Coss et Durieu
endémiques de 1’Algérie, et H. carnosum Dest. et H. pallidum Desf. endémiques de I’Afrique du

Nord (Quezel et Santa 1962).

Hedysarum vient du mot grec Hedys, qui signifie fourrage doux a brouter (Bonnier 1934). Les
plantes appartenant a ce genre sont d’une manic¢re générale constituées d’un appareil souterrain
robuste portant de nombreuses nodosités fixatrices d’azote et d’un systéme aérien a rameaux
dimorphes: tige principale "orthotrope” et ramifications latérales "plagiotropes”. Ces espeéces comme
toutes les autres especes légumineuses fourrageres telles que la luzerne, participent a la fixation des
sols et a leur enrichissement en azote, ainsi qu’a I’alimentation du bétail étant donné que la majorité

d’entre elles sont paturées par les ovins et les bovins.

L’exploitation des especes d’Hedysarum, en Algérie, en tant que plante de paturage, est tres
limitée; alors que dans d’autres pays, tels que I’Italie et I’Espagne, des programmes d’amélioration
conduits particulierement sur I’espéce H. coronarium ont abouti a la sélection de certaines variétés
(Bonciarelli et Monotti 1976). Seules les variétés italiennes ont été introduites en Tunisie et dont les
surfaces de culture sont encore trop limitées (Figier 1982; Hannachi-Salhi et al. 2002; Marghali et
al. 2003). Les especes du genre Hedysarum sont bien adaptées aux sols calcaires et aux bancs

graveleux et rocailleux. Certaines especes poussent jusqu’a 2300 m d’altitude (Allen et Allen 1981).



2- Présentation des espéces étudiées

2-1- Hedysarum pallidum Desf. est une plante vivace, diploide, poussant spontanément en Algérie,
au Maroc et en Tunisie (Endémique Nord-africaine). Elle a une écologie peu marquée et se
rencontre dans des milieux assez divers. En Algérie, H. pallidum se rencontre dans 1’Oranie, le
Constantinois et les Aures. Elle se trouve généralement dans les foréts et les broussailles et présente
des inflorescences en grappe plus ou moins allongées atteignant 10 a 15 cm a la fructification, de
grandes fleurs rosées ou blanches lavées de pourpre, parfois blanches (Quezel et Santa 1962;

Abdelguerfi-Berrekia et al. 1986) (Fig. 1a).

2-2- Hedysarum naudinianum Coss. est une plante herbacée vivace de 12 a 22 cm de hauteur,
diploide, endémique de 1’ Algérie et assez rare. Elle se trouve dans le Tell Constantinois (Monts de
Bibans), dans 1’Algérois (Littoral, Atlas tellien), a Boghar et au Nord de Sétif (Bougaa, Ain Roua).
Des fleurs réunies en grappes allongées, longues de 3 a 28 mm et pourprées. Des fruits en gousses et
des graines de couleur marron clair a fonc¢, a dimensions et poids variables allant de 10.6 a 14.4 g.
Elle pousse spontanément dans les foréts claires sous Pin d'Alep (Quezel et Santa 1962; Bousba

1992) (Fig. 1b).

2-3- Hedysarum perrauderianum Coss. et Durieu (appelée perralderianum par Quezel et Santa
1962), Iégumineuse, a vocation fourragere est une plante tétraploide, vivace de 11.5 a 31.5 cm de
hauteur, endémique de I’Algérie et rare. Elle se trouve uniquement a I’Est de I’Algérie, dans les
régions de Sétif (Bou Thaleb) et Batna (Djebel Tougour, Lambés et Bellesma) (Cosson 1856;
Quezel et Santa 1962; Hannachi-Salhi et al. 2002). Cette espéce pousse spontanément dans les
foréts claires sur marne et préfére des sols moyennement calcaires a tres calcaires. Elle présente des
fleurs en grappes allongées, longues de 7 a 15 mm et purpurines plus ou moins violacées. Les fruits
sont des gousses articulées au nombre d’une graine par article, de couleur marron clair a foncé, a

dimensions et poids variables allant de 9.8 4 10.6 g (Quezel et Santa 1962; Bousba 1992) (Fig. 1c¢).



Figure 1. Photographies, graines et gousses: (a) Hedysarum pallidum Dest.; (b) Hedysarum

naudinianum Coss.; (c) Hedysarum perrauderianum Coss et Durieu.



3- Travaux de cytogénétique réalisés sur le genre Hedysarum L.

L’organisation chromosomique du genre Hedysarum est mal connue, les publications sur ce sujet
sont rares et mettent en évidence 1’existence d’une variabilité du nombre chromosomique (2n = 14,
16, 17, 18, 28, 32, et 48). En effet, les dénombrements chromosomiques varient de 2n = 14 (H.
alpinum; H. arcticum; H. boutignyanum; H. caucasicum; H. hedysaroides; H. neglectum; H.
obscurum et H. vicioides) a 2n =28 (H. alpinum; H. articum et H. obscurum) en passant par 2n = 16
(H. alpinum; H. dasycarpum; H. makensi et H. macranthum) (Moore 1971). Selon Bolkhoskikh et
al. (1974), ’espece H. setigenum est a 2n = 48 et I’espece H. mackensii présente deux nombres

chromosomiques 2n= 16 et 2n = 17.

Le niveau diploide (2n =2x =16 chromosomes) chez deux populations naturelles et une variété

italienne d’H. coronarium a été confirm¢ par Falistocco et Maurelli (1990).

Beji (1976, 1980) et Beji ef al. (1991) ont étudié les relations évolutives dans le genre Hedysarum
par des essais sur la tétraploidie induite expérimentalement. Ces mémes auteurs ont signalé¢ que H.
pallidum est I’'unique espéce du genre connue en Tunisie qui présente a la fois des populations

spontanées diploides 2n = 2x =16 et tétraploides 2n = 4x = 32.

Le nombre chromosomique et le caryotype de quelques especes turques du genre Hedysarum
comme H. syriacum Boiss et H. pannosum Boiss. sont établis pour la premicre fois par Akpinar et
Yildiz (1999); Yildiz et Giicel (2006) et Arslan et al. (2012). Ces auteurs ont mis en €vidence

I’existence de deux nombres chromosomiques 2n = 2x = 14 et 2n = 2x = 16.

Pour ce qui est des especes algériennes, la plupart des travaux sont anciens et d’ordre
systématique (Cosson 1856; Munby 1866; Pomel 1874; Battandier et Trabut 1902; Maire 1955;

Quezel et Santa 1962). Les travaux récents sont limités et se résument a ce qui suit:

Une ¢étude menée sur 30 populations et 08 especes de ce genre montre que le nombre
chromosomique est de 2n =2 x = 16, a I’exception d’Hedysarum pallidum Desf., qui présente deux
nombres chromosomiques 2n = 16 et 2n = 18 (Abdelguerfi-Berrekia 1985; Abdelguerfi-Berrekia et
al. 1986; Abdelguerfi-Berrekia et al. 1988).

Une étude caryologique réalisée sur une espece endémique Nord-africaine, Hedysarum pallidum

Desf, confirme I’existence d’un cytotype diploide 2n= 16 (n=x=8). Le nombre 2n =18 n’a pas



¢té observé. Des chromosomes B sont observés chez les populations contaminées par I’antimoine

(Benhizia 2001; Benhizia et al. 2003).

Bousba (1992) a contribué a 1’étude morphologique et comparative de deux espéces endémiques de
I’Algérie du genre Hedysarum L. 11 a dénombré 2n = 16 chez H. naudinianum et 2n = 18 et 32 chez

H. perrauderianum.

Sadaoui (1999) a également réalisé une étude caryologique sur une espece endémique de 1’ Algérie,
H. aculeolatum Munby. Cette espéce présente un nombre de chromosomes stable 2n = 2x = 16 chez

I’ensemble des populations étudiées.

Deux nombres chromosomiques 2n = 16 et 2n = 18 ont été observes par Issolah ef al. (2006) chez
des populations de I’espece H. coronarium. D’apres cet auteur, la variation caryotypique existante

serait liée aux facteurs écologiques du milieu d’origine des populations chez cette espece.

Outre une bonne synthese des travaux réalisés sur le genre Hedysarum L. (Benhizia 2001;
Issolah 2006), des travaux plus récents ont été publi€¢s dans le domaine biochimique (Chennaoui et
al. 2007), génétique microbienne (Gharzouli et al. 2012, 2013), écologie microbienne (Torche et al.

2010).

4- Notion d’endémisme

L'endémisme est un terme qui a été utilisé en biologie végétale par De Candolle (1820). Cet auteur a
introduit ce terme pour désigner certains genres, certaines familles ou encore certaines especes qui
n’apparaissaient que dans un lieu précis et nulle part ailleurs. Le terme endémique fait référence a
I’habitat de I’espece: habitat trés localisé (un seul endroit du globe) et habitat caractérisé par des

conditions environnementales particuliéres, spécifiques d’un type de milieu.

Favarger et Contandriopoulos (1961) ont proposé la premicre classification des plantes
endémiques basée sur les données cytotaxonomiques. Les especes endémiques sont classées en
quatre grandes catégories, en fonction du niveau de ploidie: paléoendémiques, patroendémiques,
schizoendémiques et apoendémiques. Contandriopoulos (1962, 1964) a utilisé cette classification
dans son étude de la flore endémique de la Corse. Siljak-Yakovlev et Peruzzi (2012), ont revu cette

classification sur la base de données de cytogénétique classique et moléculaire.



Une espéce est dite endémique strict si on ne 1a retrouve que sur un type d’habitat trés
spécifique (sommets montagneux, prairies calcaires...) et jamais ailleurs. Ce type d’endémisme
résulte principalement d’une restriction du spectre écologique (forte adaptation locale) d’une espéce
en réponse a une intense compétition. Une espéce endémique locale est une espéce que 1’on ne
trouve qu’en un seul endroit, d’aire trés restreinte (une ile perdue au milieu du Pacifique et nulle

part ailleurs) (Anderson 1994).

5- Lignées polyploides

Le terme “polyploidie* a été introduit pour la premiere fois par Winkler en 1916. 11 désigne la
présence de plus de deux lots haploides de chromosomes dans une méme cellule. La formation
d’individus polyploides est un évenement courant dans la nature, et ce processus représente un

mécanisme de spéciation majeur chez les angiospermes (Peer et al. 2009; Wood et al. 2009).

Otto et Whitton (2000), rappellent les trois mécanismes susceptibles d’étre a la source
d’individus polyploides: I’endomitose, la production de gamétes non réduits et la polyspermie. Bien
que le doublement somatique des lots chromosomiques soit possible, il est actuellement admis que
la voie principale conduisant a la formation d’un individu polyploide est la production de gametes
non réduits. Il existe deux grandes catégories de polyploides selon I’origine des génomes qui les

composent:

-les autopolyploides sont des individus issus d’un doublement chromosomique intervenant au
niveau intraspécifique et présentant plus de deux copies d’un méme génome. L’appariement de plus
de deux chromosomes homologues aboutit souvent a la formation de multivalents d’ou une hérédité
polysomique. D’aprés Le Comber et al. (2010), les multivalents peuvent étre a I’origine de gametes
ayant un nombre de chromosomes déséquilibré et donc des problemes de stérilité. La méiose peut

toutefois rapidement se régulariser (diploidisation cytologique) et devenir disomique.

-les allopolyploides sont des individus qui combinent les génomes d’au moins deux espéces
ancestrales (Stebbins 1971). Ils résultent d’une hybridation interspécifique suivie d’une duplication
du génome hybride formé (Ramsey et Schemske 1998). Les allopolyploides segmentaires
correspondent a la formation d’especes issues de I’hybridation de parents ayant en commun des
segments chromosomiques (Leitch et Bennett 1997). Chez les plantes, on estime que plus de 75%

des espéces polyploides sont allopolyploides (Wood et al. 2009).



6- Chromosomes B

Les chromosomes B ont été décrits pour la premiére fois par Pantulu (1960) dans une variété du Mil
cultivée au Soudan. Ils ont été signalés chez plus de 1300 plantes et 500 espéces animales (Jones
1975; Jones et Rees 1982). Ces chromosomes surnuméraires sont généralement de nature
hétérochromatique et suivent leurs propres voies évolutives (Jones 1985). Comme ils ne sont pas
indispensables pour une croissance normale, ils ont été considérés comme non fonctionnels et sans
genes essentiels (Houben et al. 2011). Les chromosomes B peuvent avoir de I’ADN ribosomique,
quelques organisateurs nucléolaires et certains ont une information geénétique qui controle leur

transmission (cas du Riz et Mais) (Cohen et al. 2003, 2008).

Les variations structurales des chromosomes A, comme les translocations, les délétions et les
inversions, peuvent étre a 1’origine des chromosomes surnuméraires, spécialement quand les régions
hétérochromatiques sont affectées. L’autofécondation chez des plantes peut entrainer leur apparition
(Gorenflot et Raicu 1980). Des analyses plus récentes leur suggérent une origine
extrachromosomique (Jones et al. 2008). Plusieurs travaux ont montré que les chromosomes B ont
une vitesse d’apparition ¢levée et que leur nombre augmente d’une génération a I’autre comme chez
certaines especes animales et végétales (Camacho et al. 2002; Lopez et al. 2005) ou ils sont
considérés comme des "¢léments parasites". Cette propriété parasite assure leur survie et leur
propagation dans les populations naturelles, méme contre un gradient d’effets nocifs sur le

phénotype de la plante (Jones 2012).

Les nombreux travaux réalisés sur ces chromosomes ont souvent montré I’existence d’une
corrélation entre leur présence et la distribution écologique des populations. Ainsi, John et Hewitt
(1965), ont établi que les populations de Myrmeleotettix maculatus, présentent plusieurs
chromosomes B dans les régions séches et chaudes, tandis que dans les climats plus humides et plus
froids ces chromosomes ne sont présents qu’en nombre réduit, ou méme absents. Ces auteurs
concluent que les chromosomes B ont un réle dans I’adaptation des organismes aux variations du
milieu. Puertas ef al. (1986) montrent chez le seigle que la fréquence des chromosomes B diminue
quand les conditions leur sont favorables et augmente dans le cas contraire. D’apres ces auteurs, les
chromosomes B se comportent en "égoiste" et n'apparaissent que lorsque cela les avantage. La
présence des chromosomes B a été également corrélée avec la fréquence de crossing-over, une

diminution de la vigueur générale, une stérilité male et une fertilisation préférentielle.
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7- Apport de la cytogénétique

7-1- Caryotype

L’étude des paramétres caryologiques et de I’organisation des chromosomes, peut fournir des
indications évolutives. La technique classique de Feulgen permet de construire un caryotype pour
chaque espece. L’étude des caryotypes se fait généralement en métaphase mitotique ou les
chromosomes sont bien individualisés et présentent la meilleure morphologie. Différents paramétres
interviennent dans la description de la morphologie des chromosomes: la taille, la position du
centromere, la présence de satellites et les constrictions secondaires. D’autres caracteéres sont
¢galement utilisés pour I’é¢tude des caryotypes; la longueur totale des chromosomes, la longueur
relative des chromosomes, I’asymétrie du caryotype mesurée par I'indice d’asymétrie (IAs %), le

rapport de la plus longue paire de chromosomes sur la paire de chromosomes la plus courte.

Différentes méthodes ont été¢ employées pour localiser le centromére, ce qui a engendré
I’apparition de diverses nomenclatures de morphologie chromosomique, cependant la nomenclature

du caryotype la plus consensuelle est celle de Levan ef al. (1964) (Tab. 1).

Le caryotype est représenté par une plaque métaphasique, un caryogramme et un idiogramme.
Le caryogramme qui consiste, a partir d’une photographie d’une cellule en métaphase, a juxtaposer
les chromosomes homologues, par ordre décroissant de longueur. L’idiogramme est la
représentation idéale des chromosomes selon un diagramme établi a partir des mesures statistiques
d’au moins 5 plaques métaphasiques. Il est le plus souvent haploide. Dans le cas ou il existe une
homéologie (non homologie) entre les chromosomes d’une paire, il est souhaitable de présenter un

idiogramme diploide.
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Tableau 1. Nomenclature chromosomique de Levan et al. (1964)

Position Types

du centromere d r le chromosomiques

Point médian 0.0 1.0 50.0 Métacentrique s.s. (M)
Région médiane 0.0-2.5 1.0-1.7 50.0-37.5 Métacentrique (m)
Région submédiane 2.5-5.0 1.7-3.0 37.5-25.0 Submétacentrique (sm)
Région subterminale 5.0-7.5 3.0-7.0 25.0—-12.5  Subtélocentrique (st)
Région terminale 7.5-10.0 7.0 — o0 12.5-0.0 Acrocentrique (t)
Point terminal 10.0 00 0.0 Télocentrique (T)

Bras court (BC); bras long (BL); d = BL — BC; r = BL/BC; Indice centromérique (Ic) = BC/ LT x100; longueur
totale (LT); s.s: sensu stricto.

7-2- Hétérochromatine

La chromatine est la forme sous laquelle se présente I’ADN dans le noyau. Substance de base des
chromosomes chez les eucaryotes, elle existe sous deux états différents de condensation:
I’euchromatine et I’hétérochromatine. Heitz (1928), définit I’hétérochromatine comme les segments
de chromosome qui apparaissent trés condensés et treés colorés, sous forme de chromocentres dans
les noyaux interphasiques. Par contre, I’euchromatine a des états condensés et décondensés, qui
varient en fonction du cycle cellulaire. Les régions hétérochromatiques sont tres riches en séquences
hautement répétées et en ¢léments transposables et ne contiennent pas de genes, alors que les
régions euchromatiques sont plus pauvres en ¢léments répétés mais sont riches en génes (Schmidt et

al. 1995; Samouelian et al. 2009).

Deux types principaux d’hétérochromatine peuvent étre distingués:

- ’hétérochromatine facultative contient généralement des genes qui peuvent étre désactivés par
I’hétérochromatinisation de ’ADN et dont le comportement est différent entre deux chromosomes
homologues.

- I’hétérochromatine constitutive qui fait I’objet de ce travail, est constituée de séquences répétées,
qui généralement n’ont pas de fonction codante, reste condensée en permanence. Elle présente le
méme aspect chez les chromosomes homologues et généralement localisée dans deux régions

principales; prés des centromeres, et dans les télomeres ou les constrictions secondaires (cs) des

12



chromosomes porteurs des organisateurs nucléolaires (NORs- Nucleolar Organizing Regions)
(Stebbins 1971). Selon Siljak-Yakovlev et Cartier (1986), I’hétérochromatine constitutive se trouve
¢galement dans les régions chromosomiques intercalaires (cas du complexe Crepis praemorsa). Un
bras entier de chromosome et méme un chromosome entier peuvent étre hétérochromatinisé tels que

les chromosomes sexuels du palmier dattier (Siljak-Yakovlev et al. 1996).

Différentes techniques de coloration ont été développées de fagon a révéler des bandes
caractéristiques sur les différents chromosomes et a pouvoir les identifier. La technique de
coloration différentielle au Giemsa (C-banding) permet de visualiser I’hétérochromatine constitutive
sur les chromosomes, quelle que soit sa constitution moléculaire, tandis que les fluorochromes,
comme la chromomycine (CMA), et le 4°,6- diamidino-2-phenylindole (DAPI)/Hoechst, révelent
I’hétérochromatine riche en bases GC ou AT, respectivement (Schweizer 1976).

En général, le profil de coloration ou "banding pattern” est identique pour les chromosomes
homologues d’une garniture chromosomique. Les changements dans le profil de I’hétérochromatine
(remaniements chromosomiques) qui concernent la quantité¢, la position et le type

d’hétérochromatine peuvent apparaitre lors de 1’évolution chromosomique (Sumner 1990).

La fonction de I’hétérochromatine demeure encore obscure. L’hétérochromatine ferait partie
de la famille grandissante des structures génétiques égoistes. Cependant, sa présence dans le
génome, a un moment précis, peut étre a I’origine des remaniements chromosomiques importants au
cours de I’évolution d’un groupe d’espéces proches comme c’est le cas des genres Reichardia,
Crepis et dinarica (Siljak-Yakovlev 2000). Cet auteur considére I’hétérochromatine comme un
marqueur de différenciation intra et interspécifique. Elle a aussi la fonction de protection des zones
vitales du génome (organisateurs nucléolaires et centroméres), et aurait un role dans I’adaptation des

plantes a des conditions de milieu difficiles.

7-3- Génes ribosomiques

Deux familles de génes ribosomiques sont les plus étudiés chez les angiospermes. Il s’agit des genes
5S dont la fonction n'est pas tout a fait connue et 35S contrdlent la formation des nucléoles. Grace a
leur fonction de formation de nucléoles, les régions chromosomiques correspondantes sont connues
sous le nom "d'organisateurs nucléolaires" ou NORs. Ces genes sont présents dans le génome des
plantes en un nombre variable de copies en tandem, se trouvant dans un ou plusieurs loci. Les deux
types d'ADNr sont classés parmi les séquences répétées d'ADN génomique de taille moyenne. Les

unités codantes pour les deux familles sont hautement conservées dans tout le régne végétal et sont
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souvent portées par des chromosomes séparés. Il existe un exemple de leur colocalisation chez les

plantes supérieures (Garcia et al. 2007, 2009, 2010).

Le nombre et la localisation des genes ribosomiques sont détectés par la technique
d'hybridation in situ (FISH). Cette méthode est une application au matériel cytologique des
techniques de biologie moléculaire utilisées pour les hybridations d’ADN in vitro. Ces techniques
utilisent 1'une des propriétés des acides nucléiques: la réassociation spécifique d’une molécule
d’ADN simple brin marqué appelé sonde en solution, avec sa séquence complémentaire, appelée
cible. Dans la méthode d’hybridation in situ sur chromosomes, 1’acide nucléique cible est fixé dans

sa situation originelle au sein du chromosome.

Les genes ribosomiques permettent, en tant que marqueurs, d’identifier des chromosomes,
apporter des informations utiles sur le plan phylogénétique au sein d'un complexe d'especes proches

et dans I'étude de I'évolution du génome.

8- Taille du génome

La cytométrie en flux (CMF) est une technique communément utilisée chez les plantes pour
déterminer la taille et la composition en bases GC et AT du génome nucléaire (Siljak-Yakovlev et
al. 2002), estimer le niveau de ploidie (Kamaté et al. 2001) ainsi que pour la vérification de 1’état
hybride des plantes (Pires et al. 2004). La comparaison des valeurs —C constitue une voie naturelle
pour expliquer les relations phylogénétiques et la systématique au sein de groupes de taxa

étroitement apparentés (Bennett ef al. 2000).

La technique de cytométrie en flux a été utilisée au début des années soixante comme méthode
de numération cellulaire. Depuis les années 70, I’amélioration des techniques et I’augmentation de
la précision de la détection ont permis d’utiliser la CMF pour mesurer des signaux émis par des
constituants intracellulaires. Elle permet 1’analyse de nombreux constituants cellulaires
(chromosomes, acides nucléiques, lipides, protéines), d’organites isolés (noyaux, mitochondries,
plastes), ou de certaines fonctions cellulaires (viabilité, activités enzymatiques, genes rapporteurs,
activités ioniques...). L’intérét particulier de cette technique réside dans le fait qu’elle est rapide, ne
nécessitant pas de préparation complexe de I’échantillon et qu’elle procure des résultats d’une
grande précision. En quelques minutes, plus de 2000 noyaux de 1’échantillon sont extraits, colorés et

analysés (Brown et al. 1991).
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Le cytometre en flux (Fig. 2) se compose d’un systéme fluidique, d’un systéme optique et
d’un systéme électronique. Les noyaux a l'intérieur desquels un fluorochrome est fixé de fagon
spécifique sur I’ADN sont entrainés dans une veine liquide au travers de laquelle ils défilent devant
un faisceau laser. Une source lumineuse d’une longueur d’onde choisie traverse ces éléments et
provoque I’émission par le fluorochrome d’un signal lumineux qui est per¢u et analysé par un
systéme optique adapté. Le systéme optique est composé d’une source lumineuse, de filtres et de
détecteurs (les photomultiplicateurs). Le systéme électronique met en forme ces signaux lumineux,
les digitalise, et ¢labore les histogrammes. L’axe des abscisses de ces histogrammes qui sont
monoparamétriques correspond a D'intensité de fluorescence des noyaux (exprimé en unités

arbitraires), I’axe des ordonnées indique le nombre de noyaux mesurés.

Figure 2. Représentation schématique d’un cytométre en flux (Brown et al. 1991).
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Chapitre 2

Matériel et méthodes



1- Matériel

Le matériel d’étude (graines et boutons floraux) provient de trois (3) espéces endémiques d’origine
algérienne poussant dans des conditions naturelles: Hedysarum pallidum Desf., Hedysarum
naudinianum Coss. et Hedysarum perrauderianum Coss. et Durieu. La récolte a été réalisée entre
2004 et 2007 par Benhizia H. et Benhizia Y., pendant le printemps et 1’été (avril et mai pour les
boutons floraux, juin et juillet pour les graines). L’identification des espéces a été faite sur la base

de la flore d’Algérie de Quezel et Santa (1962).

Sur la carte géographique (Fig. 3) sont situées les zones de prélevements des especes
¢tudiées. Le site du préleévement des populations contaminées d’H. pallidum se situe a 3 Km au
Nord de la région de Ain Babouche (Oum El Bouaghi). Cette région est dominée par le Djebel
Hamimat (point culminant a 1039 m), les plaines occupent le reste de la région (850 a 950 m
d’altitude) (Benhizia ef al. 2003). La figure 4 indique en détaille les points de prélevements des
populations d’H. naudinianum et d’H. perrauderianum.

L’origine géographique des populations, I’étage bioclimatique et les dates de récolte du matériel

végétal sont regroupés dans le tableau 2.

La taille des populations d’H. perrauderianum varie selon leur localisation. Les populations 1,
2, 3 et 4 (P1-P4) récoltées en bord de route, comptent 7-40 individus selon la population.
Populations 5 et 6 (P5-P6) provenant d’une forét claire de Pin d’Alep (Pinus halepensis Miller),
comptent 50 a 100 individus. Selon la particularité de chaque population, le nombre d’individus

récoltés varie de 5 a 20. Les populations contaminées d’H. pallidum présentent trés peu de pieds.
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Tableau 2. Origine géographique et étage bioclimatique des especes étudiées.

Especes Nombre.de Zone de prélévement Localisation Altitude Latitude/Longitude Et age D,ate de
Populations (m) bioclimatique récolte

35°36°19.1” N, 7°25°56.3”E

Hedysarum Ain Babouche . . 35°44°47.9” N, 7°10°43.7"E .

pallidum 4 (Diebel Hamimat) ~ Ovm El Bouaghi 8302950 350581847 N, 7014717.0°F  Scmiaride 2007
35°58°23.1” N, 7°07°38.5”E

Hed Ain Sfa Nord Sétif 36°19°40.0” N, 5°14°55.5”E ~ Sub humide 2004

i 3 Ain Roua Nord Sétif 900 36°19°58.9” N, 5°13°37.6”E  Subhumide 2004

naudimanm Maoklane Nord Sétif 36°22°57.4” N, 5°03°55.3”E  Sub humide 2005
35°49°04.5” N, 5°08°51.8”E
35°49°04.5” N, 5°09°15.5”E

Hedysarum Sud Ouest Sétif 35°49°15.3” N, 5°10°06.8”E o 2005

perrauderianum 6 Ouled Tebane (Djebel Boutaleb) 1600 35°49°18.9” N, 5°10°31.5”E Semi aride 2007

35°49°19.9” N, 5°10°40.6”E
35°49°21.8” N, 5°10°47.1"E




2- Méthodes
2-1- Etude de la mitose

- Germination des graines

Aprés scarification manuelle, pour lever la dormance tégumentaire, les graines sont mises a germer
a température ambiante dans des boites de Pétri tapissées de papier filtre imbibé d'eau distillée. La
durée de la germination varie de 3 a 5 jours selon I’espéce. Un séjour préalable a basse

température (4°C) augmentait le pourcentage de germination de la nouvelle récolte.

- Prétraitement

Nous avons déterminé la période de la journée pendant laquelle le coefficient mitotique était le
plus important; celle-ci se situe le plus souvent entre 8h et 11h. Plusieurs tentatives ont été faites
pour déterminer les substances cytostatiques et la durée de prétraitement convenant le mieux au
matériel étudié. Pour bloquer les divisions cellulaires au stade métaphase, les racines de longueur
comprise entre 1 et 1.5 cm, sont prélevées le matin et plongées dans une solution de colchicine
(0.05%) (Annexe 1) pendant 2h 30min a température ambiante ou dans une solution de 8-

hydroxyquinoléine (0.002%) (Annexe 1) pendant 3 heures, a I’obscurité, a 16°C.

- Fixation et conservation
Les racines sont ensuite fixées dans de 1’éthanol acétique (3:1; V/V) pendant 24 a 48h a 4°C. Le

matériel prétraité et fixé peut étre conservé plusieurs mois dans de I’alcool a 70% a 4°C.

Le préléevement, le prétraitement, la fixation et la conservation des méristémes racinaires
sont des étapes communes a toutes les techniques de cytogénétique qui seront décrites dans les

paragraphes suivants.

2-1-1- Techniques de cytogénétique classique
2-1-1-1- Coloration de Feulgen

- Hydrolyse

Apres rincage a 1’eau distillée, les pointes racinaires sont hydrolysées dans une solution d’acide
chlorhydrique (HC1 1N) a 60°C pendant un temps variable selon 1’espéce étudiée (10 & 15min).
L’hydrolyse a pour but de ramollir les méristémes et de libérer les groupements aldéhydes de

I’ADN. Elle facilite, par ailleurs, 1’écrasement et 1’étalement des cellules.

19



- Coloration

La coloration est réalisée selon la technique de Feulgen et Rossenbeck (1924). Les extrémités
racinaires sont colorées au réactif de Schiff (Annexe 1) durant 30min a 3h a I’obscurité et a la
température ambiante. Les groupements aldéhydes, libérés par 1’hydrolyse, mis en présence du

réactif de Schiff, donnent une couleur rouge aux chromosomes.

- Ecrasement

L’écrasement est effectué selon la méthode d’Ostergren et Haneen (1962). Les apex colorés sont
sectionnés et déposés sur une lame dans une goutte de carmin acétique a 1% (Annexe 1) ou bien
dans de I’acide acétique a 45%. La préparation est recouverte d’une lamelle et écrasée doucement
en tapotant a 1’aide d’une tige en bois. L’étalement peut étre accentué par un léger chauffage en

passant rapidement la lame au dessus d’une flamme.

- Montage
Le montage des lames est réalisé selon la technique de Conger et Fairchild (1953). Pour obtenir
des préparations permanentes, les lamelles sont décollées a la neige carbonique, rincées a 1’éthanol

absolu et séchées a I’air libre pendant 24h. Les lames sont ensuite montées au Depex.

L’analyse du caryotype est basée sur la méthode de Levan et al. (1964). Les mesures (en
mm) des longueurs des bras longs et des bras courts des chromosomes sont faites sur des
photographies de six plaques métaphasiques rigoureusement sélectionnées et appartenant a
différents individus de la méme population. Par la suite, la longueur réelle des chromosomes est
calculée en micrometre. La position et I’épaisseur des bandes hétérochromatiques sont définies par
les distances entre le centromeére et les bords inférieurs et supérieurs de chaque bande. Les
chromosomes sont classés par ordre décroissant. L’asymétrie liée a la morphologie des
chromosomes est évaluée par I’indice d’asymétrie IAs% selon la formule d’Arano et Saito (1980):
[As% = 100 x (somme des longueurs des bras longs)/ (somme des longueurs totales). Les valeurs
de l’indice d’asymétrie sont comprises entre 50 et 100%. L’asymétrie liée a la taille des
chromosomes (R) est évaluée par le rapport entre la plus grande et la plus petite des paires

chromosomiques.

2-1-1-2- Coloration différentielle au Giemsa (C-banding)

La coloration différentielle au Giemsa (C-banding) pour 1’étude structurale des chromosomes est

réalisée en appliquant la technique développée par Falistocco et Maurelli (1990) sur I’espéce H.
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coronarium L., a laquelle nous avons apporté quelques modifications. Jusqu’a 1’hydrolyse, les

étapes sont identiques a celles de la coloration de Feulgen.

- Les pointes racinaires sont écrasées dans une goutte d’acide acétique a 45% (solution
fraichement préparée) entre lame et lamelle.

- Les préparations sont observées au microscope (contraste de phase de type Zeiss) pour s’assurer
de la présence des plaques métaphasiques.

- Les lamelles sont décollées a la neige carbonique et les lames rincées a 1’éthanol, sont mises a
sécher pendant au moins une nuit a température ambiante.

- Apres séchage, la dénaturation est effectuée dans une solution saturée d’hydroxyde de baryum
Ba(OH),, pendant Smin pour perrauderianum et 10min pour naudinianum a 45°C. Cette étape
permet la séparation des deux brins d’ADN de chaque chromosome.

- Les lames lavées a I’eau distillée, subissent la renaturation dans le tampon 2 x SSC (Salt Sodium
Citrate) (Annexe 1) a 60°C au bain-marie pendant 30min pour perrauderianum et 15 a 20min pour
naudinianum, suivie d’un ringage a I’eau de robinet et dans ’alcool a 95%. C’est I’étape de la
réassociation des deux brins d’ADN.

- La coloration est obtenue par immersion des lames dans une solution de Giemsa a 3% dans le
tampon phosphate a pH 6.8 pendant 20min a température ambiante. Chimiquement ce sont des
liaisons qui se forment entre ’ADN et les composants de Giemsa.

- Les lames sont enfin rincées a 1’eau distillée pour éliminer 1’exces de colorant, séchées pendant

une nuit puis montées au Dépex.

L’ hétérochromatine constitutive (partie de la chromatine) détectée par le Giemsa, a été aussi

révélée avec le 4°,6 diamidino-2-phenylindole (DAPI) utilisé apres la FISH.

L’observation des lames colorées au Feulgen et au Giemsa est réalisée au microscope
photonique (x10 et 100). Les photographies sont prises par un microscope Orthoplan de type Zeiss

Axioscop munie d’une caméra CCD Sony.

2-1-2-Techniques de cytogénétique moléculaire

Pour le fluorochrome banding et la FISH, il est nécessaire de travailler sur des plaques
métaphasiques libérées des parois pectocellulosiques et du cytoplasme. Pour cela nous préparons

des protoplastes.
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La technique de préparation des protoplastes appliquée est celle de Geber et Schweizer
(1987) légérement modifiée pour notre matériel. Les racines sont rincées 10min dans le tampon
citrate 0.01 M et pH 4.6, et digérées 15 a 30min (selon I’espéce) a 37°C dans 200 pl de solution
enzymatique R [4% cellulase R10 (Onosuka Yakult Honsha Co. Tokyo, Japan), 1% pectolyase Y-
23 (Seishin Co. Tokyo, Japan) et 4% hemicellulase (Sigma Chemical Co.)] (Annexe 2). La
digestion a pour but d’éliminer la paroi cellulaire, le cytoplasme et de libérer les noyaux
interphasiques et les chromosomes plus ou moins condensés. C’est une étape critique et difficile a
maitriser. La durée de digestion ne doit pas €tre trop courte, sans quoi les chromosomes sont
encore entourés d’un voile de cytoplasme qui les rend inaccessibles aux sondes d’ADN utilisées,
ni trop longue sous peine de dégrader les chromosomes. Les protoplastes sont obtenus en utilisant

deux méthodes:

Méthode 1: apres digestion, les pointes racinaires sont récupérées sous la loupe binoculaire et
placées sur des lames dans une goutte d’acide acétique a 45% fraichement préparé. A ’aide d’une
aiguille, la pointe est dilacérée finement puis couverte d’une lamelle et écrasée 1égérement afin
d’étaler les cellules. Les lames sélectionnées sont placées a -80°C. Apres délamellation, les lames
sont laissées sécher au moins 24 h avant utilisation. Cette technique est préconisée dans le cas ou

le matériel végétal n’est pas abondant ou si les divisions cellulaires sont rares.

Méthode 2: préalablement digérées par des enzymes pectocellulosiques, la solution enzymatique
est centrifugée Smin a 4000 tr/min puis enlevée délicatement a I’aide d’une pipette Pasteur. Les
protoplastes en suspension obtenus sont lavés trois fois dans 100 pl de tampon citrate
(centrifugation entre chaque lavage) et fixés dans 50 pl d’éthanol acétique (3:1; V/V). Une goutte
de la suspension fixée est déposée sur une lame propre, laissée sécher a I’air et conservée a

température ambiante jusqu’a utilisation.

L’observation des plaques métaphasiques est effectuée au microscope a contraste de phase
(x10 et 40), et le repérage des meilleures plaques a ’aide d’une lame graduée (England finder de

chez Oxford instruments).
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2-1-2-1- Marquage des bases GC par coloration a la chromomycine A3 (Fluorochrome

banding)

Pour détecter les régions d’ADN riches en bases GC, la coloration a la chromomycine Az (CMAj3)
est effectuée selon la méthode de Schweizer (1976) avec de légeéres modifications (Siljak-
Yakovlev et al. 2002). Pour réhydrater la préparation, on dépose sur la lame plusieurs gouttes du
tampon Mcllvaine pH 7 (Annexe 2) additionné de MgS04 a 0.005 M pendant 15 ou 10min. On
¢limine le tampon avant de déposer une grosse goutte de chromomycine Az (0.2 pl/ml). (Annexe
2). On laisse colorer pendant 1h a ’obscurité puis on rince rapidement avec le méme tampon avant
d’effectuer une contre coloration par du vert de méthyle (0.1% dans le tampon Mcllvaine a pH
5.5) pendant 10min a I’obscurité également. Les préparations sont ensuite rincées avec le méme

tampon, drainées puis montées dans une goutte de Citifluor AF1 (Agar Ltd).

Les lames colorées a la chromomycine ont été décolorées dans un fixateur (3:1; V/V
d'é¢thanol: acide acétique glacial), déshydratées dans une série de bains d'éthanol a concentrations
croissantes (70%, 90%, 100%) (3min/chaque bain), séchées a température ambiante pendant au

moins 12h, et ensuite utilisées pour I’hybridation in situ par fluorescence.

2-1-2-2- Hybridation in situ par fluorescence

La FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) repose sur la capacit¢ des fragments d’ADN
marqués par un ou plusieurs fluorochromes, employés comme sondes, de s’hybrider avec un ADN
complémentaire présent dans des cellules fixées et observées en microscopie photonique a

fluorescence.

- Préparation des sondes

Nous avons hybridé in situ deux types de sondes pour localiser les sites d’ADN ribosomal: la
sonde d’ADNr 35S est un clone d’un fragment EcoRI de 4 kb contenant une partie de I’ADNr
(35S) d’Arabidopsis thaliana. La sonde d’ADNr 58S est un clone pTa794 contenant un fragment
BamH1 de 410 pb du géne 5S provenant du blé (Gerlach et Dyer 1980). Les sondes 5S et 35S ont
¢té marquées respectivement avec les fluorochromes digoxigenine-11-dUTP (vert) (Roche
Diagnostics) par la technique de Réaction de Polymérisation en Chaine (PCR), et cyanine (CY3:
rouge) (Amersham) par la technique enzymatique Nick-Translation en suivant les instructions du
fabricant du kit Amersham. L’hybridation in situ ADN/ADN est réalisée selon la méthode de

Heslop-Harrison ef al. (1991) avec de légéres modifications.
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- Traitement des protoplastes

Dans le cas ou les lames sont préparées depuis deux semaines, pour bien conserver la morphologie
des chromosomes, une re-fixation dans 1’éthanol acétique (3:1; V/V) pendant 10min est conseillée.
Les lames sont ensuite traitées a la RNase (Annexe 2). Les lames recoivent 200 ul de solution et
sont recouvertes d’une lamelle plastique. Elles sont placées dans une chambre humide imbibées de
tampon 2 x SSC, et laissées incuber pendant 1h, dans une étuve a 37°C. Apres 3 lavages de Smin
chacun a température ambiante dans du 2 x SSC, les lames sont placées 2min dans une solution
d’HCl 0.01M, puis traitées avec 60 ul de solution de pepsine (Annexe 2) et recouvertes par une
lamelle plastique pendant Smin (selon I’espece et la quantité de cytoplasme). La pepsine libere les
chromosomes d’une partie des protéines par digestion et les rend plus accessibles a la sonde. Si les

chromosomes sont sans cytoplasme, le traitement a la pepsine n’est pas nécessaire.

Les lames sont ensuite lavées 3 fois/ Smin dans une solution de 2 x SSC a température
ambiante. Elles sont déshydratées dans une série de bains d’éthanol froid (-20°C) a concentrations
croissantes: 70%, 90% et 100% (3min chacun) puis mises a sécher a température ambiante en
position verticale au moins 30min (ne jamais dépasser 2h). Pendant ce temps, nous préparons la

mixture de sondes d’hybridation dont la composition est reportée dans le tableau 3.
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Tableau 3. Composition du mélange d’hybridation

Produits Quantité pour Quantité pour Concentration Roles
1 lame (pul) 9 lames (pl) finale
Formamide pur 25 225 50% Améliore la dénaturation
Dextran sulfate 10 90 10% m/v Forme un réseau autour de la sonde
SDS 10%* 3 27 0.1% m/v Détergent
Sperme de saumon 1.5 13.5 250 ul/mg Bloq}le les 51t’e§ pour éviter les
fixations aspécifiques
20 x SSC 5 45 Solution saline
g.s.p.a S
H,0 pure Izie Volu(;ne 3] Or,te dépend du volume
déterminer ¢ sonde ajoute
ADN 358 9 Sonde préparée par Nick-Translation
20 a 30 ng/lame
ADN 58S 9 Sonde préparée par PCR
Volume final 50 450

g.s.p: quantité suffisante pour, (x): préparé dans 1’eau ultra pure.

- Dénaturation de la sonde
Le mélange d’hybridation est placé 10min a 70°C (70% formamide dans 2 x SSC) afin de
dénaturer les sondes puis refroidit immédiatement dans de la glace pendant au moins Smin. Les

sondes peuvent tre aussi dénaturées en méme temps que les chromosomes.

- Hybridation

L’hybridation est réalisée en déposant 50 pl du mélange de la mixture de la sonde dénaturée par
lame et on recouvre le tout d’une lamelle plastique. Les lames sont placées dans une boite
hermétique mise dans un bain-marie a 72°C pendant 10min afin de dénaturer les chromosomes,
S5min a 55°C, puis incubées toute une nuit dans une chambre humide a 37°C, température
d’hybridation (le temps d’incubation peut varier jusqu’a quatre jours afin que les chromosomes et

les sondes se renaturent et s’hybrident).
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- Lavages
Les lavages sont destinés a débarrasser les lames de I’ADN sonde non hybridé spécifiquement. Ils
sont réalisés a température ambiante et a 42°C. Une température plus élevée augmente la
spécificité d’hybridation, mais diminue I’intensité du signal fluorescent. Sous agitation lente, une
séric de lavages de stringence est alors pratiquée (la composition des solutions de lavage est
donnée en annexe 2):

- 3min dans du 2 x SSC a température ambiante,

-3 x Smin dans du 2 x SSC a 42°C,

- 2 X S5min dans du formamide a 20% 2 x SSC a 42°C,

- Smin dans du 0.1 x SSC a 42°C,

-3 x Smin dans du 2 x SSC a 42°C,

- Smin dans du 4 x SSCT a 42°C,

- Smin dans du 4 x SSCT a température ambiante.
Apres le dernier lavage, les lames sont drainées sur un papier buvard et laissées sécher quelques

instants a température ambiante.

- Traitement des lames avec un tampon de détection (préparé extemporanément)

Les lames sont traitées avec un tampon de détection; 100 pl/lame de BSA 5% (Bovine serum
albumin) (Annexe 2). Les préparations sont recouvertes d’une lamelle plastique pendant Smin a
température ambiante puis I’excés de BSA est ¢liminé sans ringage et la lamelle est enlevée

délicatement.

- Détection avec ’anti-digoxigénine-fluorescéine

Les sondes marquées sont détectées avec de I’anti- digoxigénine conjugué a la fluorescéine. On
prépare la solution d’incubation en mettant 6 pl anti-digoxigénine dans 444 pl de tampon de
détection BSA 5%. On dépose 50 pl de cette solution par lame, puis on la recouvre d’une lamelle
plastique. Les lames sont incubées a 37°C pendant 1h dans une chambre humide. Trois (3) lavages

de 5min chacun dans du 4 x SSC sont réalisés sous agitation lente et a température ambiante.

- Contre-coloration
La contre-coloration est destinée a colorer entierement les chromosomes. Les préparations sont
contre colorées par du DAPI a 2 pl/ml dans le tampon Mcllvaine & pH 7, pendant 10 a 20min. Un

ringage est ensuite effectué avec du 4 x SSCT. Les lames sont ensuite montées dans une goutte de

26



Citifluor AF,. Les préparations peuvent étre montées directement dans un milieu de montage
(Vectashield) contenant le DAPI. Dans ce cas la contre coloration au DAPI n’est pas nécessaire.
Une lamelle de verre est délicatement posée au dessus en évitant la formation de bulles.
L’excédent de liquide est éliminé en pressant doucement la lame a travers le papier filtre (une
couche trop épaisse de milieu de montage rend la mise au point au microscope trés difficile,

surtout a I’objectif 100). Les lames sont ensuite scellées avec du Rubber Cement.

- Observations

Les observations sont effectuées a 1’aide d’un microscope a épifluorescence Zeiss Axiophot équipé
d’un coulisseau portant les filtres d’excitation et d’émission adaptés aux fluorochromes utilisés: 07
pour la chromomycine Ajs (excitation 436-460 nm, émission > 520 nm); 01 pour le DAPI
(longueur d’onde d’excitation de 365 nm et d’émission > 397 nm); 09 (excitation 490 nm,
émission 525 nm) pour les marquages de ’ADNr 35S et le filtre 15 (excitation 540-560 nm,
émission 580nm) pour les marquages de I’ADNr 5S. Les signaux d’hybridation sont analysés en
utilisant une caméra CCD de haute sensibilité (Princeton Instrument, Evry, France) couplée a un
logiciel d’acquisition et de traitement d’images (Metavue). Deux images sont prises pour chaque
champ de vue: une image de d'ADN 35S (en rouge) et une image de ’ADNr 5S (en vert). Les
deux images (rouge et verte) sont superposées.

Un récapitulatif du principe de la technique de I’hybridation in situ est représenté en annexe 2.

2-1-3- Coloration au nitrate d’argent

La coloration au nitrate d’argent permet de dénombrer les nucléoles qui indiquent I’activité
transcriptionnelle des génes 358S. Elle est réalisée selon la méthode proposée par Howell et Black
(1980) avec une modification mineure. Les jeunes racines sont rincées a 1’eau distillée 5 fois
jusqu’a I’élimination totale du fixateur et plongées dans une solution de nitrate d’argent (AgNOs) a

7.5%, pH 5.5 a 60°C pendant toute une nuit.

La révélation s’est effectuée dans le mélange hydroquinone 1% et formaldéhyde 10 % (V/V)
pendant 15min jusqu’a ce qu’elles deviennent jaune marron. Les racines sont rincées a I’eau
distillée et écrasées dans 1’acide acétique a 45%. Le nombre de nucléoles est déterminé chez cinq
individus pour chacune des populations et 50 noyaux en interphase pour chaque individu sont

observés au microscope photonique.
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2-2- Etude de la méiose

Les comportements méiotiques sont analysés au niveau des cellules meéres des grains de pollen
(CMP) afin de déterminer les associations chromosomiques et de noter les anomalies. La méiose
est généralement observée dans la partie médiane des inflorescences en grappe. La gamétogenése
est asynchrone au niveau de la grappe. Les meilleurs moments de prélévement, a forte activité
méiotique, sont réalisés en début de matinée (température fraiche et humidité élevée). Les jeunes
boutons floraux sont fixés dans la solution de Carnoy I (Ethanol-acide acétique 3:1; V/V) pendant
48h et conservés a I'éthanol a 70% a 4°C. Apres lavage, une hydrolyse acide est réalisée pendant 1
a 3min dans une solution d’HCI 1IN a 60°C. La coloration des boutons floraux se fait dans le
réactif de Schiff pendant une demi-heure a ’obscurité et a température ambiante ou dans du
carmin acétique a 1%. Le montage est effectué apres dissection des antheres sous loupe
binoculaire. L’observation des lames et la prise des photographies sont réalisées de la méme

maniére que pour la coloration au Feulgen et au Giemsa.

2-3- Test de viabilité et mesure des grains de pollen

La viabilité est analysée sur du pollen prélevé avant I’anthése en saupoudrant délicatement des
lames par agitation des étamines. Les grains de pollen des fleurs sont mis entre lame et lamelle,
dans une goutte de carmin acétique. Ce dernier colore le pollen fertile en rose (structure normale)
et le pollen non viable (considéré comme avorter car dépourvu du cytoplasme) reste transparent.
Ce test est surtout utilisé pour observer la présence ou I’absence du pollen avorté, souvent plus

petit et plus léger que le pollen normal.

Le dénombrement des grains de pollen est réalis€ au microscope photonique (x10).
L’observation a porté sur 300 grains de pollen par fleur. Cinq pieds par population ont été ainsi
traités. La viabilité pollinique est exprimée en pourcentage (V%) par le rapport du nombre de
grains de pollen viables (NGPV) sur le nombre total de grains de pollen viables et non viables
(NGPT):

V% =100 x ( NGPV/ NGPT)
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- Mesure du pollen

La méthode de Wodehouse (1935) est utilisée pour s’assurer de I’abondance relative des grains de
pollen et de leur état dans chaque échantillon prélevé. Le pollen est lavé plusieurs fois dans
I’alcool absolu directement sur la lame, puis monté dans la gélatine glycérinée colorée par la

fuschine.

Les préparations du pollen montées dans la gélatine glycérinée se conservent de facon
durable, mais il est fortement déconseillé d’entreprendre les mesures avant la stabilisation
définitive du volume des grains de pollen. Il est connu que les grains de pollen continuent a
gonfler dans le milieu de montage pendant un certain temps. Ce temps de "maturation” peut varier
d’une espece a ’autre et dans les meilleurs des cas, il faut attendre au moins 4 semaines avant de
commencer les mesures (Reitsma 1969 in Siljak-Yakovlev 1986). Faegri et Deuse (1960) ont
démontré qu’un long séjour dans la gélatine glycérinée peut entrainer un gonflement de I’ordre de
10% au moins du diamétre de certains grains. Pons et Boulos (1972) ont trouvé 8 a 9% de
différence entre les mesures effectuées juste apres le montage et celles faites un mois plus tard. Les
mémes auteurs indiquent que ce gonflement peut s’étaler sur quatre mois. En outre, la taille du
pollen change et se trouve directement proportionnelle au taux de compression imposé au grain par

la lamelle.

La terminologie utilisée pour la description des grains de pollen est celle d’Erdtman (1952)
et de Punt ez al. (1994) dont les principaux termes sont reportés dans 1’annexe 4. Elle concerne:
- la forme et la symétrie du grain de pollen,
- les dimensions de 1’axe polaire (P) et de ’axe équatorial (E),
- le nombre des apertures.
Des mesures effectuées sur les grains de pollen ont contribu¢ a leur identification. L’axe polaire
(P) et ’'axe équatorial (E) sont mesurés sur 50 grains pour pouvoir calculer la moyenne. Les
observations et les photographies sont réalisées avec un photomicroscope type LEICA DM4000 B
LED (x10). Les mesures sont effectuées avec un logiciel Méta Morph MM AF 1.8.
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2-4- Cytométrie en flux

La CMF repose sur le principe de la mesure de la fluorescence émise par des objets isolés et
colorés. L’ADN total de trois espéces du genre Hedysarum est déterminé par cytométrie en flux
selon la méthode de Marie et Brown (1993). L’analyse est effectuée sur une suspension de noyaux
pour éliminer I’autofluorescence des nombreux pigments présents dans la cellule. Les jeunes
feuilles bien développées sont considérées comme un tissu représentatif de la ploidie de la plante.

Petunia hybrida (Hook) Vilm. cv.‘PxPc6’ (2C = 2.85 pg) pour les diploides H. naudinianum et H.
pallidum et Pisum sativum L. cv. ‘Long Express’ (2C = 8.37 pg) pour I’espece tétraploide H.
perrauderianum sont utilisés comme standards pour calibrer I’appareil et étalonner (étalon interne)
I’échelle de fluorescence. Les morceaux des feuilles des especes €tudiées et des €talons standards,
de 1 a 2 cm’® sont placés dans une boite de Pétri, coupés finement et rapidement & I’aide d’une
lame de rasoir dans 600 pl de tampon afin de libérer des milliers de noyaux. Le choix du tampon
dépend de I’espece et du fluorochrome utilisé. C’est le tampon Galbraith (Galbraith et al. 1983),
additionné¢ de 0.1% (m/v) de Triton X-100, 10 mM de métabisulfite de sodium et 1%
polyvinylpyrrolidone (PVP 10.000), qui s’est révélé étre le plus efficace. La suspension est ensuite
filtrée avec des filtres en Nylon a maille de 48 um de diamétre et récupérée dans un tube a
hémolyse placé a 4°C. Il est par contre nécessaire d’ajouter dans la suspension filtrée de la RNase
(2.5 U/ml, Roche) a 4°C pendant 15min afin d’éviter le marquage de I’ARN. Les noyaux sont
traités avec 50 pg /ml d’iodure de propidium, un intercalant fluorescent spécifique de 1’ADN,
pendant Smin. Il se positionne entre toutes les bases de la séquence double brin et produit donc une
fluorescence directement proportionnelle a la taille du génome. La fluorescence rouge des noyaux
est considérée comme une fonction lin€aire de la teneur relative en ADN (Brown et al.1991).
Environ 5000 a 10.000 noyaux pour chaque échantillon sont analysés pour générer chaque

histogramme.

Pour estimer la taille du génome, cinq échantillons pour chaque espeéce sont analysés
séparément et au moins 3 mesures par individu sont effectuées dans les mémes conditions
d’expérimentation. La moyenne, I’erreur standard et un coefficient de variation sont calculés pour
chaque espéce. Les mesures sont réalisées a 1’aide d’un cytometre en flux EPICS Elite EPS
(Beckman-Coulter, Roissy, France) utilisant le Laser Argon a 532 nm pour I’iodure de propidium
a une intensité lumineuse de 20Mw ou avec un cytometre en flux PARTEC (des essais répétés ont

confirmé que les deux machines donnent les mémes résultats).
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La quantité d’intercalant fixée mesure un critére standardisé: la valeur C qui correspond a la
quantit¢ d’ADN nucléaire haploide, c'est-a-dire la taille du génome du lot haploide de
chromosomes et est exprimée en picogrammes (1pg ADN = 978 Mpb d’apreés Dolezel et al. 2003).
Le volume total d’ADN évalué a partir de la phase G1 du cycle cellulaire correspond a la quantité

2C ADN d’un individu (Bennett ef al. 1998).

La quantité totale 2C ADN est calculée entre 1’échantillon et le standard selon la formule

suivante:

intensité de 1’échantillon 2C x quantité d’ADN 2C du standard

Quantité d’ADN 2C de I’échantillon en (pg) =
intensité du standard 2C

valeur 2C ADN de I’échantillon (pg) x 978 Mpb

Quantité d’ADN 1C en méga paires de base (Mpb) =
2

Cx = quantité du génome monoploide avec pour nombre chromosomique de base x (calculé en

divisant la valeur 2C par le niveau de ploidie) (Greilhuber et al. 2005).
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Chapitre 3

Résultats



Au cours de ce travail, rappelons que nous avons réalis¢ pour la premiere fois une étude
cytogénétique classique et moléculaire sur les espéces H. naudinianum et H. perrauderianum.
Cette derniere a fait 'objet d’une publication (Benhizia et al. 2013). H. pallidum a fait I’objet
d’une étude cytogénétique classique (Benhizia 2001; Benhizia et al. 2003), nous I’avons complété

par une étude moléculaire.

1- Dénombrement chromosomique

Toutes les populations récoltées d’H. naudinianum et d’H. perrauderianum ont fait 1’objet de
dénombrement chromosomique aussi bien en mitose somatique, qu’en méiose pollinique.
L’observation des plaques métaphasiques et des cellules méiotiques au stade diacinese d’H.
naudinianum montre un nombre chromosomique constant 2n = 2x = 16 chromosomes et 8
bivalents chez les trois populations. Cette espece a donc un caryotype diploide (Fig. 5a, d). Pour
H. perrauderianum, le nombre chromosomique tétraploide 2n = 4x = 32 a été trouvé dans toutes
les populations étudiées. Cependant, dans deux populations de bord de route, nous avons observeé
en mitose et en méiose et au sein d’un méme individu, des cellules a 32 et a 18 chromosomes (Fig.
S5b, ¢) et a 16 et 9 bivalents (Fig. Se, f). Le nombre des plaques métaphasiques a 2n = 32

chromosomes est nettement supérieur.

Figure 5. Mitose et méiose pollinique: (a, b, ¢) plaques métaphasiques a 2n = 2x = 16 chromosomes chez
H. naudinianum; 2n = 4x = 32 et 2n = 18 chromosomes chez H. perrauderianum respectivement; (d, e, f)
stades diacinese a 8 bivalents chez H. naudinianum; 16 et 9 bivalents chez H. perrauderianum
respectivement.
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2- Caryotype

Les données morphométriques sont regroupées dans le tableau 4 pour le diploide H. naudinianum
et 5 pour le tétraploide H. perrauderianum. Des caryogrammes pour chacune des espéces ont pu
étre établis. Le calcul des données numériques du caryotype a permis d’¢élaborer les idiogrammes

haploides selon la longueur décroissante des chromosomes.

Le caryotype d’H. naudinianum est caractérisé par la présence de huit (8) paires de
chromosomes, dont une paire satellifere. Les satellites se trouvent sur les bras courts et ont une
longueur moyenne de 0.53 + 0.04 um. Le caryogramme présente le méme type chromosomique
(métacentrique) a I’exception de la paire satellifére (N°6) qui est submétacentrique. Cette derniere
présente une constriction secondaire sur le bras long (sm-cs) (Fig. 6b). La formule chromosomique

est la suivante:

2n=2x=16=7m+ 1 sm-cs-sat

Nous n’avons pas observé de grandes variations dans la taille des chromosomes pour les
trois populations. La longueur totale moyenne des chromosomes varie de 2.04 a 3.06 um. Tous les
chromosomes sont sensiblement de la méme dimension (Fig. 6¢). Les valeurs du rapport de la
taille entre la paire la plus longue et la paire la plus courte (Rs = 1.35; Rg = 1.23; Rymo = 1.40) et
les valeurs de I’indice d’asymétrie (IAss% = 56.12; [Asr% = 56.51; [Aspo% = 56.25) sont faibles.

Le caryotype du tétraploide H. perrauderianum est caractérisé par la présence de 16 paires
de chromosomes, dont deux satelliféres (paires 6 et 11). Les satellites dont la longueur moyenne
varie de 0.40 = 0.12 um pour la paire 6 a 0.66 £ 0.08 um pour la paire 11 se trouvent sur les bras
courts. La taille, le type morphologique des chromosomes sont sensiblement les mémes pour
I’ensemble des populations. Pour cela, les données numériques concernant la garniture
chromosomique, de seulement de deux populations (P2 et P5) provenant de milieux écologiques
différents, sont présentées dans le tableau 5 (les données morphométriques des populations P1, P3,
P4 et P6 sont consignées dans 1I’annexe 3).

Le calcul de I'indice centromérique (Ic) et le rapport du bras long sur le bras court (BL/BC)
montrent que les chromosomes sont de type métacentrique pour la majorité sauf pour la dixieme

paire qui est submétacentrique (Fig. 7b). La formule chromosomique est donc la suivante:

2n=4x=32=13m + Ism + 2m-sat
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Tableau 4. Données morphométriques du caryotype d’H. naudinianum
Population de Ain Sfa

PCh BL(um) BC((um) LT (um) r Ic LR(%o) t
1 1.58 (0.03)" 1.18 (0.02) 2.76 1.34 42.75 142.12 m
2 1.44 (0.01) 1.32(0.00) 2.76 1.09 47.82 142.12 m
3 1.50 (0.15) 1.02 (0.10) 2.52 1.47 40.48 129.76 m
4 1.28 (0.15) 1.22(0.05) 2.50 1.05 48.80 128.73 m
5 1.32(0.13) 1.08 (0.18) 2.40 1.22 45.00 132.58 m
6 1.48 (0.03) 0.76 (0.11) 2.24 1.95 33.93 115.34 sm-cs-sat
7 1.22 (0.08) 0.98 (0.06) 2.20 1.24 44.55 113.28 m
8 1.08 (0.02) 0.96 (0.09) 2.04 1.12 47.06 105.04 m
TAs% 56.12

R 1.35

Population de Ain Roua

1 1.62 (0.10) 1.10 (0.00) 2.72 1.47 40.44 135.19 m
2 1.45 (0.10) 1.24 (0.03) 2.69 1.17 46.10 133.70 m
3 1.50 (0.02) 1.12 (0.07) 2.62 1.34 42.75 130.22 m
4 1.60 (0.10) 0.97 (0.04) 2.57 1.65 37.74 127.73 m
5 1.32(0.02) 1.22(0.02) 2.54 1.08 48.03 126.24 m
6 1.27 (0.02) 0.80(0.12) 2.26 1.82 35.39 116.20 sm-cs-sat
7 1.27 (0.02) 1.00(0.10) 2.27 1.27 44.05 112.82 m
8 1.20 (0.00) 1.00 (0.16) 2.20 1.12 40.55 109.34 m
IAs% 56.51

R 1.23

Population de Maoklane

1 1.70 (0.00) 1.36 (0.18) 3.06 1.25 44.44 149.41 m
2 1.50 (0.10) 1.22(0.08) 2.72 1.23 44.85 132.81 m
3 1.53 (0.37) 1.15(0.08) 2.68 1.33 4291 130.86 m
4 1.36 (0.06) 1.25(0.05) 2.61 1.09 47.89 127.44 m
5 1.40 (0.00) 1.17 (0.09) 2.57 1.20 45.53 125.49 m
6 1.54 (0.10) 0.82(0.18) 2.36 1.87 34.74 115.23 sm-cs-sat
7 1.31 (0.09) 0.99 (0.06) 2.30 1.32 43.04 112.30 m
8 1.18 (0.15) 1.00 (0.20) 2.18 1.18 45.87 106.45 m

IAs% 56.25

R

1.40

PCh: paire chromosomique; BL: bras long, BC: bras court; LT: longueur totale des chromosomes = BL+

BC; 1: rapport bras long sur bras court = BL/ BC; Ic: indice centromérique = 100 x BC / LT; LR (%o):

longueur relative = 1000 x LT / ZLT; t: type morphologique des chromosomes selon Levan et al. (1964),
sat: satellites; IAs % : indice d’asymétrie = 100 x XBL / ZLT selon Arano et Saito (1980) R: rapport entre

la paire la plus longue et la plus courte des chromosomes; cs: constriction secondaire = 0.53um;

() = écart type.
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Figure 6. Caryotype d’ H. naudinianum (population de Ain Sfa)

(a) plaque métaphasique; (b) caryogramme; (c) idiogramme.
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Tableau 5. Données morphométriques du caryotype d’Hedysarum perrauderianum
Population 2 (Bord de route)

PCh BL (um) BC (um) LT (um) r Ic LR(%o) t

1 2.20(0.02)" 1.60 (0.06) 3.80 1.38 42.11 73.86 m

2 2.00 (0.00) 1.60 (0.13) 3.60 1.25 44.44 69.97 m

3 2.20 (0.15) 1.30(0.15) 3.50 1.69 37.14 68.03 m

4 2.16 (0.15) 1.31(0.01) 3.47 1.65 37.75 67.44 m

5 2.00 (0.13) 1.43(0.19) 3.43 1.40 41.69 66.67 m

6 2.00 (0.03) 1.33(0.16) 3.33 1.50 39.94 64.72 m-sat
7 1.93 (0.07)  1.40 (0.00) 3.33 1.38 42.04 64.72 m

8 1.70 (0.08) 1.63 (0.04) 3.33 1.04 48.95 64.72 m

9 1.76 (0.02) 1.53 (0.06) 3.29 1.15 46.50 63.88 m

10 2.10(0.17) 1.10(0.19) 3.20 1.91 34.38 62.19 sm
11 1.83 (0.09) 1.26 (0.01) 3.09 1.45 40.78 60.06 m-sat
12 1.63 (0.02) 1.40 (0.05) 3.03 1.16 46.20 58.90 m

13 1.53 (0.06) 1.40 (0.02) 2.93 1.09 47.78 56.95 m

14 1.60 (0.17) 1.23(0.13) 2.83 1.30 43.46 55.00 m

15 1.46 (0.00) 1.20 (0.06) 2.66 1.22 45.11 51.70 m

16 1.40 (0.01) 1.23 (0.00) 2.63 1.14 46.77 51.12 m
IAs% 57.33

R 1.44

Population S (Forét de Pin d’Alep: Pinus halepensis)

1 2.46 (0.02)" 1.70 (0.06) 4.16 1.45 40.87 75.40 m

2 2.40 (0.00) 1.60(0.13) 4.00 1.50 40.00 72.50 m

3 2.30(0.08) 1.60(0.15) 3.90 1.44 41.03 70.69 m

4 2.30(0.00) 1.40(0.01) 3.70 1.64 37.84 67.06 m

5 2.00 (0.01) 1.66(0.19) 3.66 1.20 45.36 66.34 m

6 2.00 (0.20) 1.63(0.16) 3.63 1.23 44.90 65.80 m-sat
7 2.20(0.00) 1.40(0.00) 3.60 1.57 38.89 65.25 m

8 2.00 (0.06) 1.60 (0.04) 3.60 1.25 44.44 65.25 m

9 2.00 (0.02) 1.60 (0.06) 3.60 1.25 44.44 65.25 m

10 2.24(0.08) 1.22(0.19) 3.46 1.84 35.26 62.71 sm
11 1.90 (0.17)  1.50(0.01) 3.40 1.26 44.11 61.63 m-sat
12 1.80 (0.09) 1.34(0.05) 3.14 1.34 42.68 56.91 m

13 1.60 (0.02) 1.36(0.02) 2.96 1.18 45.95 53.65 m

14 1.46 (0.06) 1.40(0.13) 2.86 1.04 48.95 51.84 m

15 1.60 (0.17)  1.20 (0.06) 2.80 1.33 42.86 50.75 m

16 1.50 (0.01) 1.20(0.00) 2.70 1.25 44.44 48.94 m
IAs% 57.56

R 1.54

() = écart type.
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La longueur totale moyenne des chromosomes varie de 2.63 pm a 4.16 pm pour ’ensemble des
populations étudiées. L’idiogramme ne montre pas de grandes variations dans la taille des
chromosomes qui sont sensiblement de la méme dimension (Fig. 7c). Les différentes valeurs du
rapport de la taille entre la paire la plus longue et la paire la plus courte (R; =1.36; R, = 1.44; R3=
1.79; R4 = 1.60; Rs = 1.54 et R¢ = 1.47), et les valeurs de I’indice d’asymétrie (IAs;% = 55.09;
[As;% = 57.33; 1As3% = 53.32; 1Ass% = 56.33; [Ass% = 57.56 et [Ass% = 57.05) sont assez
faibles.

3- Organisation de I’hétérochromatine

L hétérochromatine se présente sous forme de blocs, de bandes ou de points (I’hétérochromatine
diffuse), et sa position peut étre terminale (télomere), intercalaire ou centromérique (Siljak-

Yakovlev 1986).

3-1- C-banding

Malgré la petite taille des chromosomes des espéces étudiées, nous avons réussi une bonne
coloration différentielle montrant de nombreuses bandes et points sur I’ensemble des
chromosomes. L’hétérochromatine est localisée dans les régions terminales, centromériques et
intercalaires (Fig. 7a et 8). Chez H. naudinianum (diploide), les chromosomes homologues ne
présentent pas le méme nombre de bandes a 1’exception de la paire satellifére (N°6) qui montre
deux bandes télomériques au niveau du bras court et deux bandes (points) intercalaires au niveau
du bras long. Les satellites ne sont pas hétérochromatiques. Chez le tétraploide certaines paires
chromosomiques présentent le méme pattern et peuvent étre regroupées 2 par 2, par exemple les
paires 1 et 5,4 et 10, 6 et 11 et 12 et 16. Les paires satelliféres (N°6 et 11) présentent quatre
bandes télomériques, huit dans la région centromérique et quatre intercalaires. Les satellites sont

de nature hétérochromatique.
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Figure 7. Caryotype et hétérochromatine constitutive d’H. perrauderianum

(a) plaque métaphasique; (b) caryogramme; (c) idiogramme.
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Figure 8. L’hétérochromatine constitutive chez H. naudinianum

3-2- Fluorochrome banding chez les trois espéces

La coloration a la chromomycine (CMA3) chez les diploides, a révélé une paire fortement marquée
riche en bandes GC chez H. naudinianum et moins intense chez H. pallidum (Fig. 9b, c). Le
tétraploide présente deux paires également fortement marquées (Fig. 9a). Ces marquages se
retrouvent dans des positions télomériques sur les bras courts, qui correspondent aux positions des
satellites et aux NORgs. Chez H. naudinianum, on compte 6 bandes centromériques, 2 télomériques
et 2 intercalaires. Pour H. pallidum, des bandes faibles a moyennes sont surtout observées dans la
région centromérique. Le chromosome B présente une bande au niveau télomérique. Pour le

tétraploide, 16 bandes centromériques et 6 faibles bandes télomériques sont observées.

La coloration au DAPI aprés FISH Chez H. naudinianum a révélé 14 bandes
d’hétérochromatine constitutive. La majorité des bandes DAPI™ sont aussi CMA". Pour H.
pallidum aucun marquage n’est observé (Fig. 9e, f).

Chez le tétraploide, 36 bandes d’hétérochromatine constitutive d'intensité variable sont révélées
(Fig. 9d). Quatre types de paires de chromosomes peuvent étre distingués: 13 paires avec des
bandes centromériques (26 bandes), une paire satellifére avec deux bandes télomériques (bras
longs et courts) et une bande intercalaire sur le bras court (6 bandes). Une deuxiéme paire
satellifére présente deux bandes télomériques sur le bras long et court (4 bandes), et une paire ne
présente aucun marquage (sans signaux). La majorit¢ des bandes DAPI™ sont aussi CMA"

indiquant la richesse de cette espéce en hétérochromatine riche en bases GC.
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perrauderianum; (b, e, h, k) H. naudinianum; (c, f, i, ) H. pallidum. Echelle = Spm.
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4- Nombre et distribution des ADNr (5S et 35S) chez les trois espéces

Nous avons localisé, grace a la technique d’hybridation in sifu fluorescente, les sondes spécifiques
des séquences codant pour les ARN ribosomiques 35S (ADNr) et pour I’ARN ribosomique 5S sur
les trois especes du genre Hedysarum. Un nombre différent de loci est détecté pour chacun des

genes ribosomiques entre les especes diploides et I’espéce tétraploide.

L’hybridation In situ a révélé 1’existence d’un locus de chaque famille de genes
ribosomiques (5S et 35S) chez les diploides. Les signaux 5S sont observés sur le bras court d’une
seule paire chromosomique dans la région télomérique chez H. naudinianum et la région
centromérique pour H. pallidum (Fig. 9e, f, k, 1). Deux loci d’ADNr 58S et 35S ont été révélés chez
le tétraploide. Quatre signaux 5S ADNr ont été détectés sur le bras court de deux paires
chromosomiques en position terminale (Fig. 9d, j). Les loci 35S pour les trois espéces se situent
sur les bras courts des paires satelliféres au niveau des régions terminales correspondant aux
constrictions secondaires (cs) et aux organisateurs nucléolaires (NORs) (Fig. 94, e, f, j, k, ). En
interphase, les régions satelliferes restent visibles sous forme de chromocentres de taille et

d'intensité différente en fonction de I'activité des génes ribosomiques (Fig. 9¢g, h, 1).

- Activité transcriptionnelle de ’ADNr 358

De nombreuses études utilisent la chromatine ribosomale comme un modele pour examiner
l'organisation de geénes actifs et inactifs présents dans le méme locus pendant l'interphase. Les loci
des genes ribosomaux actifs peuvent €tre détectés indirectement par le nombre maximal de
nucléoles révélés par la coloration au nitrate d'argent, ou directement par la coloration au nitrate

d'argent des chromosomes au stade métaphasique ou pro-métaphasique.
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Figure 10. Coloration des nucléoles au nitrate d’argent et histogrammes des nombres de nucléoles par
cellule: (a) H. pallidum; (b) H. naudinianum; (c) H. perrauderianum. Les fléches indiquent le nombre de
nucléoles par noyau.
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La coloration au nitrate d’argent qui révele I’activité des NORs, a permis de procéder a un
comptage des nucléoles dans les noyaux interphasiques des cellules méristématiques des apex
racinaires. Deux cent cinquante noyaux de 5 individus par population sont examinés. Les résultats
obtenus sont similaires pour I’ensemble des populations pour chaque espéce. Le nombre de
nucléoles par cellule varie de 1 a 4 avec une majorité de 1 nucléole par cellule pour les diploides et
1 a 2 nucléoles pour le tétraploide. La taille des nucléoles différe d’une cellule a une autre

(Fig. 10a, b, c¢) (Annexe 3).

5- Analyse du comportement méiotique

Les comportements méiotiques sont analysés dans des cellules méres de pollen (CMP) afin de
déterminer les associations chromosomiques, de noter les anomalies et de confirmer les résultats
obtenus en mitose (niveau de ploidie et présence des chromosomes B).

Une étude statistique est réalisée sur 3 populations pour I’espéce diploide et six populations pour
I’espece tétraploide (5 individus par population et 30 CMP par individu) pour déterminer le type
d’appariement chromosomique qui prédomine. Les fréquences des différents types d’associations

des chromosomes homologues sont données dans les tableaux 6 et 7.

5-1- La méiose des populations diploides

L’¢étude du comportement méiotique chez les différentes populations d” H. naudinianum a montré
dans I’ensemble une certaine régularité des divisions. Les différentes configurations méiotiques
obtenues sur les cellules analysées au stade diacinése montrent en général, que 1’appariement des

chromosomes homologues se fait essentiellement sous forme de bivalents, en anneau et droits.

Les populations se distinguent par un nombre ¢levé de bivalents en anneau (Ila) avec une
fréquence qui varie de 0.38 + 0.03 a 0.46 + 0.07. D'autres types d'appariement, bivalents droits, en
croix et en v, trivalents et tétravalents sont également observés mais avec des fréquences
moyennes a faibles. La présence des univalents est également remarquable dans les populations de
Ain Sfa et de Ain Roua. Leurs fréquences sont 0.13 +0.04 et 0.12 + 0.05 respectivement (Tab. 6 et
Fig.11a, b). La présence constante de huit bivalents (8) confirme le nombre chromosomique 2n =

2x = 16 soit x = & observé en mitose.
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L’examen des anaphases et des télophases, a permis de visualiser des irrégularités de la
méiose du diploide, des chromosomes retardataires (CR) et des ponts de chromatine (PC), avec

cependant de faibles fréquences (0.03 a 0.04) (Fig. 11e, i et Tab. 8).
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Figure 11. Cellules au stade diacinése: (a) bivalent en v et trivalent; (b, c) tétravalent et univalent; (d)
pentavalent; anomalies méiotiques: (e, f) chromosomes retardataires en anaphase I et (g) en anaphase II; (h,
i) pont de chromatine a la fin de I’anaphase I et II; (a, b, e, 1) H. naudinianum; (c, d, f, g, h) H.
perrauderianum.

5-2- La méiose des populations tétraploides

Nous avons voulu a travers 1I’étude du comportement méiotique de cette espece, voir si notre
tétraploide avait un comportement d’un allotétraploide ou d’un autotétraploide. Les différentes
configurations méiotiques obtenues sur les cellules au stade diacinese des populations étudiées,
montrent des univalents et des chromosomes homologues appariés sous différentes formes:

bivalents droits et en anneau, trivalents, tétravalents, pentavalents et hexavalents (Fig. 11c, d.).

On constate que ces appariements différencient deux groupes de populations:
Le premier groupe ou les univalents prédominent (0.26 + 0.04 & 0.39 £+ 0.05) comprend les

populations 1, 2, 3 et 4 provenant des bords de route ou I’influence anthropique est importante.
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Le deuxieme groupe ou les bivalents en anneau (0.20 + 0.06 a 0.31 = 0.07) et droit (0.33 £ 0.04 a
0.39 + 0.03) dominent, comprend les populations 5 et 6 récoltées dans une station sous forét de Pin
d’Alep, c’est-a-dire dans un habitat plus protégé et non perturbé. Les trivalents (III), les
tétravalents (IV), les pentavalents (V) et les hexavalents (VI) présentent des fréquences faibles

chez les six populations (Tab.7).

Tableau 6. Fréquences des appariements chromosomiques chez les trois populations
d’H. naudinianum au stade diacinese (5 individus / population; 30 CMP / individu).

Populations Appariements chromosomiques

I IId IIa IIx Ilv 1 Iv Al
Ain Sfa 0.13 (0.04)" 0.24(0.05)  0.38(0.03)  0.04 (0.01) 0.09 (0.01) 0.03 (0.02) 0.07 (0.03) 0.02
Maoklane 0.09 (0.02) 0.14(0.04)  0.46(0.05)  0.03 (0.02) 0.13 (0.04) - 0.04 (0.01) 0.11

AinRoua 0.12(0.05) 0.06(0.02)  0.46(0.07)  0.12(0.06) 0.08(0.02)  0.01(0.01) 0.03(0.02) 0.12

Tableau 7. Fréquences des appariements chromosomiques au stade de diacinese chez
les six populations d’H. perrauderianum (5 individus / population; 30 CMP / individu).

Populations Appariements chromosomiques
I 1Id Ila ITlc 111d IVe Ivd Ve Vid Al
P1 0.38 (0.04)* 0.10 (0.03) 0.17 (0.02) 0.04 (0.01) 0.02(0.02) 0.04(0.02) 0.03(0.01) 0.01(0.02) 0.01(0.01) 0.20
P2 0.33(0.06) 0.17(0.05) 0.22(0.04) 0.05(0.02) 0.02 (0.02) 0.03(0.01) 0.03(0.03) 0.01(0.01) 0.09(0.02) 0.05
P3 0.39 (0.05) 0.30(0.06) 0.14(0.05) 0.03(0.03) 0.02(0.02) 0.01(0.01) 0.01(0.01) - 0.01 (0.01) 0.09
P4 0.26 (0.04) 0.24(0.04) 0.21(0.04) 0.06(0.02) 0.05(0.02) 0.04(0.03) 0.04(0.04) - - 0.10
P5 0.20 (0.04) 0.31(0.07) 0.30(0.03) 0.05(0.03) 0.02(0.01) 0.05(0.03) 0.05(0.03) 0.02(0.00) - 0.00
Po 0.14 (0.03) 0.20(0.06) 0.33(0.04) 0.01(0.01) 0.01(0.02) 0.03(0.01) 0.02(0.02) - 0.03 (0.01) 0.23

I: univalents, II: bivalents, III: trivalents, IV: tétravalents, V: pentavalents, VI: hexavalents, (-): non

observé, d: droit, a: anneau, c: chaine, x: croix, v =v, Al: appariements indistinguables (x): écart type.

L’¢tude de la méiose a également révélé I’existence de quelques anomalies affectant la
premicere et la deuxiéme division: chromosomes retardataires au stade de 1’anaphase I et II et ponts
de chromatine au stade de l'anaphase I (Fig. 11f g, h). Selon la fréquence des anomalies
méiotiques, les deux groupes de populations sont également distinguées: les populations qui
proviennent des bords de route montrent une fréquence élevée des chromosomes retardataires
(0.04 £ 0.02 a 0.14 =+ 0.07) et ponts de chromatine (0.02 £ 0.02 a 0.14 + 0.05) que celle des

populations se trouvant sous forét de Pin d’Alep (Tab. 9).
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Tableau 8. Fréquences des anomalies méiotiques chez les populations d’H. naudinianum
(5 individus/population; 30 CMP/individu).

Populations

Anomalies méiotiques

Maoklane

Ain Roua

CR

0.04 (0.01)"

0.03 (0.02)

0.04 (0.02)

PC

0.04 (0.01)

0.04 (0.00)
0.04 (0.02)

Tableau 9. Fréquences des anomalies méiotiques chez les populations d’H. perrauderianum
(5 individus/population; 30 CMP/individu).

Populations Anomalies méiotiques
CR1 CR2 CR3 CR4 PC
P1 0.10 (0.04)"  0.13(0.05)  0.01 (0.01) - 0.06 (0.02)
P2 0.12 (0.05) 0.08 (0.03) 0.03(0.02) 0.01(0.01) 0.02(0.02)
P3 0.04 (0.02) 0.05(0.02) 0.02(0.02) - 0.04 (0.03)
P4 0.14 (0.07)  0.14(0.06)  0.01(0.01) 0.01(0.01) 0.14(0.05)
P5 0.01 (0.01) 0.02 (0.02) 0.01(0.02) - 0.03 (0.03)
P6 0.01 (0.01)  0.04 (0.02) - - -

CR1-4: nombre des chromosomes retardataires, PC: pont de chromatine, (-): non observé, («): écart type.

6- Chromosomes B

L’observation des mitoses et des méioses d’H. naudinianum et d’H. perrauderianum a montré la
présence des chromosomes B. Pour déterminer leur fréquence, nous avons effectué un comptage

de 300 cellules par individu chez cinq individus par population. Leur nombre varie de 1 a 3 chez le

diploide et leur taille de 0.92 £ 0.01 ym a 1.20 + 0.03 um (Fig. 12 a, b, ¢).

L'étude statistique montre que la fréquence d'un seul chromosome B est la plus élevée chez les

trois populations, Ain Roua = 0.11 + 0.05; Maoklane = 0.07 + 0.04 et Ain Sfa = 0.06 = 0.03

(Tab.10).
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Chez le tétraploide, leur nombre varie de 1 a 4 et leur taille de 1.2 £0.05 um a 1.8 £ 0.02 um
(Fig.12d, e, f). Les résultats obtenus montrent que la fréquence la plus élevée dans les six
populations est celle ou I’on compte un seul chromosome B. Deux populations de bord de route
(P2 et P3) qui présentent une mosaique du nombre chromosomique (2n = 18 et 2n = 32) ont les
fréquences de chromosomes B les plus ¢levées (Tab. 11).

La coloration différentielle au Giemsa confirme la nature hétérochromatique des chromosomes B
(Fig. 7a). Le fluorochrome banding met en évidence une bande GC dans les populations

contaminées d’H. pallidum (Fig. 9c).

!-_
=

L

a b c
X / a g8
; A : | ff'." e

Figure 12. Chromosomes B en méiose: (a, b, ¢) 1 a 3 chromosomes B chez H. naudinianum; (d, e, f)
1 a 4 chromosomes B chez H. perrauderianum.
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Tableau 10. Fréquences des chromosomes B chez les populations d’H. naudinianum
(5 individus / population; 300 cellules / individu).

Populations Chromosomes B

1B 2B 3B
Ain Sfa 0.06 (0.03)" 0.03 (0.06) -
Maoklane 0.07 (0.04) 0.01 (0.01)  0.001 (0.01)
Ain Roua 0.11 (0.05) 0.02 (0.01)  0.001 (0.01)

Tableau 11. Fréquences des chromosomes B chez les populations d’H. perrauderianum
(5 individus / population; 300 cellules / individu).

Populations Chromosomes B
1B 2B 3B 4B
P1 0.02 (0.009)" 0.01 (0.002)  0.001(0.001) -
P2 0.05(0.024)  0.03 (0.005) 0.010(0.007) 0.009 (0.006)
P3 0.07 (0.017)  0.02 (0.009) 0.005(0.004) -
P4 0.03 (0.011)  0.01 (0.006) 0.004 (0.002) -
P5 0.01 (0.004)  0.004(0.003) 0.001 (0.001) -
P6 0.02 (0.006)  0.01 (0.004) 0.001(0.002) 0.001 (0.001)

() = écart type.

7- Viabilité et taille des grains de pollen

La viabilité du pollen estimée par le carmin acétique est trés importante chez les deux especes
¢tudiées. Les résultats donnés dans le tableau 12, indiquent une viabilité pollinique supérieure a
80%. En moyenne 85.21% de viabilit¢ pour le diploide H. naudinianum et 90.14% pour le

tétraploide H. perrauderianum. Les grains de pollen colorés en rose, sont considérés comme

viables (Fig. 13a).

La viabilité s’exprime différemment entre les populations. La population diploide de Ain Sfa
semble avoir le taux le plus faible de viabilité, 59.16%. Chez le tétraploide, les populations 1 et 2

(P1 et P2: bord de route) présentent respectivement le taux le plus faible de viabilité du pollen,

80.59 % et 86.11% (Tab. 12).
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Tableau 12.Viabilité du pollen des populations diploides (H. naudinianum)
et des populations tétraploides (H. perrauderianum)

Populations Ploidie Viabilité (%)
Ain Sfa 2x 59.16
Ain Roua 2x 99.32
Maoklane 2x 97.16
Moyenne 85.21
P1 4x 80.59
P2 4x 86.11
P3 4x 94.66
P4 4x 96.66
P5 4x 90.98
P6 4x 91.88
Moyenne 90.14

Figure 13. Pollen observé au microscope photonique chez H. naudinianum et H. perrauderianum

(a) pollen viable (rose) et pollen non viable (transparent); (b) pollen de taille variable. Echelle= 40pum.
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Le diamétre polaire moyen (P) des grains de pollen des populations diploides est de 23.17um
et il est de 24.15 um pour les populations tétraploides. Le tableau 13 montre une variabilité intra et

interspécifique.

Nous avons observé les grains de pollen d’H. naudinianum et d’H. perrauderianum, ceux-ci
ont une forme allongée et simple (les grains se séparent apres la méiose: eumonades) (Fig. 14a, b).
En vue équatoriale, le pollen des deux espéces est petit (20um < P > 30um), longiaxe (P>E),
isopolaire, prolate et subprolate (pour I’ensemble des populations sauf la population P4) et
tricolpé (trois apertures en forme de sillons). En vue polaire, la forme du grain de pollen est lobée

ou circulaire (Tab. 13 et Fig. 14c, d).

Tableau 13. Données morphométriques des grains de pollen des populations diploides
(H .naudinianum) et des populations tétraploides (H. perrauderianum).

Rapport (P/E) et

Populations  Ploidie P (um) E (um) forme du pollen
Ain Sfa 2x 22.69 (1.87)" 16.39 (2.52) 1.47 Prolate
Ain Roua 2x 23.80(1.42) 17.56 (1.49) 1.36 Prolate
Maoklane 2x 23.02 (1.60)  18.24 (2.37) 1.37 Prolate
P1 4x 25.30 (1.98)  18.73 (2.78) 1.35 Prolate
P2 4x 25.64 (2.75)  18.41 (4.65) 1.54 Prolate
P3 4x 2422 (2.13)  18.42 (4.07) 1.57 Prolate
P4 4x 26.21 (1.79)  20.31 (1.85) 1.30 Subprolate
P5 4x 21.65 (1.55) 16.14 (1.67) 1.34 Prolate
P6 4x 21.90 (1.65)  16.38 (1.38) 1.34 Prolate

P: diamétre polaire; E: diamétre équatorial; («): €cart type.
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Figure 14. Pollen observé au microscope photonique: (a, ¢) H. naudinianum; (b, d) H.

perrauderianum; (a, b,) vue équatoriale et colpus; (c, d) vue polaire.

8- Quantification de ’ADN par cytométrie en flux des trois espéces

En complément aux dénombrements chromosomiques, nous avons estimé la taille des génomes
diploides et du génome tétraploide. La quantité d’ADN est mesurée par cytométrie en flux. 15
¢chantillons des trois especes étudiées sont analysés. Les résultats sont reportés sur le tableau 14 et

les histogrammes correspondants sont illustrés par la figure 15.

La taille du génome est conventionnellement exprimée en valeur C, la masse d’ADN dans un
noyau haploide, et elle est le plus souvent présentée par la valeur 2C (diploide). Elle est exprimée

en picogrammes (1pg = 978 Mpb d’apres Dolezel ef al. 2003).

Les valeurs moyennes de la quantit¢ de ' ADN mesurée sont de 1.5 pg chez H. pallidum
(diploide) avec un coefficient de variation de 0.44, de 3.36 pg chez H. naudinianum (diploide)
avec un coefficient de variation de 0.85 et de 6.64 pg chez H. perrauderianum (tétraploide avec un
coefficient de variation de 1.47. Le tétraploide présente le coefficient de variation le plus élevé

(Tab. 14).
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Tableau 14. Estimation de la taille du génome par cytométrie en flux des especes étudiées

Espéces 2n Niveaude  >cADN/pg CV% 2CADNpg  1CADN/Mpb Cx/pg
ploidie Min-Max

H. pallidum 16 2x 1.50 (0.01)° 0.44  1.49-151 733.50 0.75

H. naudinianum 16 2x 336 (0.03) 0.85  3.32-3.39 1643.04 1.68

H. perrauderianum 32 4x 6.64(0.10) 147  6.51-6.76 3246.96 1.66

pg = picogramme; Mpb = méga-paires de base; CV% = coefficient de variation; Min = minimum; Max =
maximum; Cx = valeur monoploide de la taille du génome; N = nombre des échantillons; (x): écart type.
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Figure 15. Histogrammes des quantités d’ADN nucléaire déterminées par cytométrie en
flux des especes étudiées: (a) espece diploide; (b) espéce tétraploide.
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Chapitre 4

Discussion générale



1- Dénombrement chromosomique et caractéristiques du caryotype

Il existe tres peu de travaux cytogénétiques sur les espéces du genre Hedysarum. Quelques especes
(H. coronarium, H. pallidum, H. aculeolatum et H. syriacum...etc) ont fait I’objet d'études
caryologiques (Falistocco et Maurelli 1990; Sadaoui 1999; Benhizia et al. 2003; Arslan et al.
2012). Le nombre chromosomique est de 2n = 16 chez le diploide H. naudinianum et de 2n = 32
chez le tétraploide H. perrauderianum soit x = 8. Ces nombres ont été signalés pour la premicre

fois par Abdelguertfi- Berrekia et al. (1988) et Bousba (1992) et confirmés dans notre travail.

Les dénombrements chromosomiques effectués sur les six populations du tétraploide ont
permis de mettre en évidence deux nombres chromosomiques différents 2n = 32 et 2n = 18 au sein
d’un méme individu aussi bien en mitose qu'en méiose. Cette observation a été faite dans deux
populations de bord de route (P2 et P3) avec une prédominance de cellules a 32 chromosomes.
Bousba (1992) a observé chez H. perrauderianum, au sein de deux populations, des individus ou
toutes les cellules étaient a 2n = 18. Il s’agit des seules populations signalées comme étant

diploides. Nos prospections a ce jour, ne nous ont pas permis de retrouver ces populations.

Chez les diploides, le nombre 18 a été observé chez H coronarium dans des populations
algériennes (Issolah et al. 2006). Chez H. pallidum, deux nombres chromosomiques sont
¢galement signalés: 2n = 16 (Abdelguerfi Berrekia et al. 1988; Benhizia et al. 2003) et 2n = 18
(Abdelguerfi Berrekia et al. 1988). 11 semble donc qu’il existe une variabilit¢ du nombre
chromosomique au niveau intra individu, intrapopulation et interpopulations chez certaines
especes du genre Hedysarum appartenant au groupe méditerranéen.

Akpinar et Yildiz (1999); Yildiz et Giicel (2006); Arslan et al. (2012), ont confirmé deux nombres
chromosomiques de base x = 7 et x = 8 chez les espéces turques. En Méditerranée, x = 8 est
considéré comme le nombre de base. Dans le cas des populations a 2n = 18, signalées dans les
travaux antérieurs deux cas de figure sont possibles:

- soit une erreur d’observation ou les satellites, les constrictions secondaires ou les chromosomes
B ont pu étre ajoutés au nombre chromosomique,

- soit une anomalie méiotique entrainant une disjonction non équilibrée du matériel génétique en

anaphase.

Les travaux en cours sur d’autres populations et d’autres especes du complexe Hedysarum
(H. carnosum, H. flexuosum et H. spinosissimum) pourraient ouvrir des pistes de recherche en vue

d’apporter des clarifications a ce phénomene.
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La longueur moyenne des chromosomes des espéces étudiées du genre Hedysarum, reste
petite comparée a la longueur moyenne commune des chromosomes végétaux qui est d’environ
6 um (Jahier ef al 1992). Les chromosomes sont en outre de morphologie semblable, ce qui rend
I’identification des homologues et leur classification particuliérement délicates (Benhizia et al.

2003; Falistocco et Maurelli 1990).

La taille des chromosomes du diploide et du tétraploide varie entre 2.04 um a 3.06 um et
2.63 um a 4.16 pm respectivement. Ces valeurs montrent que les chromosomes de ces espéces ont
une taille plus grande que les autres especes algériennes étudiées comme H. pallidum 1.43 um a
2.05 pm (Benhizia et al. 2003), H. coronarium 1.28 pm a 1.97 pm (Issolah et al. 2006) et H.
aculeolatum 1.44 uym a 1.99 pm (Sadaoui 1999).

Pour I’ensemble des especes étudiées, les chromosomes sont de type métacentrique et
submétacentrique. Le nombre des paires chromosomiques de type submétacentrique varie selon
I’espece: aucune paire chez H. coronarium (Issolah et al. 2006) et H. syriacum (Arslan et al.
2012), une (1) paire chez H. pannosum (Arslan et al. 2012), deux (2) paires chez H. pallidum
(Benhizia et al. 2003), cinq (5) paires chez H. aculeolatum (Sadaoui 1999). Chez le diploide H.
naudinianum et le tétraploide H. perrauderianum, une (1) paire de chromosomes

submétacentrique est observée.

Stebbins (1971) définit le caryotype symétrique avec des chromosomes approximativement
de la méme taille et de type méta ou submétacentrique et le caryotype asymétrique avec des
chromosomes de tailles différentes et de type non seulement métacentrique, mais également
télocentrique et acrocentrique. Selon ce méme auteur, 1’évolution s’est faite a partir de caryotypes
homogenes vers des caryotypes hétérogenes; les caryotypes les plus évolués sont asymétriques
alors que les moins évolués sont symétriques.

L’indice d’asymétrie dont les valeurs sont comprises entre 53.32% et 57.56%, le rapport (R) entre
la plus grande et la plus petite paire de chromosomes et le type de chromosomes métacentriques et
submétacentriques indiquent que les caryotypes d’H. naudinianum et d’ H. perrauderianum sont
symétriques et primitifs tant pour la forme que pour la taille et les longueurs relatives des
chromosomes. Ceci a été également signalé chez H. pallidum (1As = 59.44%) (Benhizia et al.
2003), chez H. coronarium (1As = 58%) (Issolah ef al. 2006) et chez Picea omorika et Picea abies
(IAs = 55% et 56%) (Siljak-Yakovlev et al. 2002). En comparant les indices d’asymétries des
especes ¢étudiées, on constate que les caryotypes. d’H. naudinianum et d’H. perrauderianum sont

moins évolués que celui d’H. pallidum.
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2- Organisation de I’hétérochromatine et cartographie et activité de ’ADNr

La coloration différentielle au Giemsa montre que 1’hétérochromatine constitutive chez H.
perrauderianum et H. naudinianum se trouve sous forme de points et de fines bandes localisée
dans les régions centromériques, intercalaires et t€lomériques alors que chez H. pallidum, elle est
sous forme de larges bandes intercalaires et télomériques. Trois types de bandes (centromériques,
intercalaires et télomériques) ont été signalés chez H. coronarium (Issolah et al. 2006).

La présence d’un nombre faible de bandes chez le diploide H. naudinianum peut €tre liée au faible
contenu en hétérochromatine des chromosomes comme le soulignent Falistocco et Maurelli (1990)
pour les populations italiennes de ’espece H. coronarium. Selon ces auteurs, I’hétérochromatine
est localisée dans les régions centromériques. Une fine bande terminale a été observée sur le
chromosome 4 et une bande au niveau du satellite relatif au chromosome 8. Les bandes

intercalaires n’ont été observées sur aucun des chromosomes.

Chez le tétraploide, le C-banding nous a permis de regrouper deux par deux certaines paires
chromosomiques qui présentent le méme pattern: les paires 1 et 5, 4 et 10, 6 et 11 et 12 et 16. La
présence de quelques chromosomes similaires (par quatre) et d’autres partiellement différents,

nous amene a supposer que ce tétraploide pourrait avoir une origine autotétraploide.

La majorité¢ des chromosomes ont des bandes DAPI-positifs dans la région centromérique,
en dehors des paires satelliféres, qui ont des bandes DAPI-positifs dans les régions télomériques
des bras longs pour perrauderianum et dans la région subtélomérique pour naudinianum. Pour le
diploide pallidum, toutes les bandes CMA-positives se trouvent dans la région centromérique a
I’exception de la paire satellifere, qui présente des bandes télomériques et centromériques et le
chromosome B qui présente une bande télomérique. La majorité des especes du genre Lathyrus (un
genre étroitement i€ au genre Hedysarum) et Medicago truncatula (proposé comme plante modele
pour les Fabaceae) montrent aussi des bandes DAPI-positifs dans la région centromérique (Ali et

al. 2000; Cerbah et al. 1999).

Le nombre et la position des genes ribosomiques sont normalement constants pour une
espece mais peuvent étre différents entre les especes méme tres proches (Zoldos 2000). Pour cela,
les génes ribosomiques sont considérés comme de bons marqueurs cytogénétiques pour
comprendre I’évolution chromosomique et systématique d’un genre (Cerbah et al. 1998). Les loci
5S et 35S ne sont pas colocalisés chez les trois especes et montrent des différences dans la taille et

I’intensité des spots. Ceci refléte sans doute la différence dans le nombre de copies d’ADNr
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présentes dans chaque locus (Li ef al. 1997; Murata et al. 1997; Ansari et al. 1999). Les signaux
5S sont situés dans la région télomérique pour H. naudinianum et H. perrauderianum et dans la
région intercalaire prés du centromere pour H. pallidum. Par contre les signaux 35S portés sur le
bras court des paires satelliféres sont localisés dans la région télomérique chez H. naudinianum et
H. perrauderianum et au niveau de la constriction secondaire et dans la région subterminale du
satellite chez H. pallidum. Ces signaux sont émis avec une intensité importante chez le diploide H.
naudinianum et le tétraploide H. perrauderianum. 11 est intéressant de noter que les signaux 35S
sont associés aux régions d’hétérochromatine riches en base GC chez les trois espéces. Cette
colocalisation a été fréquemment reportée (Zoldos et al. 1999; Siljak-Yakovlev et al. 2002; Chiche
et al. 2003).

Toutes les populations étudiées présentent le méme pattern dans I’organisation des ADNr.
Le nombre constant des signaux observé chez toutes les populations étudiées est en accord avec la
faible variabilité des marqueurs moléculaires signalée pour les especes de la famille des Fabacées
(Seijo et al. 2004).
Le nombre de loci des ADNr 5S et 35S est en corrélation avec le niveau de ploidie. En effet, les
diploides 2n = 16 et le tétraploide 2n = 32 présentent respectivement 2 et 4 signaux. Srisuwan et
al. (2006) ont constaté dans le complexe d’Ipomea batatas une augmentation réguliere entre le

niveau de ploidie et le nombre de I’ADNr 5S.

Le nombre maximal de nucléoles par cellule pour le tétraploide est étroitement corrélé avec
le nombre de constrictions secondaires, le nombre de bandes chromomycines positives (fortement
marquées) et le nombre de NORs. La colocalisation d’hétérochromatine riche en bases GC et des
organisateurs nucléolaires a fréquemment été décrite dans la littérature (Muratovic et al. 2005;
Garcia et al. 2007). Le fait qu’il y ait une variabilité du nombre de nucléoles par noyau peut étre le
résultat d’une fusion de sites actifs pour former un seul nucléole ou indiquer I’activation de
certains des organisateurs nucléolaires (Chiche ef al. 2003; Srisuwan et al. 2006).

Chez les diploides, la majorité des noyaux interphasiques présente un seul nucléole de grande
taille. Moins de 10% des noyaux en présentent deux, trois et rarement quatre. Il semble que tous

les chromosomes NORs participent a la formation d’un unique nucléole de grande taille.

Rappelons que les nucléoles sont des endroits spécifiques ou ' ADNr est actif (transcription).
Ils sont formés par une ou plusieurs paires de chromosomes nucléolaires, et leur nombre par noyau
peut étre équivalent au nombre de ces derniers. Par contre, chez les especes a génome de petite

taille, on trouve souvent un seul nucléole (Hasterok et Maluszynska 2000). Dans ce cas, il est
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difficile de détecter le nombre de chromosomes avec des NORs actifs qui participent dans la
formation de Il'unique nucléole. Par conséquent, la coloration au nitrate d'argent sur les
chromosomes est nécessaire pour révéler I'expression des genes 35S. Cette technique est basée sur
la détection de la protéine argyrophillique qui est associée aux geénes ribosomaux actifs pendant

l'interphase (Sumner 1990; Sanchez et al. 1995; Dobigny et al. 2002).

3- Comportement méiotique

Les formes de bivalents en anneau sont considérées comme signe d’une plus grande homologie
entre les chromosomes (Sybenga 1975), par contre les autres formes sont signe d’une homéologie
entre les chromosomes ce qui explique les difficultés rencontrées lors de I’établissement du
caryogramme du diploide H. naudinianum. Dans I’ensemble, la méiose se déroule de fagon

réguliere pour les populations diploides.

En plus de la variation du nombre chromosomique, le comportement méiotique s’est révélé
différent entre les populations du tétraploide H. perrauderianum. Les populations se trouvant en
bord de route ont une méiose plus perturbée (moins de bivalents, plus d’univalents et plus
d’anomalies méiotiques) que les populations poussant sous forét de Pin d'Alep qui présentent une
méiose plus réguliére. Selon Jackson et al. (2002), les chromosomes B augmentent la fréquence
des univalents formés par les chromosomes A ce qui pourrait expliquer la plus grande fréquence
des univalents dans les populations dont les fréquences des chromosomes B sont les plus élevées.
D’apreés Amirouche-Hamza (2007), chez le dactyle, les fréquences des chiasmas et de multivalents
sont ¢levées dans les stations a fortes contraintes écologiques.

La présence de bivalents et de tétravalents chez le tétraploide, indique que la diploidisation n’est
pas terminée. Cette diploidisation est définie par Gorenflot et Raicu (1980) comme "le processus
de différenciation structurale et génique des génomes d’un polyploide, ayant comme conséquence

un comportement méiotique et une ségrégation génétique de type diploide”.

4- Chromosomes B

Les chromosomes B sont observés en mitose et en méiose chez le diploide H. pallidum (Benhizia
2001), par contre chez le diploide naudinianum et le tétraploide perrauderianum, ils sont observés
chez toutes les populations en méiose mais rarement en mitose et uniquement a la premicre

division méiotique. Un mécanisme de régulation du nombre de chromosomes a été observé et

57



démontré pour la premiére fois chez le Mil par Khalfallah et al. (1988) et Khalfallah (1990).
Lorsque ce nombre atteint un seuil critique (surcharge en hétérochromatine), les chromosomes B
forment un multivalent en étoile et sont ¢liminés de la cellule a la télophase I de la méiose. Selon
Siljak-Yakovlev (2000), ce mécanisme est trés utile chez la plante puisque par la suite, la télophase

IT est tout a fait réguliere, sans formation de micro-noyaux et donc de micro-pollens.

En méiose, les chromosomes B se présentent sous forme d’univalents ou de bivalents, ne
s’apparient pas avec les chromosomes A et présentent un nombre et une taille variables. Les
travaux effectués sur les chromosomes B ont souvent montré 1’existence d’une corrélation entre
leur présence et des facteurs €cologiques spécifiques comme la quantité¢ de pluie (Hewitt et John
1967), la température (Hewitt et Brown 1970) ou la teneur en argile du sol (Bosemark 1967).
Certains auteurs ont noté une corrélation entre le nombre de chromosomes B et les conditions
défavorables de I’environnement. Par exemple, chez Allium schoenoprasum, les individus
possédant des chromosomes B seraient plus résistants et survivent mieux que ceux qui n’ont en
pas (Gorenflot et Raicu 1980).

Chez H. pallidum, seules les populations provenant d'un milieu contaminé par I'antimoine (zone
minicre) présentent des chromosomes B (Benhizia et a/. 2003). Dans notre étude, la présence des
chromosomes B dans toutes les populations d’H. perrauderianum pourrait étre liée aux conditions
du milieu dont une altitude ¢élevée (1600m) et un climat semi-aride. Les pressions anthropiques
pourraient expliquer leur nombre plus ¢levé dans les populations de bord de route. Selon Camacho

et al. (2000) le role des chromosomes B est encore mal déterming.

5- Caracteres palynologiques

La palynologie s’intéresse a 1I’étude du pollen, organe reproducteur male des plantes a fleurs. Un
pollen est souvent spécifique d'un groupe végétal (famille, genre), parfois méme de l'espece. 11 est
maintenant admis que les caractéres palynologiques sont susceptibles de donner des
renseignements intéressants dans les études de systématique et permettent de comprendre

I’évolution des végétaux.

La viabilité des grains de pollen est I’'un des facteurs qui influent le pouvoir germinatif. Chez
H. naudinianum et H. perrauderianum, la viabilité pollinique est trés importante (plus de 80%).
Les populations diploides présentent un taux de viabilité (85.21%) 1égerement inférieur que chez

les tétraploides (90.14%).
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A T’observation, nous avons €galement noté que la quantité de pollen produite est trés
importante. Le facteur qui influence le mode de reproduction sexuée chez les végétaux est surtout

la production de pollen.

H. naudinianum et H. perrauderianum présentent des grains de pollen de petite taille,
inférieure a 25 um. Le diamétre polaire moyen des populations diploides est de 23.17 um et il est
de 24.15 pum pour les populations tétraploides. La régle générale admettant que les diploides ont
des grains de pollen de taille plus petite que celle des tétraploides semble donc confirmée dans

cette étude méme si la différence n’est pas importante.

Observés au microscope photonique, les grains de pollen des deux especes ont une seule
forme, allongée, retrouvée chez d’autres especes du genre Hedysarum comme H. coronarium, H.
carnosum et H. flexuosum par Béji (1976).

Le pollen d’H. naudinianum et d’H. perrauderianum est longiaxe, prolate ou subprolate, isopolaire
et tricolpé. Béji (1980), rapporte que des travaux concernant le pollen des Hedysarum diploides
ont montré que celui-ci est longiaxe, isopolaire, tricolpé ou tétracolpé. Pavlova et al. (2000)
signalent également un pollen prolate et tricolpé avec un diameétre polaire inférieur a 25 pm chez

deux especes du genre Hedysarum (H. tauricum et H. grandiflorum) de la Bulgarie.

6- Taille du génome

Le contenu en ADN nucléaire des angiospermes a ¢té publié dans de nombreux articles. Les
chercheurs ont montré que la teneur en ADN par génome est en général constante et est donc
caractéristique de chaque espéce. Toutefois, des variations considérables interspécifiques de la
teneur en ADN par génome ont été notées. Les changements des séquences d'ADN nucléaire sont
dus a la divergence et au processus d'évolution des especes.

Leitch et al. (1988) ont fourni un histogramme des valeurs C de 2802 especes incluant 1794
diploides, 658 polyploides et 350 de niveaux de ploidie inconnus. En se basant sur ces données, ils
ont classé les especes en cinq catégories:

1- tres petit génome: les valeurs de 1C sont < 1.4 pg,

2- petit génome: 1.41 - 3.5 pg,

3- génome moyen: 3.51 - 13.99 pg,

4- génome grand: 14 - 34.99 pg

5- génome tres grand: >35 pg.
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D’apres cette classification, deux types de génomes sont identifiés:
- tres petit génome (0.75 pg/1C) chez le diploide H. pallidum.
- petit génome (1.68 - 3.32 pg/1C) chez le diploide H. naudinianum et le tétraploide H.

perrauderianum.

La présente analyse montre que la taille du génome des espéces étudiées est relativement
petite. Dans la littérature seules six espéces d’Hedysarum ont fait I’objet de mesure de la taille du
génome. Il s’agit des six especes diploides endémiques de la Turquie dont les valeurs varient de
4.65 a 6.75 pg/2C (Akpinar et Yildiz 1999). Elles présentent un génome petit a moyen d’apres la
classification de Leitch et al. (1988). Ces valeurs montrent que dans le genre Hedysarum, les
especes diploides endémiques turques ont une taille du génome supérieur a celles des diploides
endémiques algériennes et sont plutdt proches de ’espece tétraploide.

La taille du génome mesurée chez les angiospermes varie de 0.0648 pg chez Genlisea margareteae
a 152.23 pg chez Paris japonica pour la valeur 1 C (Bennett et Leitch 2011), nous pouvons dire
que la taille des especes algériennes et turques du genre Hedysarum (0.75 a 3.375 pg pour la valeur
1C) se classe parmi les valeurs les plus basses. Siljak-Yakovlev et al. (2010), ont montré aussi que
sur 343 taxons végétaux, 73% appartiennent au groupe de tres petit a petit génome. Leitch et al.
(2005), ont conclu a partir de la valeur-C comprise entre < 1.4 pg et > 3.5 pg, que la taille du

génome ancestral des angiospermes était relativement petite.

Les diploides montrent une différence significative de la quantit¢é d’ADN. L’ADN 2C d’H.
naudinianum (3.36 pg) est nettement supérieure a celle d” H. pallidum (1.5 pg). La variation de la
teneur en ADN nucléaire n’est pas liée au nombre de chromosomes (2n = 16). Cette méme
observation a été faite par Akpinar et Yildiz (1999) sur les espéces diploides turques (2n = 16) du
genre Hedysarum dont les valeurs varient de 4.65 a 6.75 pg/2C et par Trivers et al. (2004). La
variabilité¢ de la teneur en ADN parmi les especes diploides peut-étre le résultat de plusieurs
événements évolutifs indépendants. En effet, il a été rapporté par Bennetzen et al. (2005) que la
différence de la taille du génome entre les especes est le résultat du changement de 'ADN non
codant. Dans la plupart des cas, ceci concerne surtout, les s€quences répétées comme les éléments
transposables. La présence des séquences hautement répétées au niveau des sites d’ADNr peut
conduire a une différence de la taille du génome entre espéces d’'un méme niveau de ploidie
(Ozias-Akins et Jarret 1994). Nos résultats obtenus a partir de ’application de la technique FISH

sur I’ADNr 58 et 35S semblent indiquer une différence entre H. pallidum et H. naudinianum.
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La quantit¢ d’ADN augmente avec la taille des chromosomes. En effet, H. naudinianum est
caractérisée par une taille des chromosomes plus grande que celle d’H. pallidum. Cette corrélation
positive entre la quantité d’ADN et la taille des chromosomes observée dans notre étude a été aussi
rapportée chez plusieurs taxa, dans les genres Echinops, Centaurea et Ipomoea (Garnatje et al.
2004; Siljak-Yakovlev et al. 2005; Srisuwan et al. 2006). Dans notre cas, la différence dans la
taille du génome des diploides serait plutot due a une différence dans la taille des chromosomes et

I’apport que peut avoir la présence de séquences répétées.

Théoriquement, les polyploides devraient avoir une augmentation des valeurs C par rapport a
leurs ancétres diploides, cette augmentation étant en proportion directe avec leur niveau de ploidie.
Trois principales tendances relatives a 1’évolution de la taille du génome chez les polyploides se
dégagent: 1) la plupart des polyploides ont des quantités d’ADN directement proportionnelles a
celles des diploides les plus proches; ii) beaucoup de polyploides présentent une quantit¢ d’ADN
plus faible que prévue; iii) quelques polyploides montrent au contraire une quantit¢ d’ADN plus
¢levée que celle attendue par la proportionnalité a partir des diploides les plus proches (Leitch et
Bennett 2004). Le tétraploide H. perrauderianum présente une quantit¢ d’ADN (6.64 pg) qui se
rapproche du double de celle du diploide H. naudinianum (3.36 pg), ce qui est proportionnel au
nombre de chromosomes. La valeur monoploide de la taille du génome (Cx) indique que ces deux

especes sont tres proches.

7- Origine possible du tétraploide H. perrauderianum

I1 est souvent difficile de déterminer s’il s’agit d’allopolyploidie ou d’autopolyploidie, cette tache
peut étre facilitée par une analyse fine du caryotype et par ’observation de la méiose. Cependant,
dans le cas des paléopolyploides, chez qui la diploidisation est achevée depuis longtemps et les
restructurations chromosomiques se sont accumulées, cela devient presque impossible au niveau

caryologique (Siljak-Yakovlev 1986).

Les résultats obtenus permettent de discuter 1’origine possible du tétraploide H.
perrauderianum. L’étude de I’organisation des chromosomes montre des caryotypes trés similaires
entre le diploide H. naudinianum et le tétraploide H. perrauderianum. En effet, plusieurs
parametres permettent d’avancer 1’hypotheése sur l'origine d’H. perrauderianum a partir de
I’espece diploide H. naudinianum par autopolyploidie:

- la grande ressemblance morphologique entre H. naudinianum et H. perrauderianum,
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- la similitude de certaines paires chromosomiques marquées par les bandes C qu’on peut
regrouper deux par deux et d’autres partiellement différentes,
- le nombre, la localisation et I’intensité des signaux 5S et 35S offrent la possibilité de tester
I’hypothése concernant 1’origine auto ou allopolyploide du tétraploide. Dans le cas
d’autopolyploidie, un marqueur génétique serait d’abord présent en double exemplaire chez
I’autotétraploide. Dans le cas d’allopolyploidie, le nombre de marqueurs dans la descendance
tétraploide serait la somme de celui présent chez les ancétres diploides. Dans notre cas, le nombre
de loci des ADNr 58S et 35S est en double exemplaire. Ces signaux occupent les mémes positions
sur les chromosomes et d’intensité €gale a ceux du diploide H. naudinianum,
- la présence de bivalents et de multivalents renforce 1’hypothése de I’autotétraploidie. Le taux
¢leve de bivalents peut suggérer la diploidisation en cours de cette espece,
- la taille du génome de I’espece tétraploide H. perrauderianum est pratiquement le double du
diploide H. naudinianum.

Ces faits renforcent I'hypothese que H. perrauderianum a une origine autotétraploide, due au

dédoublement des chromosomes d’H. naudinianum, et est en voie de diploidisation.
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Conclusion et perspectives



L’objectif de cette étude était d’évaluer la diversité intra- et interspécifique du caryotype chez trois
especes endémiques du complexe Hedysarum L. Des techniques de cytogénétique classique et
moléculaire sont appliquées pour étudier les mécanismes cytogénétiques de la microévolution et

de mieux comprendre les relations phylogénétiques existant au sein d’un ensemble de taxons.

Les résultats présentés dans cette étude apportent de nouvelles connaissances sur
I’organisation du génome chez le genre Hedysarum L. a travers I’étude du caryotype, de
I’hétérochromatine, des genes ribosomiques, de quelques caracteres palynologiques, de la méiose

et de la taille du génome.

Nous avons confirmé a travers cette étude le nombre chromosomique 2n = 16 chez le
diploide H. naudinianum et 2n = 32 chez le tétraploide H. perrauderianum soit x = 8. Les
dénombrements chromosomiques effectués sur le tétraploide ont permis de mettre en évidence
deux nombres chromosomiques différents 2n = 32 et 2n = 18 au sein d’'un méme individu. Bousba
(1992) a observé, au sein de deux populations d’H. perrauderianum, des individus ou toutes les
cellules ¢étaient a 2n = 18. Nos prospections a ce jour, ne nous ont pas permis de retrouver ces
populations. Le nombre 18 a également ¢té signalé par Issolah et al. (2006) et Abdelguerfi-
Berrekia et al. (1988) chez les diploides H. coronarium L. et H. pallidum Desf.

Le diploide H. naudinianum et le tétraploide partagent des caractéristiques communes tant sur le

plan morphologique que sur le plan moléculaire.

L’analyse des caryogrammes et des idiogrammes révele une grande similarité dans la forme
et la taille des chromosomes. Ces derniers sont en majorité métacentriques, de taille petite, toutes
les paires sont sensiblement de la méme dimension, ce qui indique des caryotypes symétriques et

primitifs. Le caryotype de I’espece H. pallidum est le plus évolué.

La répartition de I’hétérochromatine est semblable entre le diploide naudinianum et le
tétraploide perrauderianum. Elle se trouve sous forme de points et de fines bandes localisée dans
les régions centromériques, intercalaires et télomériques alors que chez H. pallidum, elle est
présente sous forme de blocs et de larges bandes intercalaires et télomériques. Chez le tétraploide,
le C-banding nous a permis de regrouper deux par deux certaines paires chromosomiques qui
présentent le méme pattern. La similitude de certaines paires chromosomiques marquées par les
bandes C et d’autres partiellement différentes suggere que H. perrauderianum est un

autotétraploide en voie de diploidisation.
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Les loci 5S et 35S ne sont pas colocalisés et montrent des différences dans la taille et
I’intensité des spots. Les signaux 35S sont situés au niveau télomérique des bras courts chez les
trois especes par contre les signaux 5S se situent dans la région télomérique pour H. naudinianum
et H. perrauderianum et dans la région centromérique pour H. pallidum. Ils sont associés aux
régions riches en bases GC. Le nombre de loci d’ADNr 5S et 35S est en corrélation avec le
niveau de ploidie. En effet, les diploides 2n = 16 et le tétraploide 2n = 32 présentent

respectivement 2 et 4 signaux.

Chez le tétraploide, le nombre maximal de nucléoles par cellule est étroitement corrélé avec
le nombre de constrictions secondaires, le nombre de bandes chromomycine positives (fortement
marquées) et le nombre de NORs. Chez les diploides, la majorit¢ des noyaux interphasiques
présente un seul nucléole de grande taille. 11 semble que tous les chromosomes NORs participent a

la formation d’un unique nucléole de grande taille.

Le comportement méiotique s’est révele différent entre les populations d° H.
perrauderianum. Les populations se trouvant en bord de route ont une méiose plus perturbée que
les populations poussant sous forét de Pin d'Alep qui présentent une méiose plus régulicre. Les
deux groupes de populations se distinguent également par des fréquences d’anomalies plus élevées

chez les populations de bord de route. Le diploide présente une méiose réguliere.

Le taux de viabilité pollinique est trés important chez H. naudinianum et H. perrauderianum
(plus de 80%). Les grains de pollen sont de petite taille et présentent une seule forme simple et

allongée.

Les espéces présentent des chromosomes B de nature hétérochromatique et dont le nombre
varie de 1 a 4. Nous avons constaté que chez certaines populations, la présence des chromosomes

B augmente la fréquence des univalents formés par les chromosomes A.

D’apres la classification de Leitch et al. (1988), la taille du génome des especes étudiées est
petite par rapport a d’autres angiospermes. Les diploides montrent une différence significative de
la quantit¢ d’ADN. La variation de la teneur en ADN nucléaire n’est pas liée au nombre de
chromosomes (2n = 16) mais elle est liée a leur taille. L’espece tétraploide H. perrauderianum
présente une quantité d’ADN qui se rapproche du double de celle du diploide H. naudinianum, ce

qui est proportionnel au nombre de chromosomes.
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Compte tenu de toutes les données obtenues a partir de la cytogénétique classique et
moléculaire, nous pouvons considérer que H. perrauderianum est phylogénétiquement trés proche
d’H. naudinianum que d’H. pallidum. H. naudinianum pourrait représenter 1’ancétre du tétraploide
par autopolyploidie. Ces observations méritent d’étre poursuivies et analysées sur 1I’ensemble des

especes du genre Hedysarum en Algérie et dans d’autres pays du bassin méditerranéen.

Perspectives

Ce travail de caractérisation nous a permis d’arriver a des résultats intéressants qui nous ouvrent de
nouvelles pistes de recherche:

- confirmer ou infirmer le nombre chromosomique 18 observé chez certaines especes du genre
Hedysarum, par des travaux sur d’autres especes et populations de ce complexe;

- déterminer avec certitude la nature du tétraploide par une hybridation génomique in situ;

- ¢tablir la relation entre la présence des chromosomes B dans le genre Hedysarum et les
conditions de I’environnement sur un plus grand nombre d’especes et de populations de milieux
écologiques différents;

- déterminer, au niveau intraspécifique, la taille du génome de populations récoltées de milieux

différents pour voir I’influence de I’origine géographique sur la taille du génome.
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Annexe 1

1- La 8-hydroxyquinoléine a 0.002%
0.03g de la 8-hydroxyquinoléine dans 100 ml d’eau distillée.

2- Colchicine a 0.05%
50 mg de colchicine en poudre dans 100 ml d’eau distillée.

3- Carmin acétique a 1%

Dans un grand erlenmeyer, porter 1 litre d’eau acétique (45% acide acétique) a €bullition.
Verser 10 g de carmin et faire mijoter la solution pendant 5 min.

Laisser décanter jusqu’au refroidissement.

Filtrer.

Additionner quelques gouttes de perchlorure de fer dans la solution obtenue pour accentuer
I’intensité de la coloration.

La solution de carmin ainsi obtenue, se conserve tres longtemps dans un flacon en verre fumé.

4-Réactif de Schiff

Pour 1 litre de solution

Faire bouillir 800 ml d’eau distillée dans un erlenmeyer de 2 L.
Eteindre la source de chaleur, attendre 1’arrét total de 1’ébullition.
Verser lentement 4 g de fuschine basique.

Agiter puis laisser refroidir jusqu’a 50°C.

Ajouter 120 ml d’acide chlorhydrique (HCI 1M).

Filtrer.

Ajouter a la solution filtrée 12 g de métabisulfite de potassium.

Si la solution est encore rose ou rouge, ajouter le charbon, agiter fortement (agitateur
magnétique), pendant 2 min, puis filtrer.

La conservation se fait dans un flacon en verre fumé, bien bouché.

5-Tampon phosphate

Mettre dans un erlenmeyer contenant 100 ml d’eau distillée, 1.17 g de phosphate dissodique
(Na;HPO,) avec 0.69 g de phosphate monopotassique (KH,PO,).

Me¢langer.

Ajuster le pH a2 6.8.

Cette préparation doit étre extemporanée.

6- Solution saline 2 x SSC (Salt Sodium Citrate)
Mélanger 17.5 g de chlorure de sodium et 8.8 g de citrate de sodium dans un litre d’eau
distillée



Annexe 2

1- Tampon citrate

0.01M
Le tampon citrate est formé de deux solutions A et B
A : solution d’acide citrique 0.096g/50ml.

B : solution de citrate de sodium  0.147g/50ml.

Pour un pH 4.6
Prendre 25.5ml d’acide citrique et 24.5ml de citrate de sodium.
Compléter a 100 ml avec I’eau distillée.

0.05M (pour la préparation de ’enzyme R)
Acide citrique 0.48g/ 50ml
Citrate de sodium 0.73g/ 50ml

2- Préparation de I’enzyme R

Hémicellulase 4%

Pectolyase 1%

Cellulase R10 4%

Diluer les trois enzymes dans le tampon citrate 0.05M a pH 4.6

3- Tampon Mcllvaine

A: solution d’acide citrique 1.05g/50ml H,O
B: Na,HPO4, H,O 1.068g/30ml H,O.
Pour un pH 7

Prendre 6.5ml de la solution A et 43.6ml de la solution B.
Compléter a 100ml par de I’eau distillée.

Pour un pH 5.5
Prendre 43.2 ml de la solution A et 56.8ml de la solution B.
Compléter a 200ml par de I’eau distillée

Tampon Mcllvaine pH 7 + MgS0O4

Prendre 50ml du tampon Mcllvaine (pH 7).

Ajouter 61.62mg de MgSOy,.

Préparation de la chromomycine

2mg de chromomycine pour 10ml de solution (tampon Mcllvaine pH 7 + MgSOy).
Entourer le flacon avec du papier aluminium pour I’obscurité et conserver a 4°C.



4- Préparations des tampons et des enzymes pour la FISH

20 x SSC

NaCl 175.3g
Citrate de sodium 88.2¢g
Eau ultra pure gsp 1000ml

4 x SSC Tween

Tween 20 Iml
20 x SSC 100ml
Eau ultra pure 400ml
4 x SSC

20 x SSC 100ml
Eau ultra pure 400ml
2 x SSC

20 x SSC 100ml
Eau ultra pure 200ml
0.1 x SSC

2 x SSC 13ml
Eau ultra pure 247ml

Formamide 20%
0.1 x SSC 160ml
Formamide 40ml

RNase (stock a 10mg/ml diluée a 1/100)
RNase a 10mg/ml l16ul
2 x SSC 1584ul

Pepsine (stock a S00mg/ml)
Pepsine 500 mg 500mg
HCI 001 M Iml

Tampon de détection (préparé extemporanément)
5% BSA (Bovine serum albumin): 0.1g de BSA dans 2ml 4 x SSCT.
Diluer dans un petit récipient et laisser a 37°C jusqu’a la dilution compléte.
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Population 1

Annexe 3

Données morphométriques du caryotype de quatre populations d’H. perrauderianum

PCh BL (um) BC (um) LT (um) r Ic LR(%o) t

1 2.16 (0.02)" 1.93 (0.03) 4.09 1.11 47.19 72.08 m

2 2.00 (0.15) 2.00 (0.00) 4.00 1.00 50.00 70.49 m

3 2.50 (0.00) 1.50(0.10) 4.00 1.66 37.50 70.49 m

4 2.20(0.06) 1.60(0.13) 3.80 1.37 42.10 66.97 m

5 2.06 (0.12) 1.70(0.10) 3.76 1.21 45.21 66.25 m

6 2.00 (0.02) 1.60(0.07) 3.60 1.25 44.44 63.44 m-sat
7 2.00 (0.01) 1.60(0.09) 3.60 1.25 44.44 63.44 m

8 2.00 (0.05) 1.60(0.00) 3.60 1.25 44.44 63.44 m

9 1.83 (0.18) 1.67(0.05) 3.50 1.09 47.71 61.68 m

10 2.26 (0.05) 1.15(0.08) 341 1.96 33.72 60.09 sm
11 1.86 (0.10) 1.50(0.03) 3.36 1.24 44.64 59.21 m-sat
12 1.78 (0.03) 1.52(0.09) 3.30 1.17 46.06 58.16 m

13 1.66 (0.10) 1.60 (0.00) 3.26 1.04 49.08 57.45 m

14 1.66 (0.00) 1.60(0.01) 3.26 1.04 49.08 57.45 m

15 1.64 (0.10) 1.56(0.07) 3.20 1.05 48.75 56.39 m

16 1.65(0.02) 1.35(0.08) 3.00 1.22 45.00 52.87 m
Population 3

PCh BL (um) BC (um) LT (um) r Ic LR(%o) t

1 2.10 (0.00) 1.90(0.05) 4.00 1.10 47.50 76.17 m

2 2.00 (0.00) 1.70(0.10) 3.70 1.17 45.94 70.46 m

3 2.00 (0.13) 1.70(0.12) 3.70 1.17 45.94 70.46 m

4 2.00 (0.02) 1.67(0.03) 3.67 1.19 45.50 69.89 m

5 1.90 (0.13) 1.65(0.19) 3.55 1.15 46.47 67.60 m

6 1.81 (0.05) 1.62(0.16) 3.43 1.11 47.23 65.32 m-sat
7 1.83 (0.08) 1.50(0.01) 3.33 1.22 45.04 63.41 m

8 1.70 (0.04) 1.63(0.04) 3.33 1.04 48.04 63.41 m

9 1.70 (0.02) 1.60 (0.06) 3.30 1.06 48.48 62.84 m

10 2.10(0.17) 1.19(0.19) 3.29 1.76 36.17 62.65 sm
11 1.60 (0.07) 1.56(0.01) 3.16 1.02 49.36 60.17 m-sat
12 1.51 (0.02) 1.45(0.05) 2.96 1.04 48.96 56.37 m

13 1.53 (0.04) 1.40(0.02) 2.93 1.09 47.78 56.95 m

14 1.40 (0.15) 1.36(0.10) 2.76 1.02 49.27 48.84 m

15 1.42 (0.00) 1.30(0.05) 2.72 1.09 47.79 51.79 m

16 1.40 (0.01) 1.28(0.00) 2.68 1.09 47.76 51.03 m




Population 4

PC BL (um) BC (um) LT (um) r Ic LR(%o) t

1 2.20(0.10) 1.90 (0.01) 4.10 1.15 46.34 72.54 m
2 2.00(0.00) 1.90 (0.00) 3.90 1.05 48.71 69.00 m
3 2.10(0.02) 1.70 (0.06) 3.80 1.23 44.73 67.23 m
4 2.00(0.04) 1.80 (0.01) 3.80 1.11 47.36 67.23 m
5 2.00(0.07) 1.70 (0.00) 3.70 1.17 45.94 65.46 m
6 2.10(0.01) 1.50 (0.02) 3.60 1.40 41.66 63.69 m-sat
7 2.20(0.08) 1.37 (0.04) 3.57 1.60 38.37 63.16 m
8 2.00(0.00) 1.50 (0.13) 3.50 1.33 42.85 61.92 m
9 2.10(0.15) 1.40 (0.08) 3.50 1.50 40.00 61.92 m
10 2.27(0.02) 1.23 (0.01) 3.50 1.84 35.14 61.92 sm
11 2.00(0.08) 1.40 (0.13) 3.40 1.42 41.17 50.15 m-sat
12 1.92(0.02) 1.48 (0.02) 3.40 1.29 43.52 50.15 m
13 2.00(0.01) 1.40 (0.04) 3.40 1.42 41.17 50.15 m
14 1.70(0.10) 1.60 (0.01) 3.30 1.06 48.48 58.38 m
15 1.70(0.06) 1.40 (0.08) 3.10 1.21 45.16 54.84 m
16 1.55(0.16) 1.40 (0.01) 2.95 1.10 47.45 52.19 m
Population 6

PCh BL (um) BC (um) LT (um) r Ic LR(%o) t

1 2.32 (0.00)" 1.80 (0.02) 4.12 1.28 43.68 73.11 m

2 2.28 (0.10) 1.75(0.15) 4.03 1.30 43.42 71.51 m

3 2.40(0.02) 1.60(0.12) 4.00 1.50 40.00 70.98 m

4 2.00 (0.08) 1.80(0.08) 3.80 1.11 47.36 67.43 m

5 2.00 (0.15) 1.80(0.17) 3.80 1.11 47.36 67.43 m

6 2.30(0.01) 1.50(0.02) 3.80 1.53 39.47 67.43 m-sat
7 2.20(0.00) 1.40(0.00) 3.60 1.57 38.88 63.88 m

8 2.00 (0.03) 1.60(0.01) 3.60 1.25 44.44 63.88 m

9 2.20(0.05) 1.40(0.05) 3.60 1.57 38.88 63.88 m

10 2.25(0.07) 1.15(0.10) 3.40 1.95 33.82 60.33 sm
11 2.00 (0.12) 1.30(0.17) 3.30 1.53 39.39 58.56 m-sat
12 1.70 (0.09) 1.60 (0.03) 3.30 1.06 48.48 58.56 m

13 1.80 (0.03) 1.40(0.05) 3.20 1.28 43.75 56.78 m

14 1.60 (0.08) 1.50(0.12) 3.10 1.06 48.38 55.01 m

15 1.60 (0.10) 1.30(0.09) 2.90 1.23 44.82 51.46 m

16 1.50 (0.06) 1.30(0.04) 2.80 1.15 46.42 49.68 m

(+): écart type.



Nombre moyen de nucléoles chez les espéces étudiées

Especes 1 nucléole 2 nucléoles 3 nucléoles 4 nucléoles

H. pallidum 45 3.75 1.00 0.25

H. naudinianum 42 6.33 1.33 0.33

H. perrauderianum 25 20.4 3.00 1.60
Annexe 4

Terminologie de la palynologie (Punt ez al. 1994; Erdtman 1952)
1. Forme et symétrie

La forme du grain de pollen est variable, on peut avoir :

- des grains de pollen simples: (a) eumonades,

- des grains composés: (b) tétrades; (c) polyades.

En vue polaire, la forme du grain de pollen est variable :

Pollen lobé Pollen circulaire Pollen triangulaire

En vue équatoriale, le pollen représente un volume pour lequel on définit deux axes :
- ’axe polaire P : ligne joignant les deux pdles,

- ’axe équatorial E : perpendiculaire a I’axe P.

P>E : pollen longiaxe, P<E : pollen bréviaxe, P=E : pollen aquiaxe.

Pollen prolate : 1.33 -P/E- 2 et pollen subprolate : 1.4-P/E-1.33.

La symétrie des pollens est définie par ’emplacement des zones germinales ou apertures.




Pollen hétéropolaire Pollen apolaire Pollen isopolaire

- le pollen apolaire : sans plan de symétrie,
- le pollen isopolaire : vues polaires identiques et symétriques par rapport au plan équatorial,
- le pollen hétéropolaire : présentant un axe de symétrie mais les vues polaires sont différentes

au pole proximal et au pole distal.

2- Apertures ou zones germinales

L’aperture est une zone de moindre résistance, due a ’amincissement ou a la disparition de
I’exine, qui permet la sortie du tube pollinique (Erdtman 1952). Ces apertures peuvent se
situer aux poles, a I’équateur ou étre réparties sur ’ensemble du grain. La forme de I’aperture

peut étre variable.
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