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Introduction

L'Algérie posséde une flore extrémement diversifiée, bénéficiant de sa position
géographique et de sa variété de climats et de sols. Cette situation privilégiée permet a
I'Algérie de cultiver et d'exploiter une multitude de plantes. Un grand nombre de ces especes
se développent naturellement et sont endémiques a la région. Certaines d'entre elles présentent
une grande valeur agronomique, étant utilisées comme fourrage pour le bétail ou comme
plantes alimentaires, tandis que d'autres ont des propriétés médicinales (Armani, 2006).

Le genre Medicago appartient a la famille des Fabaceae. Selon Ernest et al. (1998), le
genre Medicago comporte 86 especes dont des annuelles, des bisannuelles et des vivaces
(herbacées ou arbustives).

Les especes annuelles de ce genre sont a prédominance autogame et présentent de
fortes barriéres d’interfécondité spécifique. Ces barrieres d’interfécondité ne sont pas toujours
efficaces, il existe souvent des flux de génes entre des taxons végétaux différents (Rieeberg et
Morefield, 1995 in Judd et al., 2002).

Le genre Medicago compte 87’especes (Small, 2011) dont 23 sont présentes en Algeérie
(Quézel et Santa, 1962) dont la plupart sont présentes dans la Vallée de la Soummam et le
Golfe de Béjaia. Ces especes demeurent insuffisamment étudiées du point taxonomique en
général .et cytogénétique en particulier.

Ce travail vise a analyser la cytogénétique et la cléistogamie de différentes populations
de quatre espéces: M. polymorpha, M. minima, M. murex et M. lesinsii, et cela par
I’observation des mitoses et des méioses, les anomalies méiotiques, la fertilité pollinique, et la
taille des grains de pollen. La cléistogamie sera aussi abordée pour tenter de comprendre dans
quelle mesure elle serait la cause des barrieres reproductives au sein de cet ensemble de
taxons.

Notre mémoire comporte une introduction générale ou est présenté 1’état de la question
et I’objectif principal du travail. Ensuite le premier chapitre est consacré a la revue
bibliographique ou on définit les espéces, leur morphologie, classification etc. Le deuxiéme
chapitre ou matériel et méthodes présente 1’échantillonnage du matériel végétal et les
méthodes d’Analyse utilisées. Dans le troisieme chapitre sont présentés les résultats et

discussion. On termine par une conclusion générale suivie et des perspectives.
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I- Synthése bibliographigue

I- Syntheése bibliographique
I-1- La famille des Fabaceae

La famille des Fabaceae ou Leguminosae sont des plantes dicotylédones de I'ordre des
Fabales, est la seconde famille la plus importante économiquement apres les Graminées, et la
troisieme plus grande famille floristiquement parmi les angiospermes apres les Orchidaceae et
les Asteraceae (Azcan, 2001 Bayrakdar, 2010). C’est 1’'un des groupes de végétaux supérieurs
les plus abondants et les plus diversifiés (Faria, 1984). Elle comprend environ 727 genres et
20000 especes (Lewis et al., 2005) qui sont classées en trois sous-familles ; Caesalpinioideae
DC., Mimosoideae DC. et Faboideae DC. (APG IV, 2016 ; LPWG, 2017). Les espéces qui la
composent sont réparties aussi bien en milieu tempéré que tropical. les formes arborescentes
prédominent dans les pays chauds et les formes herbacées dans les régions tempérées
(Guignard et Dupont 2005). Ces légumineuses tiennent une part tres importante des travaux
dans divers domaines tels que 1’agronomie, la cytogénétique, I’entomologie, la

phytopathologie, et la physiologie (Azcan et al., 2001).

La famille des Iégumineuses est hautement bénéfique pour I'humanité, que ce soit dans
les domaines de l'alimentation, de I'industrie, de I'économie, de I'écologie ou de I'agronomie.

- Les graines des légumineuses sont des aliments de qualité exceptionnelle, étant une
source principale de protéines et d'huiles végétales, en fonction de la variété de
Iégumineuse considérée.

Les protéines peuvent représenter de 17 et 27 % du poids des graines soit deux & trois
fois plus que les graines des céréales majeures (Graham et VVance, 2003; Simon, 2005;
Fyad-Lameche, 2007).

- Dans I’industrie, les légumineuses représentent une source trés importante de matiere
premiere pour la production de dérivés alimentaires tels que les huiles, les farines et
les conserves... et pour la production des produits cosmétiques et pharmaceutiques
(Lee et al., 2007).

- L’utilisation des systémes de rotation 1égumineusex-céréales permet de substantielles
¢conomies d’engrais azotés, d’épargner une grosse part de I’énergie fossile et conduit
a une protection de ’environnement et au développement de 1’agriculture equilibrés

(Sahgal et Johri, 2003).



I- Synthése bibliographigue

- Les légumineuses améliorent les pratiques agricoles et contribuent au maintien de la
fertilité des sols par I’accumulation des concentrations importantes d’azote dans leurs
tissus (Simon, 2005).

- Ecologiquement, les légumineuses sont responsables pour une partie substantielle de
la conversion du flux global de I’azote atmosphérique en forme fixe tel que 1’azote
ammoniacal qui est & son tour converti en composés organiques assimilables (Wani et
al., 1995 ; Chalck, 1998).

- Elles jouent aussi des roles tres importants dans la lutte contre 1’érosion, la
désertification et la dégradation des sols (Thami et EI Mzouri, 2000).

I-2- Le genre Medicago

Le genre Medicago L. (1754), Luzernes en Frangcais, Iffis en Kabyle et Nefla en Arabe
Algérien appartient a la famille des Fabaceae (Légumineuses). Possédant des racines
pivotantes puissantes qui peuvent s'étendre jusqu'a plusieurs metres de profondeur. Ses tiges
portent des feuilles trifoliées a folioles finement dentées au sommet, La fécondation est
allogame chez les espéces vivaces et autogame chez les espéces annuelles (Prosperi et al.,
1993).

Selon Fournier (1961), le terme "Medicago” vient du mot latin "Medica™ ou «herbes de

médic», il fut modifié par Dale Champs en 1587 et devient Medicago.

Le nom scientifique du genre Medicago n'est pas lié a ses propriétés médicinales, mais
plutdt a l'origine signalée de la luzerne dans la région de Médie, qui s'étend du nord-ouest de
I'lran a I'Azerbaidjan. Le nom anglais et espagnol "alfalfa" dérive du terme arabe "al-fac-
facah", signifiant "le pere des aliments"”, car la luzerne était utilisée comme fourrage pour les
chevaux. Quant au nom vernaculaire (Luzerne), il est emprunté a 1’occitan « luserna », qui
désigne aussi une partie lumicre ou le ver luisant, en raison de 1’aspect brillant des graines de

la plante.
I-2-1- Distribution géographique

Géographiquement, les especes perennes et annuelles du genre Medicago ne se
distribuent pas de la méme maniére. Les especes annuelles sont cantonnées particulierement
dans la région méditerranéenne (Figure 1). Par contre, les especes pérennes sont a large
distribution et se localisent plutot a I’Est de la Méditerranée et principalement au Centre et a

I’Ouest asiatique.
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“»
. Medicago Annuelles (Medics) . Medicago Pérennes (Alfalfa)

Figure 1 : Origine géographique du genre Medicago (Delalande et al., 2007)

1-2-2- Morphologie du genre Medicago

Les plantes du genre Medicago sont annuelles ou pérennes, herbacées ou arbustives, les
feuilles sont trifoliées pétiolées et non terminées par une vrille et leurs folioles sont dentées
sur la partie distale, Deux stipules collées aux pétioles, une corolle papilionacée, caduque,
constituée d’un étendard de deux ailes libres et d’une caréne formée par deux pétales
inférieurs soudés, androcée diadélphe (9 + 1): neuf étamines soudées, formant la colonne
staminale, plus une dixieme étamine libre. Le calice est formé de cing sépales soudés, les
inflorescences pédonculées portent jusqu'a 30 fleures libres, la gousse est soit courbée, soit
tordue, soit roulée en hélice, épineuse ou non, indéhiscente ou presque, le port est
généralement dressé mais peut étre prostré (collé au sol), les tiges peuvent étre poilues (Lesins
et Lesins, 1979 ; Chakravatry, 1976 et Prosperi et al., 1995).

I-2-3- Données cytogénétiques sur le genre Medicago

Le genre Medicago a été largement étendu en cytogénetique, grace principalement a des
analyses caryologiques, dans le but de clarifier la position systématique et phylogénétique de
certains taxons (Lesins et al., 1970). Cependant, malgré ces recherches, les données
caryologiques demeurent insuffisante et les relations phylogénétiques entre les especes

persistantes. Pourtant ces études ont revelé I'existence d'au moins quatre nombres
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chromosomiques dans le genre Medicago : 2n = 2x = 14, 16, 32 et 48, avec deux nombres de
base x = 7, x = 8, et trois niveaux de ploidie : diploide, tétraploide et hexaploide (Bauchan et
al.,, 1984 ; Mariani et al.,, 1996). Le nombre chromosomique le plus courant parmi les

especes annuelles du genre Medicago est 2n = 2x = 16.

Malgré cela, certaines espéces diploides présentent un nombre chromosomique de
2n=14, tandis que M. murex est l'unique espéce a posséder a la fois 2n = 14 et 2n = 16. Le
nombre chromosomique 2n = 14 est le résultat d'une réorganisation des chromosomes aprés la
fusion de deux chromosomes, I'un d'entre eux étant dépourvu de centromére (Lesins et al.,
1970).

Selon Lesins et Lesins (1979), trois especes présentent un nombre chromosomique de
2n= 14, a savoir M. polymorpha, M. praecox et M. rididula. 1l est probable qu'elles dérivent
de la méme espéce que M. murex, car elles présentent un chromosome long exceptionnel
résultant de la fusion de deux chromosomes. En revanche, M. constricta, une autre espéce
avec un nombre chromosomique de 2n = 14, ne présente pas de chromosomes longs et est le
résultat d'un réarrangement secondaire des chromosomes. Il existe uniquement deux espéces
annuelles tétraploides, M. rugosa et M. scutellata, avec un nombre chromosomique de
2n = 30 et 2n = 32 respectivement.
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I-2-4- Les especes du genre Medicago rencontrée en Algérie

Les plus importantes sont décrites par Quézel et Santa en 1962 (Tableau 1).

Tableau 1 : Espéces spontanées du genre Medicago présentes en Algérie (Quézel et Santa, 1962).

Type de la

Nom d’espéce Gousse Fleur Habitat
plante
. . Paturages, Tell
M. intertexta Annuelle Glabre de 12 3 15mm | Jaune Algéro- Constantinois
Velue hirsute, plus ou . ..
o . Jaune Paturages, prairies, Tell
M. ciliaris Annuelle moins glanduleuses de . AL
a sol semi salin
10-15 mm
. Courbée en faucille ou - .
M. falcata Vivace en anneausx, pubescen Jaune Paturages argileux
Annuelle ou | Réniforme, fortement PALrA0es
M. lupulina bisannuelle arquée de 2-3 mm de | Jaune g
diamétre
. Annuelle ou | Brun clair de 2-2.5 A
M. secundiflora bisannuelle mm Jaune Paturages
M. marina Vivace Contournée en hélice | Jaune Sables maritimes
M. sativa Glabre ou pubescente, g/qugel}:lizss Cosmopolite
' Vivace a 2-3 tours de spire J P
lavées de
brun
Hémisphérique a
M. scutellata Annuelle spires emboitées Jaune Sols argileux du Tell
de 13-15 mm
M. orbicularis Annuelle O\_/Olde a 5-6 tours de Jaune Paturages du Tell
spires
. Paturages de
M. rugosa Annuelle Ne dépassant pas de Jaune Constantine
9mm
et Alger
- Paturages du Tell
M. soleirolii Annuelle Glabres Jaune Constantinois
M. rigidula Glanduleuse fortement .
Annuelle pubescente de 10 mm Jaune Broussailles, Montagnes
Tronquée a sa base, Paturages arides
M. tuberculata | Annuelle Glabre de 10mm Jaune
Tronguée a ses deux Jaune
M. truncatula Annuelle extrémités De  7-8 Sols argileux du Tell
mm
M. littoralis Ovoide ou globuleuse Paturages
Annuelle Jaune
de 10 mm
M. murex Annuelle G_Iapres ou faiblement Jaune Tell o Algéro-
hispides Constantinois
M. minima Annuelle Contournée en hélice, | Jaune Sols pauvres
pubescente de 3-4 mm
M. arabica Annuelle Glabre de 5-7 mm Jaune Tell - Algéro-
Constantinois
M. laciniata Ovoide ou sphéroidale Paturages arides-
Annuelle Jaune
de 5-6 mm Montagnes
M. hispida Annuelle Fortement  réticulée- Jaune Tell — Paturages

striée de 5-9mm




I- Synthése bibliographigue

I-2-5- Classification du genre Medicago
La position systématique du genre Medicago est représentée comme suit d’apres (Small
et jomphe, 1989).

Tableau 2 : Classification botanique du genre Medicago (Small et jomphe, 1989)

Reégne Plantea
Embranchement Spermatophytes
Sous-embranchement | Angiospermes
Classe Dicotylédones
sous- classe Rosidées
Ordre Fabale

Famille Fabaceae

sous- famille Faboideae
Tribus Trifolieae
Genre Medicago

Plusieurs botanistes et taxonomistes ont proposé différentes classifications du genre
Medicago, notamment Schoutteten (2004), Heyn (1963), Lesins et Lesins (1979), et Ernest et
al., (1998). Lesins et Lesins (1979) ont désigné 55 espéeces herbacées, dont 34 annuelles et 21
pérennes. Parmi ces especes, une dizaine est cultivée, principalement dans les paturages et les
parcours, notamment dans les régions méditerranéennes. Ils ont divisé le genre en 4 sous-
genres (Lupularia, Orbicularia, Falcago, Spirocarpus) et 14 sections (Schoutteten, 2004).
Selon Ernest et al., (1998), le genre Medicago comporte 86 espéces (annuelles, bisannuelles et

vivaces) représentant I’ensemble des 12 sections et 8 sous-sections.

I-3-Données sur les espéces étudiées

I-3-1- Medicago polymorpha

Medicago polymorpha posséde des caractéristiques qui en font une plante fourragere
nutritive et extrémement appréciée pour les sols lIégérement neutres et alcalins des régions a
climat méditerranéen (Del Pozo, 2002). Considerée comme la Iégumineuse la plus précieuse
pour I'amélioration des paturages (Graziano, 2010) et la stimulation de la matiére organique
du sol dans les sols bien drainés, elle présente une croissance rapide et dense. En fixant I'azote
et en augmentant la disponibilité d'azote dans le sol, elle est extrémement utile en tant que
fumier vert (Denton et al., 2007). Sa propagation a travers le monde est largement due a sa
faible sensibilité a la photopériode et a la vernalisation (Clarkson et Russell, 1975).
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On la retrouve notamment dans les régions tempérées chaudes, subtropicales et en
altitude.

I-3-1-1- Origine et distribution géographique de Medicago polymorpha

L'introduction de Medicago polymorpha en Europe remonte a environ 470 av.J.C.,
avant les guerres médiques. A I'époque, elle était appelée Medica herba, ou "“I'herbe de
Médie". Plus tard, ce nom a été adopté en tant que nom de genre : Medicago. Cette plante est
une légumineuse annuelle avec des graines durables et une capacité d'autogénération.
Originaire du bassin méditerranéen, elle se trouve largement répandue a I'état sauvage dans de
nombreuses régions du monde (Crawford et al., 1989). Medicago polymorpha, tout comme
d'autres especes annuelles de Medicago, présente une bonne adaptation aux sols alcalins. De
plus, elle est capable de pousser dans des sols modérément acides en raison de sa tolérance
aux conditions acides pendant la phase de nodulation (Howieson et Ewing, 1989 ; Ewing et
Robson, 1990). Sa capacité a résister au froid est également bien étudiée et documentée ( Loi
etal., 1993).

I-3-1-2- Morphologie

Medicago polymorpha (Fig. 2), appartenant a la famille des Légumineuses, se distingue
par ses petites fleurs d'un éclatant jaune vif, mesurant entre 3 et 6 mm de longueur. Ces fleurs
se regroupent en tétes composées de 2 a 10 fleurs a Il'extrémité de la tige. Le fruit de
Medicago polymorpha est une gousse qui présente une forme sinueuse avec 2 a 6 courbures,
et posséde des rangées d'épines sur son bord extérieur. Sa longueur est généralement d'environ
6a7mm.

Initialement de couleur verte et relativement tendre, il devient rapidement brun et dur. A
I'intérieur de la gousse, on trouve plusieurs graines, généralement de couleur jaune ou bronzée
et de forme réniforme. Les tiges de la plante sont fragiles et atteignent une longueur de 60 a
75 cm. Dans des peuplements denses, les tiges peuvent se redresser et atteindre une hauteur de
60 cm. Le systeme racinaire est doté d'une racine pivotante qui s'enfonce profondément dans

le sol et qui est difficile a extraire une fois que la plante est établie (Heuzé et al., 2016).
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Figure 2 : Morphologie de Medicago polymorpha (https://www.feedipedia.org/node/276)

I-3-1-3- Intérét de Medicago polymorpha

Medicago polymorpha est une plante extrémement bénéfique pour la restauration des
sols, le fumier vert et la protection contre I'érosion, notamment dans les zones de sécheresse.
Sa capacité de croissance rapide et dense, ainsi que sa capacité a fixer I'azote et a augmenter
la disponibilité d'azote dans le sol, la rendent trés utile en tant que fumier vert (Denton et al.,
2007). L'utilisation répandue de Medicago polymorpha se retrouve dans les systémes
d'élevage de légumineuses, qui combinent la production végétale et animale dans des régions
semi-arides et terrestres. Ce systeme repose sur la rotation des cultures céréalieres avec

I'incorporation réguliére de Iégumineuses annuelles ( Graziano et al.,, 2010).

Pendant les périodes de jachére ou de paturage, Medicago polymorpha est utilisée pour
accroitre la teneur en azote du sol en raison de sa capacité a fixer I'azote atmosphérique dans
ses nodules racinaires, réduisant ainsi potentiellement le besoin d'engrais azotés
supplémentaires. De plus, elle perturbe le cycle de vie des organismes nuisibles et protége les
sols contre la dégradation. En début de saison de croissance, elle pousse rapidement et
supprime les mauvaises herbes. Les mauvaises herbes automnales peuvent étre contrdlées
grace a leur repousse aprés la récolte, que ce soit par une plantation intercalaire avec les

ceéréales ou par le semis des céréales dans un couvert vegétal déja établi (Clark, 2007).

En retirant les animaux de paturage au stade de floraison, la consommation des fleurs a
été réduite, ce qui a favorisé une meilleure survie des graines ultérieurement au cours de la

saison de croissance (Duke, 1983 ; Tilman, 2000).

Dans les rotations a long terme des cultures, la persistance de ses graines se régénere
généralement pendant la phase de paturage des banques de semences dans le sol (Denton et

al., 2007). Rochon et al., (1994) ont constaté que les paddocks a paturage a rotation,

9
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ensemencés avec Medicago polymorpha ont montré une productivité accrue sous une forte
intensité de paturage. L'élevage doit étre soigneusement géré, cependant, pendant la phase de
floraison afin d'éviter I'épuisement de la banque de semences causée par lI'apport de semences
(Rochon et al., 2004).

1-3-2- Medicago murex

D’aprés Lesins & Lesins (1979), Plantes de 30 a 90 cm de long, tiges couchées a
obliques, provenant de la base et se ramifiant secondairement. Parties végétatives glabre, ou
peu couvertes de simples poils semi-verticaux. Stipules profondément incisées, parfois avec
incisions secondaires, formant de longues dents. Dans les nceuds supérieurs, les stipules se
forment parfois en une seule dent. Folioles 9-21 mm x 8-12 mm, obovés a coniques ; face
supérieur glabre, la face inférieure couverte de quelques poils surtout le long de la nervure
centrale. Pédoncule de 1 a 6 fleurs, avec une arréte terminale, généralement 2 & 5 fois plus
longue que le pétiole correspondant, Rarement un peu plus long ou aussi long que le pétiole.
Fleurs de 4 a 7 mm de long. Pédicelle inferieur au tube de calice. Bractées ont + la longueur
du pédicelle. Calice de 3 a 4 mm de long. La corolle jaune, généralement moins de deux fois
plus longue que le calice, est rarement égal ou plus de deux fois plus longue. Les ailes
nettement plus longues que la carene. Gousses matures sphérique, de couleur grises-verdatre a
noir, épineuse ou inerme, 6 a 9 spires par gousse. Graines 3.5-4.5 mm x 1.5-2.5 mm, souvent

en forme d'arc, 1 & 2 graines par spire, séparées.

Figure 3 : Morphologie de Medicago murex (https://www.gbif.org/fr/species/2965209)

10



I- Synthése bibliographigue

1-3-3- Medicago minima

Figure 4 : Morphologie de Medicago minima (https://fr.wikipedia.org/wiki/Medicago_minima)

Selon Lesins & Lesins (1979), Plantes de 20 a 60 (90) cm de long plus en moins
densément couvertes de simples poils glandulaires ; branches émergeant de la base, prostrées
a ascendantes, stipules entiéres ou dentées minutieusement. Folioles 6-14 mm x 4-8 mm,
obovales, rarement aux nceuds inférieurs. Marge dans sa partie apicale dentelée 1/4-1/3 ;
nervure médiane se termine par une dent terminale. Pédoncule 1 a 7 fleurs, plus long que le
pétiole correspondant, ou plus court a sessile, avec une minuscule cuspide terminale ou sans.
Fleurons de 3 @ 6 mm de long. Pédicelle plus court que le tube du calice ; bractée + la
longueur du pédicelle. Calice £ la moitié de la longueur du fleuron. Corolle jaune vif a jaune
citron ; standard obovale, parfois émarginée ; ailes généralement un peu plus courtes que la
quille. La jeune gousse se tourne latéralement a travers les dents du calice. Gousse mature
brun clair a brun foncé, glabrescente ou avec des poils simples et glandulaires, cylindrique ou

ovale, épineuse, avec des épines courtes ou sans épines. Rouleaux 3-5, a paroi fine.

1-3-4- Medicago lesinsii

M. lesinsii E. Small Pays du cercle méditerranéen ; peu collecté mais largement
répandue. 1l s'agit de I'ancétre probable de (25), M. murex (Small et Brookes 1985), dont il se
distingue par l'absence de crétes perceptibles sur le bord de la bobine a cété de I'extrémité de
la bobine. Crétes visibles sur le bord de I'enroulement a c6té de la suture dorsale (les crétes
sont presque toujours évidentes chez M. murex). M. lesinsii n'ont généralement qu'une seule
fleur, alors que de nombreux M. murex ont deux fleurs. Ces deux especes sont beaucoup

11
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moins pubescentes que M. turbinata (21), la seule autre espéce de la sous-section
Pachyspireae avec une zone périphérique est sur la face de la bobine, visible sur les jeunes

fruits.

Figure 5 : Morphologie de Medicago sphaerocarpos = Medicago lesinsii
(https://inpn.mnhn.fr/espece/cd_nom/137648)

I-4- Cytogenétique végétale

La cytogénétique établit un lien essentiel entre la cytologie et la génétique, couvrant un
large domaine d'étude. Son principal objectif est I'investigation des chromosomes pendant la
mitose et la méiose en utilisant des techniques classiques ainsi que des méthodes plus récentes
telles que la FISH et la GISH (Jahier et al., 1992). L'analyse des événements méiotiques
fournit des informations détaillées sur le comportement chromosomique et la fertilité d'une
espece, facilitant ainsi les études d'hybridation inter et intra-spécifique (Lavinscky, 2017). La
cytogénétique contribue également a la compréhension des mécanismes héréditaires, a la

phylogénie et a la taxonomie des espéces (Jahier et al.,1992).

I-4-1- La méiose chez les plantes

La méiose est une étape essentielle chez les especes a reproduction sexuelle. Ce
phénoméne comporte une foule d’événements hautement conservés qui assurent la viabilité
des gameétes. Dans la méiose, toutes les étapes sont contrdlées par des génes spécifiques qui
operent les différents processus pour que la méiose se produise régulierement (Pagliarini,

2000). La méiose comprend deux phases successives :

I-4-1-1- La division réductionnelle
La premiére division cellulaire permet de répartir les 2n chromosomes dans deux

cellules-filles (n chromosomes dans chaque cellule), Ainsi, le nombre des chromosomes est

12
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réduit de moitié et passe de 2n a n. Il est désormais bien établi que cette division | se déroule
en quatre phases distinctes (Laberche, 2010).

> Prophase |: Au cours de cette phase, des réarrangements chromosomiques se
produisent. Initialement, les 2n chromosomes, constitués de deux chromatides,
commencent a se séparer progressivement (stade leptotene). Ensuite, les deux
chromosomes homologues se rapprochent, s'apparient (stade zygotene) et se
condensent (stade pachyténe). Par la suite, ils commencent a s'éloigner I'un de l'autre
(stade diploténe), tout en laissant des zones de contact appelées chiasmas, ou des
échanges de matériel génétique se produisent (croisements). La condensation des
chromosomes s'intensifie progressivement, et la cellule progresse vers le dernier stade
de cette prophase 1, appelé diacinese, ou les chromosomes homologues ne sont

maintenus en contact que par les chiasmas. L'enveloppe nucléaire disparait.

Cette phase est divisée en cing stades successifs :

a/ Stade leptotene: Au stade leptoténe, des chromosomes fins et légerement spiralés
apparaissent dans un noyau légérement gonflé, sans clivage longitudinal visible. Ces
chromosomes ont tendance a converger vers un pble du noyau, adoptant une disposition en

forme de bouquet (Figure 6 A).

b/ Stade zygotene : Au stade zygoténe, les chromonémas subissent un étirement initial, puis
les chromosomes homologues s'alignent directement I'un en face de l'autre et se maintiennent

ensemble en plusieurs points le long de leur longueur grace a une synapsis (Figure 6 B).

c/ Stade pachyténe : Au stade pachyténe, les chromosomes homologues de chaque paire
subissent un enroulement intense, devenant plus courts et plus épais. La fin de ce stade est
souvent désignée sous le terme de strepsitene, ou les chromosomes commencent a se diviser
(Figure 6 C).

d/ Stade diplotene : Au stade diploténe, les chromosomes homologues recombinants
commencent a se séparer, mais ils restent connectés aux points ou les croisements ont eu lieu.
Ils demeurent attachés en des endroits spécifiques ou une structure en forme de croix, appelée

chiasma, se forme grace a un phénomeéne particulier appelé crossing-over (Figure 6 D).

e/ Stade diacinése : Au stade de la diacinése, les chromosomes homologues se séparent. Les
chromosomes peuvent atteindre un niveau maximal de condensation, devenant tres courts et

plus facilement manipulables pour les mouvements ultérieurs qu'ils subiront (Figure 6 E).

13
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Pendant ce stade, le nucléole ainsi que la membrane nucléaire disparaissent, et le fuseau

mitotique se forme.

» Métaphase | : Les paires de chromosomes homologues s’alignent a la plaque
équatoriale, guidés par les microtubules du fuseau. C’est le hasard qui détermine
lequel des deux homologues se place d’un c6té ou de I’autre de la plaque

» Anaphase | : Les chromosomes homologues migrent vers les pbles du fuseau.

> Télophase | : Elle est identique a celle de la mitose, elle aboutit & la formation de

deux cellules a n chromosomes.

I-4-1-2- La division équationnelle

Cette seconde division, ou division équationnelle, et ses différentes phases sont tres
semblables a celle d’une mitose classique, mais elle ne fait intervenir que n chromosomes. A
la fin de cette division, il y a quatre cellules haploides génétiquement recombinées (Laberche,
2010).

» La prophase Il : est une phase breve ou les filaments de chromatine constituant les
chromatides sceurs d'un chromosome se condensent.

» Meétaphase Il : Les chromosomes sont a 1’équateur de la cellule. Les chromatides
soeurs ne sont pas colées sur toute leur longueur contrairement a ce qu’on observe a la
mitose.

» Anaphase Il : Les centromeres se divisent et les chromatides sceurs se separent et

migrent vers les pdles opposes.

14



I- Synthése bibliographigue

» Télophase Il : Les chromatides se décondensent pour former quatre tétraspores.

Figure 6 : Les Différents stades de la méiose : A: leptoténe. B : zygotene. C: pachytene. D: diploténe. E:

diacinése. F: métaphase I. G: anaphase |. H: métaphase II. I: anaphase I1. J : télophase 11 (Deysson, 1976).

I-4-2- Les anomalies de la méiose

L’¢tude des différents stades de la méiose fournit des informations détaillées sur le
comportement chromosomique et la fertilit¢ d’une espece. Les facteurs environnementaux et
épigénétiques peuvent influencer le déroulement du processus méiotique en modifiant les
génes qui contrélent les différents événements méiotiques. Il en résulte des irrégularités qui
peuvent altérer le cours normal de la méiose et conduire a une diminution de la fertilité des
gametes donc la stérilité de la plante (Lavinscky et al.,, 2017). Les plantes peuvent présenter
diverses irrégularités (ou anomalies) lors de la méiose, parmi lesquelles on peut citer les

suivantes :

» Cytomixie
La cytomixie est définie comme la migration de la chromatine d'une cellule a une autre
a travers des canaux de connexion cytoplasmiques entre cellules adjacentes. Ce phénomene a
été observé pour la premiéere fois par Kornicke (1901) dans les cellules méres de pollen

(PMC) du Crocus sativus. Il se produit dans de nombreuses espéces (Cheng et al.,, 1975;
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Omara, 1976) et a principalement été observé dans les PMC, ainsi que dans les cellules
tapétales et les cellules ovariennes de diverses plantes. La cytomixie est tres probablement un
phénomene naturel régulé par des facteurs génétiques directs, comme le suggérent Mantu et
Sharma (1983), bien que des facteurs physiologiques puissent également influencer sa

manifestation (Bellucci et al. 2003).

» Fuseaux irréguliers
Le fuseau tripolaire, également connu sous le nom de fuseau convergent ou fuseau en V,
est une organisation irréguliere des fuseaux mitotiques causée par une mutation dans le gene
responsable de la division méiotique. Cette aberration peut conduire a la fusion de deux
noyaux proches, entrainant la formation de triades plutdt que de tétrades a la fin de la méiose,
avec un noyau non reduit (2n) (Zhang, 1988; Godoy et al. 2012; Damiao do Nascimento et al.
2014).

» Ladivision asynchrone
L'origine de cette anomalie réside dans une perturbation qui touche un seul poéle
nucléaire. La division méiotique se blogue dans un péle et se poursuit dans l'autre, ce qui

entraine la formation de triades (Zhang et al. 1988).

» Micronoyaux

La formation des micronoyaux est due a une ségrégation irréguliere des chromosomes
pendant la division cellulaire. Ces micronoyaux se forment soit a partir de fragments de
chromatide/chromosomes acentriques qui sont retardés, soit a partir de chromosomes entiers
qui ne se lient pas aux fuseaux pendant I'anaphase en raison d'un dysfonctionnement d'un
fuseau ou d'un gene de contrdle de lI'anaphase. De plus, des micronoyaux peuvent se former
suite a la condensation de chromosomes retardés et a la condensation de matériel génétique
issu de la cytomixie (Kiihl et al. 2011; Fenech et al. 2011).

» Ponts chromatiques
Defani-Scoarize et al. (1995a-b, 1996) ont signalé I'existence de ponts chromosomiques
dans les lignées de cellules meres de pollen consanguines, résultant de réarrangements
chromosomiques ou de fusions chromosomiques. Ces ponts sont principalement causés par
des inversions paracentriques hétérozygotes et peuvent également causés par la rupture et la

fusion des chromatides (Newman, 1966). Wang et al., (2010) ont souligné que les anomalies
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dans l'appariement chromosomique contribuent & la formation de chromosomes et de

micronoyaux retardataires (Defani et al., 1995).

» Chromosomes retardataires
Singhal et Kumar (2008) ont expliqué que ce phénomene est une conséquence de la
cytomixie. De Godoyl (2012) a également observé ce phénomene. Les chromosomes
retardataires peuvent étre causés par des facteurs environnementaux tels que les rayons X, la
température et les éléments du sol. Ce phénomeéne peut également étre di a la présence de
génes mutants ou a des facteurs abiotiques tels que des températures élevées. Les
chromosomes non orientés résultent d'un défaut de liaison des fibres du fuseau aux

kinétochores des chromosomes (Pagliarini, 2000; Kiihl et al., 2011).

» Chromosomes précoces

La migration précoce des chromosomes en métaphase | a été observée chez les
individus ou certains chromosomes homologues se sont séparés et ont migré précocement
vers les pbles opposés. D'apres Kiihl et al. (2010), la migration précoce vers les poles peut
étre due a I'absence ou a la terminaison précoce des chiasmas. Les chiasmas sont formés apres
croisement pendant la prophase I, ayant pour fonction de maintenir les chromosomes
homologues ensemble jusqu'au début de I'anaphase I. Pagliarini (2000) a suggéré gu'une
migration précoce des chromosomes aux poles peut étre due a la présence de genes

asynaptiques et désynaptiques (Damido, 2014).

> Triades
La présence de fuseaux tripolaires pendant la métaphase Il et I'anaphase Il conduit a la
fusion des noyaux pendant la télophase Il. Ce phénomeéne est également appelé fuseau
convergent ou fuseau en V, et cette irrégularité peut entrainer la fusion de deux noyaux
proches, ce qui donne naissance a des triades plut6t qu'a des tétrades a la fin de la méiose. La
convergence de deux fuseaux en un seul péle cellulaire entraine donc la formation de
seulement trois noyaux lors de la télophase I, I'un d'entre eux étant a 2n et les deux autres a n,

formant ainsi des triades (Godoy et al., 2012).
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» Dyades
La connexion entre les méiocytes se fait par des ponts cytoplasmiques dont le nombre
varie, ce qui aboutit a la formation d’une dyade durant la polymérisation. Au lieu de
s'organiser de maniéere paralléle, les zones se disposent de maniére transversale ou
convergente. Le fuseau en forme de V qui en résulte peut conduire a la convergence des
noyaux pendant la télophase, pouvant ainsi fusionner et générer deux noyaux & 2n

chromosomes (Damido, 2014).

I-5- La cléistogamie

La cleistogamie est un systeme de reproduction sexuée défini comme la production de
fleurs autogames fermeées en permanence qui a intrigué les botanistes pendant des siecles
comme un systéme important que 1’on retrouve dans une grande variété de taxons végétaux.
Le terme a été utilisé pour la premiere fois par Kuhn en 1867 pour décrire des fleurs en forme
de bourgeon qui ne s’ouvrent jamais mais qui se transforment en fruits. 1l a appelé ces fleurs
cléistogames (littéralement, "mariage fermé™). Darwin (1877) a noté que chez une espece
cléistogame, ces fleurs peuvent étre le seul type produit ou elles peuvent également apparaitre
ensemble sur la méme plante avec des fleurs ouvertes, typiquement pollinisées par les insectes

(connues sous le nom de fleurs chasmogames ou " mariage ouvert".

Malgré I’attention portée aux espéces cléistogames dans la littérature, 1’étendue de la
cléistogamie chez les angiospermes n’est pas encore totalement comprise. Les espéces et les
genres ont été fréqguemment répertoriés dans la littérature (Darwin, 1877 ; Kerner von
Marilaun, 1902 ; Ritzerow, 1908 ; Rickett, 1932 ; Uphof, 1938 ; Camp Amp; Gilly, 1943 ;
Maheshwari, 1962), mais les études les plus récentes sur la cléistogamie (Connor, 1979 ;
Lord, 1981 ; Campbell et al., 1983) datent de plus de 20 ans. En outre, deux de ces études
(Connor, 1979; Campbell et al.,, 1983) se concentrent strictement sur les Poaceae, et un

article plus récent (Plitmann 1995) se concentre sur les dimorphismes floraux en général.
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Il existe également des divergences dans la littérature quant a la définition d’une espéce
cléistogame, la confusion peut étre due a I’utilisation du terme "cléistogamie” pour se référer
a des espéces dont les fleurs sont uniquement CL et a celles qui produisent a la fois des types
de fleurs CL et CH. Par rapport a d’autres systémes de reproduction, 1’évolution de la
cléistogamie a recu relativement peu d’attention, malgré les progres récents des techniques
moléculaires qui ont stimulé le développement de phylogénies complétes pour les
angiospermes (par exemple, Soltis et al., 2000, 2005 ; Angiosperm Phylogeny Group, 2003 ;
Hilu et al., 2003). La mise en correspondance du caractére cléistogame sur ces phylogénies
permettrait d’estimer le nombre de fois ou la cléistogamie a évolué. L’objectif de cette étude
est de clarifier les différents types de cleistogamie qui existent, de quantifier la fréquence de
la cléistogamie au sein des genres et des especes d’angiospermes, d’estimer le nombre de fois
que la cleistogamie a évolué chez les angiospermes et identifier les facteurs écologiques

susceptibles de favoriser 1’évolution de la cleistogamie chez les plantes.
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Figure 7 : Nombre d'articles publiés dans 23 revues botaniques et écologiques dans un intervalle de 120 ans

(1879-1999) qui citent soit la "cleistogamie™. Les données ont été obtenues grace au moteur de recherche en
ligne JSTOR (http://www.jstor.org), qui dispose d'un mur mobile de 5 ans (Culley, 2007).

I-5-1- Types de cleistogamie

La cléistogamie est un systéme de reproduction sexuelle dans lequel il n’y a pas la
nécessité d'une visite de la fleur par un agent pollinisateur. La fécondation au sein des fleurs
se fait sans intervention du pollinisateur, soit par transfert direct des grains de pollen de
I'anthére au stigmate, soit par germination des grains de pollen dans I'anthére et croissance du
tube pollinique dans le style adjacent a I'intérieur du bourgeon (Mayers et Lord, 1983b) pour
cela, la cléistogamie difféere donc des systémes asexues tels que I'apomixie, dans lesquels la
double fécondation n'est pas nécessaire pour la formation compléte des graines. Les fleurs
ouvertes chasmogames peuvent étre pollinisées par des visiteurs floraux ou peuvent parfois
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s'autopolliniser grace a I'autofécondation. Trois types principaux de cléistogamie qui varient
en termes de voies de développement (Figure 8). Dans tous les cas, les formes florales sont

influencées a des degrés divers.

Flower Type
Produced

Dimorphic: CHI

©

Induced:

S

Complete:

S

Primordical
Brecd

Charnge

Time

Figure 8 : Exemples de voies qui aboutissent a la production de trois types différents de cleistogamie. Les
bourgeons primordiaux d'origine et une période de changement environnemental (cases ombrées) survenant au
cours de la séquence de développement sont représentés. Dans la cleistogamie dimorphique, le bourgeon
primordial est déja prédéterminé pour se développer en une fleur chasmogame (CH) ou cléistogame (CL). La
production effective de I'un ou l'autre type de fleur (indiqué par des lignes) dépend de I'environnement. Dans le
cas de la cléistogamie induite, il n'y a pas de trajectoire de développement fixe n’a pas de trajectoire de
développement fixe, et chaque bourgeon se développera en une fleur CH & moins que I'environnement
n'empéche son ouverture mécanique. Enfin, tous les bourgeons des especes a cléistogamie compléte se
développent en fleurs CL. (Culley, 2007).

I-5-1-1- La cléistogamie dimorphique

La cléistogamie dimorphique est la méme que la catégorie de cléistogamie vraie de
Lord (1981), dans laquelle les différences marquées entre les morphologies florales CL et CH
résultent d'un développement divergent. Les fleurs CL sont modifiées au début de leur
développement et sont caractérisées par une réduction de la taille de la corolle et du nombre
d'étamines par rapport aux fleurs CH. Sur une plante donnée, les deux types de fleurs peuvent
apparaitre en méme temps mais a des positions différentes (séparées dans l'espace ; stratégie
multiple de Lloyd (1984]), ou ils peuvent étre produits séquentiellement au cours de la saison
(stratégie conditionnelle de Lloyd (1984]). La séparation florale spatiale est évidente, par
exemple chez Amphicarpaea bracteata (Trapp et Hendrix, 1988) et Vigna minima
(Gopinathan et Babu, 1987), les fleurs CH aériennes et CL souterraines sont toutes les deux

produites.
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Les changements de type floral au cours de la saison dans la cléistogamie dimorphique
sont dus a des altérations dans la production initiale de bourgeons primordiaux, qui se
développent ensuite en fleurs CH ou CL. Les bourgeons individuels sont incapables de passer
d'une forme florale a une autre une fois que la voie de développement a été déterminée. Par
exemple, si l'environnement lumineux de Viola pubescens diminue soudainement, tous les
bourgeons CH des plantes individuelles avortent généralement en quelques jours, et les
plantes commencent a produire de nouveaux bourgeons CL peu de temps aprés (Culley,
2002). La capacité a produire des fleurs CH et CL a une base genétique discréte, qui est
affectée par un certain nombre de facteurs abiotiques et biotiques tels que les niveaux de
lumiére, la disponibilité des nutriments, la disponibilité des pollinisateurs et I'herbivorie
(Culley, 2007).

I-5-1-2- Cléistogamie complete

Définie comme la production de fleurs cléistogames uniquement, sur un individu, la
cleistogamie compléte a été rapportée chez plusieurs espéces, notamment chez les Orchidées
et les Graminées. Par exemple, I'endémique Schiedea trinervis, espéce endémique d'Hawai,
s'autopollinise dans le bourgeon, qui ne s'ouvre jamais (Wagner et al., 2005). Cette catégorie a
été maintenue dans les études précédentes sur la cléistogamie (Hackel, 1906 ; Connor, 1979 ;
Lord, 1981).

I-5-1-3- La cléistogamie induite

Il s'agit de la méme catégorie que celle de la pseudocléistogamie de Lord (1981) et de la
cleistogamie écologique d'Uphof (1938). Dans ce cas, l'environnement arréte le
développement des fleurs CH avant I'anthése et entraine une incapacité mecanique de la fleur
a s'ouvrir, ce qui aboutit a la production d'une fleur CL (Schoen et Lloyd, 1984).
Contrairement a la cléistogamie dimorphique, il n'y a pas de différences morphologiques entre
les fleurs CL et CH autres que I'absence d'expansion florale et d'anthese chez les fleurs CL
(Lord, 1981). Le passage de la production de fleurs CH a la production de fleurs CL se
produit plus rapidement au cours de la saison dans cette catégorie que dans la cléistogamie
dimorphique. En outre, il n'y a pas de trajectoire de développement fixe qui différe entre les
deux types floraux. Dans cette catégorie, les conditions défavorables telles que la sécheresse

et les basses températures favorisent souvent la production de fleurs de CL (Uphof, 1938).
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1. Matériel et méthodes

I1- Materiel et Méthodes
I1-1- Etude de la méiose
I1-1-1- Matériel végétal utilisé et les stations d’études
Pendant la période de floraison, nous avons récolté des boutons floraux de plusieurs

populations et nous les avons mis directement dans des tubes contenant du fixateur. Le

Tableau 3 montre les différentes populations ou nous avons récolté et les dates de récoltes

(voir pages 22).

Tableau 3 : Date de récolte de quatre espéces de différentes populations.

Especes Origine des Date de Altitude coordonnees GPS
populations récolte
M Campus universitaire 22.03.2023 / /
polymdrpha Targ_ua Ouzemour
Bouira 07.04.2023 / /
Oued zhour 27.04.2023 / /

M. minima | Ahrik ath ali 08.04.2023 / 36°32° 05" N 4°34° 52" E
Boudjellil 01.04.2023 280m | 36°32°06° N4°26° 51 E
Thilemmathine 08.04.2023 673m | 36°32° 26> N4°34° 07 E

M. murex Charfa - 08.04.2023 759m | 36°32° 28" N 4°33° 33" E
' Campus universitaire 04.04.2023 / /
Targua Ouzemour
M. lesinsii Md said ali ouyidir 08.04.2023 535m | 36°32° 05" N 4°34° 07 E
' Thilemmathine 08.04.2023 673m | 36°32° 26> N4°34° 07 E

11-1-2- Réalisation de ’herbier

Les plantes récoltées lors de notre stage pratique dans les différentes stations sont mises

en herbier dans du papier journal.

Quelques semaines plus tard, nous avons obtenu des plantes aplaties et séchées sur du

papier blanc (A4, A3) les plantes ont été collées avec un scotch blanc a une seule face.
Chaque plante est étiquetée en mettant le nom scientifique de la plante, la date et le lieu de
récolte, la description de la plante et le nom de récolteur. Tous les herbiers réalisés ont été
scannés avec un scanner EPSON GT-2000, les figures 9-12 montrent quelques exemples.
Nous avons réalisé quelques herbiers de plantes entiéres avec racines, tiges, feuilles,
fleurs. L’ensemble des herbiers réalisés sont déposés au niveau de laboratoire de recherche

d’Ecologie et Environnement.
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Figure 9 : Individus complets de M. polymorpha. a : Récolté au Campus universitaire Targua Ouzemour Bloc
de recherche ; b : Récolté a Bouira
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Figure 10 : Individus complets de M. minima. a : Récolté & Ahrik Ath Ali ‘Ighzer Amokrane; b : Récolté a
Boudjellil.
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Figure 11 : Individus complets de M. murex. a: Récolte a Cherfa (Ighzer Amokrane); b: Récolte a
Thilemmathine (Ighzer Amokrane); ¢ : Récolte a Aboudaou (Béjaia).

Figure 12 : Individus complet de M. minima récolte & Oued Zhour.

11-1-3- Préparation des solutions
-Préparation du fixateur
Le fixateur Carnoy Il est un mélange composé de : 6 volumes d’éthanol, 3 volumes de
chloroforme et 1 volume d’acide acétique. Il est préparé sous une hotte aspirante.
Son role dans la cytogénétique est d’assurer un arrét rapide des divisions cellulaires sans
détruire la structure chromosomique, et assurer une meilleure conservation pour la
disponibilité du mateériel végétal pendant une longue période par son role aseptisant lorsqu’il

est conservé a 1’obscurité a 4°C (Jahier et al. 1992).
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-Préparation d’acide chlorhydrique (HCL 1N)

La solution d’acide chlorhydrique se prépare comme suit : Verser 180 ml d’HCL (35%,
d=1.17) puis ajuster avec de 1’eau distillée jusqu’a 1L. Le but de cette étape est : Ramollir les
méristéemes primaires, de rompre des liaisons glucidiques des bases puriques, libérer les
groupements aldéhydes de ’ADN et facilite par ailleurs 1’écrasement et 1’étalement des
cellules.

-Préparation du colorant
Le colorant utilisé est a base d’orcéine lacto-propionique et il est préparé selon Dyer
(1963), modifié selon Love and Love (1975). Dans un grand erlenmeyer, on dissout 29
d’orcéine dans 23ml d’acide propionique et 23ml d’acide lactique, ensuite on ajoute de 1’eau
distillée jusqu’a 100ml et on agite bien la solution puis on filtre. La solution d’orcéine

obtenue se conserve longtemps dans un flacon en verre fumé apres filtration.

I1-1-4- Les principales étapes de ’analyse de la méiose

- Fixation : Pendant la période de floraison on a prélevé des boutons floraux sur le terrain et

on les a mis immédiatement dans des tubes a essais contenant du fixateur carnoy I1.

- Récupérations des anthéres : Sous un stéréomicroscope, on a séparé chaque fleur de son
bouton floral on se servant de deux pinces, puis chaque fleur sélectionnée est prise isolément
dans une goutte d’eau sur une lame (il faut qu’elle soit bien nettoyée et neutre) afin qu’elle
puisse étre disséquée avec deux aiguilles pour en faire sortir les dix anthéres qu’on sépare
’une de I’autre. A 1’aide d’une aiguille on récupére la goutte d’eau pour sécher la lame. La
principale difficulté dans cette étape c’est savoir prendre le bon stade au moment ou les CMPs

subissent la méiose.

- Coloration : Cette étape consiste a mettre sur les anthéres récupérées précédemment sur la
lame préparée une goutte d’HCL et chauffer au bain marie pendant 1 min a 60°C puis on
récupére a 1’aide d’une aiguille ’HCI afin d’éviter la dilution du colorant ensuite on met une
goutte de colorant (orcéine) et on le mit a chauffer pour une deuxiéme fois au bain marie mais
cette fois pendant 3minutes a 60°C. Puis recouvrir d’une lamelle en mettant du papier
absorbant sur la lamelle pour éliminer I’excés du colorant en exer¢ant d’une légére pression

avec le pouce pour étaler les anthéres.

- Observation : Une fois la lame est préte, on passe la préparation au microscope optique

pour observer les cellules en méiose a ’aide d’un objectif de faible grossissement (x10) puis
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au grossissement (x40) pour une bonne visualisation de 1’image. Une fois qu’on a pu réaliser
une bonne observation on va leur mettre du vernis a ongle transparent pour ensuite les

photographier.

- Photographie : A I’aide d’un microscope trinoculaire (OPTIKA-B-350) qui est intégré par
un appareil photo, les lames lutées vont étre photographiées avec un objectif de grossissement
(G=100) apres avoir mets une goutte de I’huile a immersion, On photographie les différents

stades de division méiotique ou 1’on peut identifier aussi les anomalies méiotiques.

I1-2- Etude de la mitose
11-2-1- Matériel végétal utilisé et les stations d’études

L’origine géographique et les dates de récolte des graines pour 5 especes de différentes
populations. Le tableau 4 montre les différentes populations qu’on a récoltées et leurs dates de

récoltes accompagné de la date de mise a germer et la date de germination.

Tableau 4 : Tableau de récolte de différentes espéces de différentes populations.

Espéce Population Date de recolte | Date de mise a Date de

germer germination

Ain Aloui 10.07.2011 06.03.2023 08.03.2023

M. polymorpha Ain Turk 06. 2011 11.03.2023 14.03.2023
Tizi Ouzou (zakhnoune) 06.08.2010 11.03.2023 13.03.2023

Bouira (vers la route de Haizer) 06.08.2010 11.03.2023 13.03.2023

Bouira 10.03.2023 18.03.2023 20.03.2023

M. lesinsii Vehloul 30.03.2005 10.03.2023 12.03.2023
M. murex Thilemmathine 18.03.2023 20.03.2023 22.03.2023
M. arahica Ighzer Amokrane 02.06.2005 10.03.2023 13.03.2023
M. minima Allaghen 16.10.2004 12.03.2023 14.03.2023

11-2-2- Préparation des solutions
-Préparation du prétraitement a 8-hydroxyquinolcine

Le prétraitement utilisé est le 8-hydroxyquinoléine 0.002 M est préparé comme sulit :
Dans un flacon en verre on dissout 0.28g de 8-hydroxyquinoleine dans 1000 ml d’eau
distillée, en agitant bien la solution jusqu’a ce que la poudre de 8-hydroxyquinoleine se
dissout complétement.

Cette étape a pour but : De bloquer les divisions mitotiques en métaphase, de contracter
les chromosomes et d’obtenir un grand nombre de plaques métaphasiques.
-Préparations du fixateur

Le fixateur utilise est celui de carnoy | préparé avec: 3V d’éthanol et 1V d’acide

acetique. Le but de cette étape est: Détruire toute vie cellulaire, de bloquer les divisions
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cellulaires en conservant 1’intégrité structurale des chromosomes et protéger les chromosomes
de I’action de I’agent mitoclasique du prétraitement.
-Préparation d’acide chlorhydrique (HCL 1N)

C’est le méme acide chlorhydrique (HCL 1N) qu’on a utilisé dans la méiose
-Préparation du colorant

Le colorant utilisé dans cette étape est I’orcéine lactopropionique, c’est le méme

colorant qu’on a utilisé pour la méiose.

11-2-3-Les étapes de préparation des lames microscopiques de la mitose

- Récolte des gousses : Nous avons ramassé des gousses de six espéeces de différentes
populations du genre Medicago sur lesquels notre étude a porté. Les gousses ramassées ont
été récoltées dans des sachets en papiers portant le nom du genre, espéce, population et la date
de récolte.

- Germination des graines : Aprés avoir ramasse, les gousses on a récupéré ses graines puis
on les a grattées avec une lime a ongle (pour accélérer la germination). Enfin on les a mis a
germer a une température ambiante dans des boites de pétri tapissées de papier absorbant
imbibé d’eau a I’obscurité. Dans chaque boite de pétri comportant les graines est placée une
étiquette portant le nom de la station et la date de mise a germination (figure 13). La durée de

la germination varie entre 2 a 3 jours tout dépends de la population mise a germer.

Figure 13 : Graines germées dans des boites de pétri

-Prétraitement : On préleve les pointes des racines avec des pinces propres et on les met
immédiatement dans un tube a essai contenant la solution 8-Hydroxyquinoleine 0.002 M pour
une durée de 2 heures a une température ambiante.

-Ringage : Aprés le prétraitement on passe au ringage avec de 1’eau distillée pour éliminer
I’exces de I’agent mitoclasique.

-Fixation : Aprés le rincage on transfére les pointes des racines dans un tube a essai contenant

la solution du fixateur Carnoy I.
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-Hydrolyse a HCL 1N : Les pointes des racines sont ensuite transférées dans une solution
d’HCL 1N et mises a hydrolyser dans un bain marie a une température de 60°C pendant 10
minutes.

-Coloration : Les pointes des racines sont transférées dans le colorant [’orcéine
lactopropionique et soumises pendant 20minutes a une température de 60°C au bain marie.
-Préparation des lames : Sous la loupe binoculaire, avec une pince propre on prend une
racine et on la met sur une lame de microscope. Et avec la pointe de la seringue on coupe
I’extrémité de la racine colorée en rose foncé. Puis on ajoute une goutte du colorant (orcéine
lactopropionique), ensuite on place la lamelle. Apres avoir éliminé le surplus de colorant a
1’aide du papier absorbant, on tapote a 1’aide d’une gomme a crayon sur la lamelle en prenant

soin de ne pas déplacer la lamelle.

-Observation : Une fois la lame est préte on passe la préparation au microscope optique pour
observer les cellules en mitose a I’aide d’un objectif de faible grossissement (x10), puis au
grossissement (x40) pour une bonne visualisation de I’image. Une fois qu’on a pu réaliser une
bonne observation on va leur mettre du vernis a ongle transparent pour ensuite les

photographier.

-Photographie : A 1’aide d’un microscope trinoculaire (OPTIKA-B-350) qui est intégré par
un appareil photo, les lames lutées vont étre photographiées avec un objectif de grossissement

(G=100) apres avoir mets une goutte de I’huile a immersion.

Remarque : Pour I’étude de la mitose on a utilisé aussi la technique de plantation des graines

I1-4-Etude de la fertilité pollinique

Pour 1’étude de la fertilité pollinique on a pris le méme matériel végétal utilisé pour la
méiose qui est les fleurs avant 1’anthése.
11-4-1-Préparation du colorant au bleu de coton

La technique utilisée est inspirée du protocole Mertens et Hammersmith (1998) qui
consiste a réaliser une coloration au bleu de coton, elle se prépare comme suit : 8 volumes de
glyceérine, 4 volumes d’acide lactique a 85%, 4 volumes de solution de phénol (1g de cristaux
de phénol + 4ml d’eau distillée), 2 volumes d’eau distillée et 1 volume de bleu d’Aniline 1%

Bien mélanger puis conserver dans un flacon en verre fumé.

28



1. Matériel et méthodes

11-4-2- Technique de coloration et mesure des graines de pollen

Sous la loupe binoculaire sur une lame de microscope dans une goutte d’eau, nous
avons isolé les anthéres a 1’aide de deux aiguilles pour libérer le pollen, puis nous avons
écrasé celles-ci afin de récupérer le maximum de grains de pollen. Nous avons éliminé les
débris des anthéres vides, ensuite nous avons laissé sécher la goutte d’eau contenant les grains
de pollen a Iair libre, enfin nous avons ajouté une petite goutte de bleu de coton sur les grains
de pollen et nous avons recouvert d’une lamelle. Nous avons laiss¢ agir le colorant pendant
environ 15 a 30 minutes a température ambiante pour assurer une bonne coloration puis nous
passons a I’observation au microscope photonique.
- Observation : Aprés coloration, le pollen est observé au microscope optique a 1’objectif
(x10).
-Evaluation du taux de fertilité pollinique : Nous avons compté entre 400 et 500 grains de
pollen par fleur, sont observés pour compter le nombre de grains normaux (fertile) et le
nombre de grains anormaux (sterile).

Les grains de pollen colorés uniformément d’un bleu foncé et ayant une forme bien
définie sont considérés comme viable et fertiles, alors que ceux de forme et de taille
anormales et non uniformément colorés sont considérés non viable et stériles.

Taux de la fertilité pollinique (TF) est calculé selon la formule suivante :

F

TF(%) = (F+8)

%100

Avec :
TF : Taux de fertilité pollinique (en %)
F : Nombre de grains de pollen fertiles (normaux)

S : Nombre de grain de pollen stériles (anormaux)

11-4-3- Mesure de la taille et ’analyse statistique des grains de pollen

Nous avons cherché a savoir si la taille des grains de pollen varie entre les différentes
populations étudiées ou pas. Et pour cela, nous avons mesuré les dimensions du pollen sur
50grains par population, par une observation directe sous microscope optique (Grossissement
x40).

Les données sur tailles des grains de pollen ont été analysées par une ANOVA (suivie
du test HSD) et une ACP en utilisant les programmes de Statistica 8.0 (StatSoft, 2007).
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I1-5-Etude de la cléistogamie

Pour 1’étude de la cléistogamie, nous avons pris le méme matériel végétal utilisé pour
la méiose et observé le stigmate des fleurs.

I1-5-1- Les solutions utilisées

Dans cette étape, deux colorants différents ont été utilisees.

Le 1°" colorant : I’orcéine lactopropionique est le méme colorant utilisé dans la méiose et la
mitose.

Le 2°M colorant : colorant au bleu de coton est le méme colorant utilisé pour la fertilité

pollinique.

11-5-2- Technique de coloration du carpelle

Sous la loupe binoculaire, sur une lame de microscope, nous avons isolé le carpelle
d’une fleur a I’aide de deux aiguilles puis nous avons ajouté une petite goutte de colorant de
I’orcéine lactopropionique et une petite goutte de colorant de bleu de coton sur le carpelle et
nous avons recouvert d’'une lamelle. Nous avons laissé agir le colorant pendant au moins

10minutes puis nous passons a I’observation au microscope photonique.

Observation : Aprés coloration, le stigmate est observé au microscope optique a I’objectif
(x10), puis au grossissement (x40) pour une bonne visualisation de I’image.

Photographie : A 1’aide d’un microscope trinoculaire (OPTIKA-B-350) qui est intégré par un
appareil photo, les lames observées vont étre photographiées avec un objectif de

grossissement (x4) puis au grossissement (x10).
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I11-1-Dénombrements chromosomiques

Le dénombrement chromosomique a été réalisé sur des cellules méristématiques
racinaires en division mitotique au stade métaphase et sur des cellules méres polliniques au
stade de la Métaphase | pour M. polymorpha et juste sur les CMPs pour M. murex, M. minima
et M. lesinsii. Les résultats du dénombrement chromosomique sont enregistrés dans le

Tableau 5 ci-dessous.

Tableau 5 : Dénombrements chromosomiques chez les populations des espéces étudiées.

Espéces Populations Ploidie X n 2n
Campus Targua ouzemour
M. polymorpha Bouira 2X X=7 n=7 2n=14

Ain Aloui
Thilemmathine

M. murex Charfa 2X x=7 n=7 2n=14
Campus Targua Ouzemour
Ahrik Ath Ali

M. minima poudie! 2x |x=8 | n=8 | 2n=16

I Md Said Ali Ouyidir
M. lesinsii Thilommathice 2x | x=8 n=8 | 2n=16

La Figure 14 illustre les dénombrements chromosomiques réalisé pour les quatre especes
du genre Medicago étudiées. Une diploidie de 2n=2x=14 a été révélée chez M. polymorpha
(population Ain Aloui) en métaphase durant la mitose. Un hombre chromosomique de n=7 a
été observé chez les deux espéces M. polymorpha (population Campus Targua Ouzemour,
Bouira) et M. murex (population Thilemmathine, Charfa, Campus Targua Ouzemour) et un
seul cytotype de 8 bivalents correspondant a 2n=2x=16 chez M. minima (population Ahrik
Ath Ali, Boudjelil et Oued Zhour) et M. lesinsii (population Md Said Ali Ouyidir,
Thilemmathine) a été observé en méiose Métaphase I.
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Figure 14: Dénombrements chromosomiques chez les especes du genre Medicago étudiées. a: Métaphase
mitotique chez M. polymorpha (Ain Aloui); b: Métaphase | en méiose chez M. polymorpha (Campus Targua
Ouzemour ); c: Métaphase | en méiose chez M. murex (Charfa); c: Métaphase | en méiose chez M. minima
(Oued Zhour); e: Métaphase | en méiose chez M. minima (Boudjelil); f: Métaphase | en méiose chez M. lesinsii
(Thilemmathine ). Barre d’échelle est de 10 pm.

I111-1-2- Les étapes de la méiose observés chez M. polymorpha, M. murex, M. minima et
M. lesinsi.

La Figure 15 présente les différents stades de la méiose pollinique effectuée sur les
cellules meres polliniques observées pour les différentes populations des quatre especes

étudiées du genre Medicago.
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'd

P

Figure 15: Les étapes de la méiose des cellules méres polliniques observées chez les especes étudiées de
Medicago. a : Métaphase | chez M. polymorpha (Bouira) ; b: Métaphase | chez M. murex (Charfa); c:
Meétaphase Il chez M. murex (Charfa); d: Métaphase | chez M. lesinsii (Charfa) ; e: Anaphase | chez M. minima
(Boudjellil); f: Anaphase Il chez M. minima (Boudjellil); g: Tetrade chez M. polymorpha (Campus Targua
Ouzemour); h: Tetrade M. lesinsii (Thilemmathine). Barre d’échelle est de 10 pm.

Lr‘

111-1-3- Les anomalies méiotiques observées chez M. polymorpha, M. murex, M. minima,
M. lesinsii

Durant la division méiotique, nous avons observé des cytomixies en différents stade

(Figure 16 a-c) et des triades (Figure 16 d) chez toutes les populations.

Figure 16 : Cytomixies et triades observées chez les populations étudiées. a: cytomixie de deux cellules en
prophase ; b: cytomixie de trois cellules en métaphase Il; ¢: cytomixie de deux cellules en anaphase Il; d: triade.
Barre d’échelle est de 10 pm.

111-1-3- Analyse de la fertilité pollinique

L’analyse de la fertilité pollinique a été réalisée sur des grains de pollen prélevés
avant I’anthése de cinq fleurs choisies au hasard pour chacune des populations. Les grains de
pollen de forme réguliére est bien coloré au bleu de coton sont fertiles (Figure 17 a-d) par
contre les grains de pollen stériles (AN) sont d’une forme et couleur irrégulieres (Figure 17 e-
h) et des grains de pollen en début de germination (Figure 17 i-I).
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La Figure 17 présente la forme des grains de pollen (fertile, stérile et germé) chez les

différentes populations étudiées.

\

4 —

Figure 17 : Formes des grains de pollen des espéces étudiées. a: pollen fertile de M. minima (Oued Zhour); b:
pollen fertile de M. polymorpha (Campus Targua Ouzemour); c: pollen fertile de M. murex (population Charfa);
d: pollen fertile de M. lesinsii (Thilemmathine); e: pollen stérile de M. minima (Ahrik Ath Ali); f: pollen stérile
de M. polymorpha (Campus Targua Ouzemour); g: pollen stérile de M. murex (Charfa); h: pollen stérile de M.
lesinsii (Thilemmathine); i: pollen en début de germination de M. minima (Ahrik Ath Ali); j: pollen en début de
germination de M. polymorpha (Campus Targa Ouzemour); k: pollen en début de germination de M. murex
(Campus Targua Ouzemour); I: pollen en début de germination de e M.lesinsii (Md Said Ali Ouyidir).Barre
d’échelle de 10 pm

Les taux de fertilité pollinique des populations estimés chez M. polymorpha, M. murex,

M. minima, M. lesinsii sont enregistrés dans le Tableau 6.

Tableau 6 : Taux de fertilité polliniques (%) par fleurs et populations pour les quatre espéces de genre Medicago
sect. Leptospirae etudiées.

Taux de fertilité pollinique (%)
Especes Populations F1 F2 F3 F4 F5 Moyenne *Ecart-type
M. Campus Targua | 7 75 | 9568 | 100 | 99.03 | 99.18 98.93+0.82
olymorpha Ouzemour
P Bouira 98.43 | 98.30 | 98.65 | 100 | 87.61 96.60+5.07
Thilemmathine 97.82 | 100 100 | 98.94 | 98.06 98.96+1.03
Charfa 98.85 | 99.36 | 94.00 | 99.15 | 98.41 97.95+2.00
M. murex Campus Targua
P g 100 | 99.84 | 99.76 | 99.69 | 99.53 99.76+0.15
Ouzemour
ahrik ath ali 99.23 | 99.82 | 99.64 | 98.93 | 99.32 99.38+0.35
M. minima Boudjellil 98.64 | 100 | 99.33 | 100 | 98.16 99.22+0.73
Oued Zhour 98.38 | 95.32 | 96.05 | 69.56 | 98.52 91.56+12.38
o Md Said Ali 3674 | 93.12 | 11.62 | 24.39 | 97.90 52.75+40.06
M. lesinsii Ouyidir
Thilemmathine 97.69 | 99.12 100 | 97.61 | 96.92 98.26+1.12
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D’apres les résultats du Tableau 6, la majorité des fleurs avant 1’anthése des différentes
populations des especes analysées de genre Medicago sont a grains de pollen fertiles. La
moyenne la plus élevée des taux de fertilité pollinique est de 99.76 + 0.15% enregistré chez
M. murex (population du Campus Targua Ouzemour) et la plus petite qui est de 52.75 £
40.06% révélée chez M. lesinsii (population Md Said Ali Ouyidir).

I11-1-4- Taille des grains de pollen

Le tableau 7 compare les tailles des grains de pollen des différentes populations des

espéces du genre Medicago étudiées.

La plus petite valeur de I'axe polaire (P) des grains de pollen a été enregistrée pour la
population (9) de M. lesinsii, tandis que la plus grande valeur a été affichée pour la population

(4) de M. minima et pour les trois populations de M. murex (6, 7, 8).

Pour I’axe équatorial (E) des grains de pollen, la plus petite valeur se trouve chez la

population (9) et la plus grande chez les populations de M. murex (6, 7).

Pour ce qui est de rapport P/E des deux axes, la plus petite valeur se trouve chez les
deux populations de M. murex (6, 7) et la plus grande a été enregistrée chez les deux

populations de M. polymorpha (1, 2) ainsi que les populations (3, 5) de M. minima.

Le tableau 8 compare les tailles des grains de pollen des différentes especes du genre

Medicago étudiées.
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Tableau 7 : Comparaison des parametres de taille des grains de pollen chez quelques populations de 4 espéces
de Medicago. Les valeurs sont exprimées comme Moyenne + écart-type et Min-Max. P : Axe polaire; E : Axe
équatorial ; P/E : Rapport des deux axes. Les moyennes désignées par différentes lettres sont statistiquement

différentes (Test LSD, a = 0,05).
Especes Populations P (um) E (um) P/E
27,57+£1,38 | 26,12+1,23 | 1,06+0,05
1 | Bouira 24,70-30,95 | 23,70-28,50 | 0,91-1,14
M. polymorpha B B c
27,05+£2,17 | 25,71+1,89 | 1,05+0,06
2 | Targua Ouzemour 23,15-31,61 | 22,50-29,74 | 0,90-1,19
B B C
29,73+1,83 | 28,33+1,43 | 1,05+0,06
3 | Boudjellil 25,28-34,42 | 25,09-31,10 | 0,84-1,16
D CD C
36,95+2,72 | 36,35+3,00 | 1,02+0,04
M. minima 4 | Ahrik Ath Ali 31,72-42,34 | 29,90-41,43 | 0,94-1,12
E E B
28,75+1,76 | 27,55+1,48 | 1,04+0,06
5 | Oued Zhour 23,32-31,96 | 23,42-30,88 | 0,91-1,17
C C C
36,78+2,61 | 38,03+2,83 | 0,97+0,05
6 | Charfa 30,89-43,91 | 33,13-44,31| 0,89-1,11
E F A
36,78+3,71 | 38,51+3,09 | 0,96+0,06
M. murex 7 | Campus Targua Ouzemour | 31,47-45,98 | 33,07-45,07 | 0,86-1,08
E F A
36,46+3,63 | 36,19+3,93 | 1,01+0,04
8 | Thilemmathine 31,00-42,78 | 30,12-43,86 | 0,92-1,13
E E B
24,74+1,88 | 24,75+1,93 | 1,00+0,05
9 | Md Said Ali Ouyidir 20,18-28,39 | 20,37-28,55 | 0,92-1,10
M. lesinsii A A B
29,39+1,41 | 28,93+1,24 | 1,02+0,05
10 | Thilemmathine 25,44-32,51 | 26,30-31,41 | 0,89-1,12
CD D B

Tableau 8 : Comparaison des paramétres de taille des grains de pollen des 4 espéces de Medicago étudiées. Les
valeurs sont exprimées comme Moyenne + écart-type et Min-Max. P : Axe polaire; E: Axe équatorial ; P/E :
Rapport des deux axes. Les moyennes désignées par différentes lettres sont statistiquement différentes (Test
HSD pour effectifs inégaux, o = 0,05).

Especes P E P/E
27,31+1,83 | 25,91+1,60 | 1,05%0,05
M. polymorpha | 23,15-31,61 | 22,50-29,74 | 0,90-1,19
A A C
31,81+4,24 | 30,74+4,51 | 1,04+0,06
M. minima 23,32-42,34 | 23,42-41,43 | 0,84-1,17
B B C
36,68+3,33 | 37,58+3,44 | 0,98+0,05
M. murex 30,89-45,98 | 30,12-45,07 | 0,86-1,13
C C A
27,06+£2,86 | 26,84+2,65 | 1,01+0,05
M. lesinsii 20,18-32,51 | 20,37-31,41 | 0,89-1,12
A A B
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Dans le tableau 8 comparatif des tailles des grains de pollen chez les 4 especes étudiées,
M. polymorpha et M. lesinsii présentent les valeurs les plus petites pour I’axe polaire (P) et
I’axe équatorial (E) des grains de pollen. M. murex affiche la valeur la plus grande pour L’axe
polaire (P) des grains de pollen, ainsi que pour I’axe équatorial (E). En ce qui concerne le
rapport (P/E) des gains de pollen, la plus petite valeur a été enregistrée chez M. murex et la

plus grande valeur se trouve chez les deux espéces M. polymorpha et M. minima.

L'analyse en composantes principales (ACP) des tailles des grains de pollen révéle que
les espéces M. polymorpha et M. lesinsii présentent les plus petits grains de pollen, tandis que
I'espece M. murex possede les plus grands grains de pollen. Quant a I'espece M. minima, la
taille de ses grains de pollen est intermédiaire entre celle de M. murex et celles des especes M.

lesinsii et M. polymorpha (Fig 18).

¢ M. polymorpha
A A M. minima

® M. murex

B M. lesinsii

Axe 2 (28,98%)

Axe 1 (70,97%)

Figure 18 : ACP comparant les tailles des grains de pollen chez 4 espéces de Medicago. Axe 1 est défini par P
(Axe polaire) et E (Axe équatorial) avec respectivement R = -0,91 et R =- 0,99, Axe 2 est défini par P/E
(rapport des deux axes) avec R = -0,83

111-1-5- L’analyse de la cléistogmie
L’étude de la cléistogamie a porté sur un total de vingt-sept fleurs fermées et cent dix
fleurs a stigmate non déclenché de différentes populations chez quatre espéces du genre

Medicago. Les résultats sont dans le Tableau 9 ci-dessous.
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L’observation de 94 fleures a stigmate non déclenchés chez M. polymorpha a révelé

une présence de pollen sur la totalité des stigmates d’ou 24 stigmates avec pollen germées et

un nombre d’ovules varient de 6 a 10.

Chez M. murex I’analyse de 13 fleures a stigmates non déclenché et 10 fleures

fermeées a affichée une présence de pollen sur tous les stigmates d’ou 5 avec pollen germée.

Le nombre est de 4 a 6.

En ce qui concerne M. minima I’étude de 14 fleures fermées nous a donné une

présence de pollen sur 13 fleurs et une germination de pollen sur le stigmate dans 10 fleurs.

Le nombre d’ovules varient de 4 a 6.

Quant a M. lesinsii nous avons obtenu de pollen germées sur le stigmate dans deux

fleures fermés et deux fleures a étendards ouverts. Sachant que le nombre de fleurs examinées

est de 3 a stigmate non déclenché et 4 fermées, ou le pollen a été présents sur tous les

stigmates non déclenchés sauf un. Le nombre d’ovules est de 6 et 7.

Tableau 9 : résultat de ’analyse de la cléistogamie chez les différentes populations des espéces de Medicago

étudiées.
Espéce M. polymorpha
Population Targua Ouzemour
Nombre de | Présence | Pollen germé Ovaire Nombre
fleurs de pollen | sur le stigmate Etat du stigmate Poils Transluglde d’ovules
/foncé
8 (19/42)
42 fleurs a Jeune (5/42) Translucide 9 (11/42)
stigmate non 42/42 16/42 (38%) Large (24/ 42) 2/42 (39/42) 7 (7/42)
déclenché Peu large (13/42) Opaque (3/42) 6 (2/42)
Inconnu (3/42)
Population Campus Aboudaou
8 (18/52)
52 fleurs a Peu large (16/52) Translucide 7 (9/52)
stigmate non 52/52 8/52 (15.38%) Jeune (18/52) 0/42 (43/52) 9 (12/52)
déclenché Large (18/52) Opagque (9/52) 10 (4/52)
Inconnu (9/52)
Espece M. murex
Population Cherfa
7 fleurs a . 6 (5/7)
sigmatenon | 77 | 2/7 (28.57%) jeune 8%; o | T uﬁ'ed(el%” 7 (U7)
déclenché g Paq Inconnu (1/7)
A fleurs Translucide (3/4) 6 (1/4)
ferme 4/4 1/4 (25%) Large (4/4) 0/4 Opaque (1/4) Inconnu (1/4)
ermées .
Coupés 4 (2/4)
Population Thilemmathine
6 fleurs 0 Large (3/6) .
fermees 6/6 1/6 (16.66%) Peu large (3/6) 0/6 Translucide (6/6) 7 (6/6)

38




111- Résultats

Population Campus Targua Ouzemour

6 fleurs a .
sigmatenon | 6/6 | 16 (16.66%) | 1o él(’f’/)s) 0/6 Tra?gl'g)c'de 7 (6/6)
déclenché g
Espéce M. minima
Population Ahrik Ath Ali

6 fleurs 5/6 oui 416 (66.66%6) Large (4/6) 6/6 Translucide (4/6) g g;gg

fermées 0070 Jeune (2/6) Opagque (2/6) Inconnu (2 /6)
Population Oued zhou

5 fleurs 5/5 415 (80%) Jeune (3/5) 5/5 Translucide (2/5) Incc?nﬁfs()fs /5)

fermées a Peu large (2/5) Opaque (3/5)
Population Boudjellil

3 fleurs Large (2/3) Translucide (2/3) 6 (2/3)

fermées 313 213 (33.33%) Jeune (1/3) 313 Opaque (1/3) Inconnu (1/3)
Espéeces M. lesinsii
Population Md Said Ali Ouyidir
3 fleurs a Large (2/3) Translucide (1/3) 6 (1/3)
stigmate non 3/3 2/3 (33.33%) Peu large (1/3) 0/3 Opaque (2/3) Inconnu (2/3)

déclenché

2 fleurs Large (1/2) .

fermées 1/2 0/2 Jeune (1/2) 0/2 Translucide (2/2) 7(2/2)

Population Thilemmathine
2 fleurs Large (1/2) .
fermées 2/2 0/2 Jeune (1/2) 0/2 Translucide (2/2) 7(2/2)

Les stigmates jeunes ont une forme fongiliforme avec absence de pollen germé tandis

que les stigmates matures sont d’un aspect large ou peu large avec présence de pollen germé

et non germés, le nombre d’ovules varie d’une espéce a I’autre (Tableau 9).

Ainsi donc, ’espéce qui présente le plus de cléistogamie est M. minima qui montre du

pollen germé pour la plupart de fleurs fermées analysées. La cléistogamie est aussi assez

présente chez M. polymorpha et M. murex. Elle a été observée aussi pot M. lesinsii mais peu

de fleurs ont été analysées pour cette espece.

La figure 19 illustre les stigmates avec pollen germé chez les fleurs fermées (Figure 19

a) et a étendards ouverts (Figure 19 b-d) des 4 espéces de Medicago étudiées.
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Figure 19 : la présence de pollen germé sur les stigmates non déclenchés des fleurs chez les espéces étudiées. a:
stigmate non déclenché mature (large) a pollen germé d’une fleur fermée chez M. minima (Oued Zhour ); b:
stigmate non déclenché mature d’une fleur a étendard ouvert chez M. lesinsii (Md Said Ali Ouyidir ); c: stigmate
non déclenché mature d’une fleur a étendard ouvert chez M. polymorpha (Campus Targua Ouzemour ); d:
stigmate non déclenché mature d’une fleur a étendard ouvert chez M. murex (Thilemmathine ). La barre
d’échelle est de 300pum.

La figure 20 présente les différents états des stigmates et nombre d’ovules dans les
fleurs fermées (Figure 20 a) et a étendard ouvert (Figure 20 b-d) des différentes populations

chez les espéces étudiées.

| .

Figure 20 : Etat du stigmate non déclenché et le nombre d’oules dans les fleurs analysées. a : stigmate non
déclenché mature avec pollen germé a 5 ovules d’une fleur fermée chez M. minima (Oued Zhour) ; b: stigmate
non déclenché jeune & 6 ovules d’une fleur & étendard ouvert chez M. murex (Cherfa) ; c: stigmate non déclenché
mature avec pollen germé a 8 ovules d’une fleur & étendard ouvert chez M. polymorpha (Campus Targua
Ouzemour) ; d: stigmate non déclenché jeune & 6 ovules d’une fleur a étendard ouvert chez M. lesinsii (Md Said
Ali Ouyidir ) . La barre d’échelle est de 500 pm.
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IVV-1-Dénombrements chromosomiques chez les espéces étuduées de Medicago

L’analyse de la mitose des méristemes racinaires de M. polymorpha, M. lesinsii, M.
arabica, M. murex, M. minima nous a donné une séparation insuffisante des chromosomes au
cours de la métaphase. De ce fait, les chromosomes n’ont pas pu étre comptés de fagon
correcte sur les plaques métaphasiques mitotiques. Par contre, nous avons obtenu une lame
qui est bien visible pour ’espéce M. polymorpha population Ain Aloui (Bouira), Nous avons

compté un nombre de 2n = 2x = 14 (x = 7) avec 7 bivalents (n = 7).

L’analyse de la méiose des cellules meres polliniques des quatre espéces de differentes
populations a révélé un cytotype diploide de 2n=2x=14 pour toutes les populations de M.
polymorpha. Le méme résultat a été rapporté pour M. polymorpha par Hein (1963) , Lesins et
Lesins (1979), Small et Jomphe (1989) sur un matériel de différentes régions de la Méditerranée et
par Benmouhoub (2007) et Bouchibane (2009) dans la région de Béjaia et la Soummam.. Le méme
nombre 2n=2x=14 a été aussi compté pour toutes les populations de M. murex comme il a déja été

mentionné pour cette espéce par Lesins et al. (1970).

Concernant M. minima, nous avons compté, sur des métaphases I, un nombre de 2n = 2x = 16
(x = 8) pour toutes les populations échantillonnées. Les mémes comptages ont été rapportés
pour M. minima par Hein (1963), Lesins et Lesins (1979), Small et Jomphe (1989) de différentes
localités en région méditerranéenne et par Benmouhoub (2007) dans la Vallée de la Soummam. De
méme, pour toutes les populations de M. lesinsii, nous avons compté 2n=2x=16, rejoignant les

comptages rapportés pour cette espéce par Lesins et al. (1970).

IVV-2-Les anomalies méiotiques observées chez les espéces étudiées

Lors de cette étude, nous avons observé, a une faible fréquence, des cytomixies et des
triades chez toutes les populations des espéces étudiées (M. polymorpha, M. murex, M.
minima, M. lesinsii). La cytomixie (qui est a ’origine de la formation de tétrades anormales
comme les triades) est considérée comme une caractéristique des plantes génétiqguement
déséquilibrées tels que les hybrides, les mutants et les aneuploides (Kim et al. 2009). La
cytomixie peut conduire a la formation de PMCs (Cellules Meres Polliniques) avec des
nombres chromosomigues anormaux ou des microspores aberrantes, des triades, des pentades,
hexades... etc. (Bellucci et al., 2003). Elle a un réle dans 1’évolution des plantes car elle est

considérée comme un mécanisme supplémentaire a 1I’origine de 1’aneuploidie et la polyploidie
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(Pagliarini, 2000). Des conditions environnementales et des facteurs génétiques, non encore

élucidés, peuvent induire cette anomalie (Love, 1938 et Bass et al. 2003).
IV-3-La fertilité pollinique

Les taux de fertilité pollinique que nous avons obtenus sont élevés quasiment pour
toutes les populations des espéces abordées dans ce travail, elles varient de 87.91% a 100%
pour M. polymorpha, de 94% a 100% pour M. murex, de 69.56% a 100% pour M. minima, de
11.62% a 100% pour M. lesinsii. Les facteurs responsables de la réduction de la fertilité
pollinique incluent les anomalies de la méiose, les facteurs environnementaux et génétiques
(Pagliarini, 2000), ainsi que les stress abiotiques tels que les chocs thermiques et les stress
biotiques (Benmouhoub, 2007). Les faibles fréquences d'anomalies méiotiques (cytomixies et
triades) sont en accord avec les taux de fertilité élevés. La baisse de fertilité pollinique chez
certaines plantes de M. lesinsii serait due au stress hydrique, vue la sécheresse durant la

période d’échantillonnage, la basse altitude et le type de sol sableux du site.
IVV-4-Taille des grains de pollen

La taille des grains de pollen est homogene pour les populations de M. polymorpha et
M. murex mais hétérogene pour les populations de M. minima et M. lesinsii.(Tab. 7,
Résultats). Dans certaines espéces, la taille des grains de pollen est positivement corrélée avec
la quantité d’ADN dans les noyaux. Ainsi, I’hétérogénéité des tailles des grains de pollen
entre les populations de M. minima et M. lesinsii dénote-t-elle une hétérogénéité génétique de

ces deux espéeces ?

Les tailles des grains de pollen se sont avérées différentes entre les 4 espéces
étudiées (Tab. 8). M. polymorpha et M. lesinsii qui affichent des tailles de pollen
statistiquement identiques, M. minima et M. murex sont différentes entre et avec les deux
premiéres. Les plus gros grains de pollen se trouvent M. murex et les plus petits chez M.
polymorpha et M. lesinsii, avec M. minima intermédiaire entre les deux extrémes (Tab. 8). Il
serait intéressant de vérifier a quel point la taille des grains de pollen est corrélée avec la

quantité d’ADN dans les cellules ou, a défaut, avec la longueur totale du caryotype.

Les rapports P/E sont aussi hétérogénes. Les plus petits rapports se trouvent chez M.
murex et les plus grands chez M. polymorpha et M. minima. M. lesinsii présente des rapports

intermédiaires entre les deux extrémes. Sinon, tous rapports tournent autour de 1 dénotant la
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quasi-egalité des deux axes, mais le test détecte que P est Iégerement mais significativement

supérieur a E (P/E > 0).
IVV-5-Cléistogamie

Toutes les 4 espéces etudiees ont montré du pollen germé sur des stigmates de fleurs
fermées (M. murex) ou des stigmates non encore déclenchés (c’est-a-dire encore emprisonnés
dans la caréne) dénotant ainsi la présence de cléistogamie chez toutes les 4 espéces étudiées.
Mais la question était de savoir s’il y a présence de cléistogamie compléte (toutes les fleurs
sont cléistogames). La présence de pollen germé sur certaines fleurs et non germé sir d’autres
incite a dire que la cléistogamie est partielle (présence simultanée de fleurs cléistogames et de
fleurs chasmogames sur une méme plante). Cependant rien ne prouve que les fleurs sans
pollen germé ne sont pas en fait déja fécondées par des tubes polliniques a germination
précoce a travers les parois des anthéres, phénomene déja signalé chez certaines espéces de
Medicago (Novoselova, 2003) et d’autres plantes. Des croisements entre différentes formes de
M. polymorpha ont été reussis montrant ainsi que toutes les fleurs ne seraient pas
cléiostogames ou au moins la fécondation ne prend pas place trés tot avant I’anthése, en
revanche, chez M. minima, sur des dizaines de croisement intraspécifiques tentés, aucun
hybride n’a été obtenu, dénotant présence de cléistogamie totale chez les souches utilisées
(Benmouhoub, 2007). Dans nos resultats, M. minima est la seule espece montrant des poils
sur les ovaires (Tab. 10). Cet état de 1’ovaire serait un indice de fécondation (Small et al.,
1987). Cependant, Lesins et Lesins (1979) ont rapporté des croisements réussis entre une
forme a gousses avec épines et une autre a gousse sans épines. M. murex aussi serait candidat
a une cléistogamie compléete, de méme que M. lesinnsii, observation appuyée par le fait que
Lesins et Lesins (1979) n’ont jamais réussi a croiser ces deux especes malgré leurs

nombreuses tentatives.

Novoselova (2003) rapporte que sur 29 especes annuelles analysées (sans préciser
lesquelles), la cléistogamie des bourgeons a été mise en évidence chez 7 especes qui, selon
I'occurrence des fleurs cléistogames, peuvent étre classée comme suit : M. orbicularis (le plus
grand nombre), M. scutellata, M. lupulina, M. turbinata, M. arabica, M. intertexta et M.

radiata.
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Conclusion

L'objectif de cette étude cytogénétique d’examiner la mitose, la méiose, la fertilité
pollinique, la taille des grains de pollen ainsi que la présence de la cléistogamie chez quelques
populations de 4 espéces de Medicago : M. polymorpha , M. murex , M. minima , M. lesinsii.

L’analyse de la mitose chez M. polymorpha a révélé un nombre chromosomique de 2n =
2x = 14 (x=7) chez la population de Ain Aloui (Bouira) et une séparation insuffisante des
chromosomes pour pouvoir les compter chez les 3 autre espéces M. murex , M. minima , M.
lesinsii.

Quant a I’analyse de la méiose | des cellules méres polliniques chez les différentes
populations des 4 especes étudiées, elle a a révélé un cytotype de 7 bivalents donc de
2n=2x=14 pour M. polymorpha et M. murex et un cytotype a 8 bivalents donc de 2n=2x=16
pour chez M. minima et M. lesinsii. Lors de cette analyse de la méiose, nous avons observe, a
yne faible fréquence, deux types d’anomalies chez les quatre espéces étudiées : les cytomixies
et les triades (ces derniéres pouvant étre une consequence des premiéres).

L’étude de la fertilité pollinique réalisé sur des fleurs avant 1’anthése chez les quatre
especes étudiées a montré que les taux de fertilité sont trés élevés chez les especes
étudiées. lls xont de 96.60+5.07% a 98.93+0.82% pour M. polymorpha, de 97.95+2.00% a
99.76+0.15% pour M. murex et de 91.56+12.38% a 99.38+0.35% pour M. minima, et de
98.26+1.12% chez la population thilemmathine de M. lesinsii. Le taux de fertilité pollinique a
été peu élevé qui est et une peu élevée pour la population Md Said Ali Ouyidir, il n’est que de
52.75+40.06%. Cette baisse de fertilité pollinique chez ce dernier semble due a un stress
hydrique.

Les tailles des grains de pollen telles qu’exprimées par 1’axe polaire (P) et 1’axe
équatorial (E) sont identiques et plus petites chez M. polymorpha (P = 27,31+1,83um et E =
25,91+1,60um) et M. lesinsii (P = 27,06+2,86um et E = 26,84+2,65um). Les plus gros de
pollen se trouvent chez M. murex (P = 36,68+3,33um et E = 37,58+3,44um) . Quant a M.
minima (P = 31,81+4,24um et E = 30,74+4,51um), elle a montré un pollen de taille
intermédiaire entre celui de M. murex et celui de M. polymorpha et M. lesinsii. P est P est
Iégerement mais significativement supérieur a E (P/E > 0).

Toutes les 4 espéces semblent renfermer de la cléistogamie. M. murex et M. minima

seraient probablement completement cléistigames.
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Dans I’avenir, il serait intéressant d’élargir 1’étude cytogénétique sur la mitose chez les
quatre espéces de genre Medicago analysés dans le but d’avoir des plaques métaphasiques
bien comptables, et approfondir 1’analyse de la cléistogamie pour mieux démontrer ce

phénomene naturelle.
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Etude de la mitose, de la méiose et de la cléistogamie chez Medicago
polymorpha, M. minima, M. murex et M. lesinsii (Fabaceae)

Résumé : Une étude cytogénétique de quatre especes du genre Medicago a été réalisée a 1’aide des techniques de
cytogénétique classique (coloration a 1’orcéine lactopropionique). En méiose (métaphase I) chez M. polymorpha
et M. murex, les comptages sont de 2n=2X=14 (x=7). Pour M. lesinsii et M. minima, tous les comptages sont de
2n=2x=16 (x=8). Deux types d’anomalies méiotiques a faible fréquence ont été observées pour toutes les
especes : les cytomixies et les triades. Les taux de fertilité pollinique sont élevés a trés élevés (91,56+£12,38 —
99,76+0,15%) pour tout le matériel étudié sauf M. lesinsii pour laquelle une population a fait montre
d’un taux de fertilité plutdt faible (52,75+£40,06%) attribuable au stress hydrique. Les tailles des grains
de pollen telles qu’exprimées par 1’axe polaire (P) et ’axe équatorial (E) sont identiques et plus petites chez M.
polymorpha (P = 27,31+1,83um et E = 25,91+1,60um) et M. lesinsii (P = 27,06+2,86um et E = 26,84+2,65um).
Les plus gros grains de pollen se trouvent chez M. murex (P = 36,68+3,33um et E = 37,58+3,44um). Le pollen
de M. minima (P = 31,81+4,24um et E = 30,74+4,51um) est intermédiaire entre les deux extrémes. L’axe polaire
est légérement supérieur a I’axe équatorial. La cléistogamie est présente chez toutes les 4 espéces mais elle
semble compléte (du moins plus forte) que pour M. murex et M. minima.

Mots clés : Medicago, Mitose, Méiose, chromosomes, Fertilité pollinique, cléistogamie.

Study of mitosis, meiosis and cleistogamy in Medicago
polymorpha, M. minima, M. murex and M. lesinsii (Fabaceae)

Abstract: A cytogenetic study of four species of the genus Medicago was performed using classical cytogenetic
techniques (staining with lactopropionic orcein). In meiosis (metaphase 1) in M. polymorpha and M. murex the
counts are of 2n=2X=14 (x=7). For M. lesinsii and M. minima all counts are of 2n=2x=16 (x=8). Two types of
meiotic abnormalities at low frequency were observed for all species: cytomixies and triads. Pollen fertility rates
are high to very high (91.56+12.38 - 99.76+0.15%) for all the material studied except M. lesinsii for which one
population showed a rather low fertility rate (52.75£40.06%) attributable to water stress. The sizes of the pollen
grains as expressed by the polar axis (P) and the equatorial axis (E) were identical and smaller in M. polymorpha
(P = 27.31£1.83um and E = 25, 91+£1.60um) and M. lesinsii (P = 27.06£2.86um and E = 26.84+2.65um). The
largest pollen was found in M. murex (P = 36.68+3.33um and E = 37.58+3.44jum). The pollen of M. minima (P =
31.81+4.24um and E = 30.74+4.51um) was intermediate between the two extremes. The polar axis is slightly
higher than the equatorial axis. Cleistogamy is present in all 4 species but it seems complete (at least stronger)
only for M. murex and M. minima.

Keywords: Medicago, Mitosis, Meiosis, chromosomes, pollen fertility, cleistogamy.
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