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Introduction

La flore algérienne est caractérisée par sa diversité¢ floristique méditerranéenne,
saharienne et paléo-tropicale estimée a plus de 3000 especes appartenant a plusieurs familles
botaniques (Quézel et Santa, 1962-1963). Et grace a sa position géographique, I’Algérie
posséde d’importantes ressources phytogénétiques représentées dans sa diversité en especes
spontanées et subspontanées. Cette richesse floristique est principalement localisée dans les
régions telliennes et les secteurs humides et subhumides (Quézel et Santa, 1962-1963 ; Véla et
Benhouhou, 2007 ; Amirouche et Misset. 2009). Cette flore Algérienne reste mal connue,
inexploitée et tres peu étudiée surtout du point de vue cytogénétique, d’ou 1’urgence a évaluer
ces ressources et mettre au point un plan pour leur sauvegarde et leur préservation.

Dans I’étude présentée dans ce mémoire, nous nous intéressons au genre hyoseris L.
(famille des astéracées) qui regroupe actuellement des plantes herbacées présentes dans tout le
bassin méditerranéen. Il est structuré autour de 2 espéces : H. scabra L. et H. radiata L. Chez
H. radiata, la morphologie des feuilles passe d'un état charnu prés de la mer a un état non
charnu dans les zones continentales. Ainsi, Sell (1976) distingue la sous-espece coticere graeca
Halacsy (= H. lucida L.) de la sous-espece radiata.

Dans la vallée de la Soummam, en Kabylie, ces plantes sont connues sous le nom
amazigh (berbére) thoughmas temgharin, littéralement "dents de vieille femme", probablement
a cause des lobes pointus de leurs feuilles (Sahnoune, 1995). En arabe algérien populaire, elles
sont connues sous le nom de dhars laadjuz "dents de vieil homme" ou senn sbaa "dents de lion"
(Quézl et Santa, 1962-1963).

Beaucoup d’especes appartenant aux genres Hyoseris ont fait [’objet d’études
caryologiques ou il a été cité 2n = 2x =16 (Brullo et al.,1990).

L’objectif de notre étude est de réaliser une étude cytogénétique (mitose, méiose,
anomalies méiotiques, fertilité pollinique, taille et forme des grains de pollen) des especes du
genre Hyoseris L. H. scabra L., H. radiata L. et H. lucida L. dans le secteur de Bé¢jaia, la
méiose et la fertilité pollinique n’ayant jamais €té abordées pour ces especes.

Dans ce mémoire, nous présentons d’abord une synthese bibliographique sur les
especes étudiées et sur la cytogénétique. La deuxieme partie est consacrée au matériel végétal
analysé ainsi que la méthodologie utilisée. Dans la troisiéme partie nous exposons les résultats
obtenus et leurs interprétations. Et enfin, nous terminons avec une conclusion générale et

perspectives.
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I. Revue bibliographique

Le premier chapitre de ce mémoire sera consacré a la synthése bibliographique ou nous
présenterons un apercgu sur la famille des Asteraceae, le genre d’Hyoseris "H. scabra L., H.
radiata L. et H. lucida L. " et quelques généralités sur la cytogénétique et les polyploides chez
les plantes.

I.1. Historique et présentation
I.1.1. La famille des Asteraceae

Les Asteraceae du latin "aster = étoile" se référe a la forme de I'inflorescence, un mot créé
par le botaniste Ivan Ivanovi¢ Martinov en 1820, anciennement appelée Compositae (Gisek,
1792 ; Cronquist, 1981). Elle est constituée de plus de 1500 genres et 25000 especes dont 750
endémiques (Funk et al., 2009 ; Rahman et al., 2011).

En Algérie, cette famille est la plus importante, elle renferme 109 genres et 408 espéces
(Quézel et Santa, 1962- 1963). Les Asteraceae sont une famille cosmopolite, elles s'acclimatent
bien dans les régions semi-arides, tropicales, subtropicales, a la toundra Alpine et Arctique et
aux régions tempérees, a l'exception de I'Antarctique (Heywood, 1985 ; Guignard, 1994 ; Funk
et al. 2009).

Les Asteraceae ont des formes diverses, principalement des herbes vivaces ou annuelles,
des arbustes ou des sous-arbustes, quelques plantes aquatiques ou grimpantes, et méme des
épiphytes. Par contre, la famille est tres homogéne dans ses inflorescences tres caractéristique
: en capitules (Gaussen et al., 1982 ; Funk et al., 2009)

Les feuilles sont le plus souvent alternes, opposées ou verticillées, simples, parfois
profondément lobées ou découpées, a nervation généralement pennée ou palmée (Gaussen et
al.,, 1982 ; Funk et al., 2009). Les fleurs qui composent le capitule sont cycliques,
hétérochlamydes, gamopétales, hermaphrodites ou unisexuées, parfois stériles, actinomorphes
ou zygomorphes. Le calice est absent ou réduit, se développant apres fécondation en pappus.
Et la corolle peut étre soit réguliére et pentalobée, soit zygomorphe et bilabiée, soit
unilatéralement développée en une longue ligule tri- ou penta-dentée. Le grain de pollen des
Astéracées est généralement tricolporé (Spichiger et al., 2004 ; Judd et al., 1999). Le fruit est
un akeéne, sa forme est variable : cylindrique, linéaire, obovale, tétraédrique etc. La surface peut
étre lisse, cbtelée, rugueuse, tuberculée, aiguillonnée, glabre ou poilue etc.

Bien que la morphologie fournisse la source la plus importante de caractéristiques
taxonomiques pour les Asteraceae, les nombres chromosomiques et la croyomorphologie sont
trés importants pour comprendre I'origine évolutive des plantes et clarifier leur taxonomie
(Huseyin et al., 2007)
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La polyploidie est trés répandue chez les Asteraceae et se produit dans la plupart des
clades importants. Les niveaux de ploidie présents chez les Asteraceae sont: 2x, 3X, 4X, 5X,
6x, 7X, 8x, 9x, 10x, 12x, 14x, 15x, 16x, 18x, 20x, 22x, 24x, 32x, 36x et 48x (Semple et
Watanabe, 2009). Les diploides sont les plus fréquents (observés dans 270 genres), suivis par
les tétraploides, les hexaploidies et les triploides. Chez cette famille, le taux global de la
polyploidie est de 25,64% dans les herbes annuelles ,100% chez les herbes bisannuelles,
46,42% au niveau des herbes vivaces et 50% chez les arbustes (Bala et Chand-Gupta, 2013).
1.1.2. Le genre Hyoseris L.
1.1.2.1. Description du genre Hyoseris L. 1753.

Le nom d’Hyoseris vient du grec hys ou hyos signifiant porc et seris voulant dire chicorée.
(Guide illustré de la flore algérienne, 2012). C’est une plante herbacée annuelle ou vivace, en
rosette a feuilles régulierement pennées lobées, lobes ronds a subrhombiques-triangulaires. Les
capitules de ces plantes peuvent étre peu ou nombreux, et ils ont tous des fleurs ligulées
hermaphrodites. L'involucre est constitué de 8 a 20 bractées herbacées étroites, épaissies et
rigides a I'apex, renfermant les akénes externes a calices dégénérés. Le Réceptacle est nu. Les
akenes sont dimorphes. Les plantes ont des tiges scapiformes et monocéphales naissant dans
une rosette de feuilles runcinées ou pinnatiséquées. Les hampes sont nues, creuses, non
divisées, et elles peuvent ou non étre renflées sous les capitules. Les fleurs de cette plante sont
jaunes (Quézel et Santa, 1963).

1.1.2.2. Description de quelques especes du genre Hyoseris L.
H. scabra L.

C’est une petite plante annuelle de 5-12 cm, a racine gréle, glabrescente. Les scapes sont
étalés, renflés-claviformes sous le capitule et presque aussi larges que ce dernier a ce niveau.
L’involucre est a 8-10 bractées dressées et Conniventes apres l'anthese. Les sont capitules 8-12
flores. L’espece pousse généralement dans les terrains incultes et les sables (Quézel et Santa,
1963).

H. radiata L.

C’est une plante vivace a grosse racine verticale. Les scape sont dressés, de 10-30 cm,
peu ou pas renfles sous le capitule. L’involucre est a 10-20 bractées s’étalant a maturité. Les
capitules sont multiflores. La plante est trés polymorphe, on la rencontre dans les rochers, les

rocailles et les paturages (Quézel et Santa, 1963).
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H. lucida L.

Est une plante d’hémicryptophyte vivace qui pousse en forme de rosette et dont la hauteur
peut varier de 6 a 36 centimetres. Les feuilles sont charnues et peuvent mesurer de 50 a 250
millimetres de longueur, possédant un bord régulier et dentelé. Elles peuvent étre soit glabres
soit farineuses, et les lobes latéraux des feuilles sont en forme de losange a des degrés divers.
La tige de la plante n'est pas particulierement épaisse. Les bractées de la plante mesurent de 10
a 15 millimetres de long, les bractées internes étant en forme d'étoile et saillantes tout en
conservant le potentiel de se replier. Le pappus des fruits extérieurs sont ailés et comprimeés,
tandis que les fruits intérieurs sont stériles et arrondis. Cette plante fleurit généralement de
décembre a mai, bien qu'elle puisse parfois continuer a fleurir jusqu'en novembre
(https://www.gbif.org/fr/species/3134550)

Hyoseris taurina Martinoli

Chamaephyte aux racines ramifiées ligneuses, épaissies et fibreuses de 2 a 3 cm de
diameétre et des tiges robustes, ligneuses et ramifiées atteignant 6 cm de long avec des rosettes
de feuilles denses a I’extrémité. Les scapes sont nombreux, de 10-40 cm de long, dressés,
glabres, fistuleux, plus ou moins épaissis Capitules solitaire, de 2,5-5 cm de diametre. Les
Bractées involucrées en deux rangees, les externes de 3 a 5 mm de long, étroites ovales, se
rétrécissant en une longue pointe ; les internes étroitement ovales-triangulaires a lancéolées, 10-
15 mm de long, 3-3,5 mm de large. La partie supérieure du tube de la corolle est poilue, fleurs
d'environ 15 mm de long, a poils denses atteignant 1 mm de long dans la partie supérieure du
tube de la corolle (Brullo et al., 1997).

Hyoseris frutescens Brullo et Pavone

C’est une plante herbacée vivace persistante, de 5 a 30 cm de haut. Ses feuilles glabres
charnues sont adaptées au climat estival chaud et sec, ses lobes aux contours arrondis, sa tige
vivace trés ramifiée et le pappus des akénes externes est court (0.5-0.7 mm), le pappus des

akeénes internes (5-7mm) est formé de soies inegales. (Brullo et Pavone, 1988).


https://www.biologie-seite.de/Biologie/Krautige_Pflanze
https://www.biologie-seite.de/Biologie/Ausdauernde_Pflanze
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1.1.2.3. Distribution et écologie du genre Hyoseris

Le genre Hyoseris L. est présent dans toute la Méditerranée (Figure 1). H. scabra est plus
ou moins répandu dans les pelouses seches du pourtour mediterranéen a des altitudes de 0 a 600
m. Chez H. lucida L., on le trouve prés de la mer Méditerranée. Il pousse sur un substrat calcaire
dans les zones cotiéres a des altitudes de 0 & 200 m, affectés par les vagues. Le groupe H.
radaita L. culmine a 2000 m d'altitude, il pousse dans les climats humides a subhumide
(sahnoune,1995). En Algérie, il est trés présent dans le Tell et pousse généralement sur les

rochers, les rocailles, les murs, les terrains arides et les pelouses (Guide illustré de la flore

algérienne, 2012).

== H, radiata : Dunes, pelouses, clairiéres des foréts, rochers de 0 a 2000 m, de I'numide au semiaride.
=== H. lucida : Dunes, rochers et pelouses exposés aux embruns de la méditerranée, de 0 a 200 m.
- H, scabra : Dunes et pelouses sérophiles, de 0 & 600 m, de I'étage humide jusqu'a l'aride.

Figure 1 : Limites approximatives de l'aire de distribution du genre Hyoseris (Sahnoune,1995).
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1.1.2.4. La position systématique du genre Hyoseris L.

En accord avec les autres classifications (Leroy, 1982 ; Petit, 1990 ; Mauseth, 1991 ;
Bremer, 1994), le genre Hyoseris se classe dans la sous tribu Hyoseridinae, la tribu des
Lactucées (ou Cichorieae) de la famille des Astéracées, ordre des Astérales, classe des
Magnoliopsidées) (dicotylédones), division (équivalent de sous-embranchement) des

Magnoliophytes, embranchement des Spermaphytes.

1.1.2.5. Histoire de la taxonomie du genre Hyoseris

Voici, selon Sahnoune (1995), I’histoire de la taxonomie du genre Hyoseris :

C.A. Linné, 1737, crée le genre Hyoseris dans son Genera plantarum (in index kewensis)
Chez le genre Hyoseris, 9 espéces ont €té ainsi décrites :

-Espeéces a tiges nues (scapes monocéphales)
e H. foetida, des Alpes italiennes et le Nord de la Suisse ;
.

. radiata (Linné 1753 1.c.), d’Espagne et Narborne ;

H

e H.scabra (Linné 1753 1.c.), de Sicile ;
H. virginica (Linné 1753 1.c.), de Virginie ;
H

e H. minima (Linné 1753 1.c.), d’Europae arvis apricis ;

e H. lucida (Linné 1867, Mantissa plantarum I, p. 103), d’Egypte.
-Espéces a tiges feuillées (scapes polycéphales)

e H. hedypnois (Linné 1753 1.c.), d’Europe australe ;

e H. rhagadioloides (Linné 1753 1.c.), d’Europe australe ;

e H. cretica (Linné 1753 1.c.), de Crete.

Lamarck, en 1789, il exclut H. foetida et H. minima du genre Hyoseris L., et les place dans le
genre Lapsana. Par la suite, Lamarck, dans ses « Illustrations » (J L. Poiret, 1813), conserva
uniquement dans le genre Hyoseris toutes les espéces a feuilles racinaires

D’apres la synthese de l'index kewensis (1885), la grande majorité a été supprimée, ne
restent que les suivants : H. radiata L., H. scabra L., H. lucida L., H. integrifoilia Poiret 1813,
H. foetida L., H. nana Poiret. 1813.

Selon les auteurs modernes, ne sont retenues dans le genre Hyoseris que les espéces
suivantes : H. radiata Linné 1753 ; H. scabra Linné 1753 ; H. lucida Linné 1867 ; H.
blechnoides Pomel 1875
- En 1953, Martinoli a introduit une nouvelle espece appelée H. taurina et a suggéré une
classification infragenérique :

e Section Euhyoseris, akenes internes stériles : H. radiata L., H. scabra L., H. lucida L.

6
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e Section Macrohyoseris, akénes fertiles : H. taurina (Pamp.) Mart.
- En 1902, Halacsy avait déecrit une subsp. Dans le H. radiata et Tutin,
- En 1976, Tutin, dans flora europea a subdivisé le genre Hyoseris en trois espéces distinctes.
Ces trois especes comprennent :
v' H. scabra L., qui est un thérophyte périméditerranéen ;
v' H.radiata L., Cette espéce est scindés en 2 Sous-Espéces : Subsp. radiata, feuilles non
charnues, poussant dans la région méditerranéenne. Subsp. graeca Halacsy (H. lucida
L.), feuilles charnues, poussant dans la Région Littorale Méditerranéenne.
v' H. taurina (Pamp.) Mart.,

- Brullo et Pavone ont introduit une nouvelle espéce en 1988, nommeée H. frutescens. Dans leur
discussion taxonomique du genre Hyoseris, ils I'ont divisé en quatre especes distinctes : H.

scabra, H. radiata, H. taurina, H. frutescens.

1.1.1.6. Phylogénie du genre Hyoseris
D’aprés Bremer (1994), les genres phylogénétiquement plus proches du genre Hyoseris

sont Hedypnois, Leontodon et Hypochaeris.

Kilian et al. (2007) ont montré que la tribu des cichorieae est subdivisée en cing sous-
tribus : Hyoseridinae, Lactucinae, Crepidinae, Hypochaeridinae et Chondrillinae. Les sous-
tribus sont ensuite subdivisées en plusieurs genres, chacun ayant ses propres caractéristiques
distinctives. Dans le cladogramme présenté dans la Figure 2, la sous-tribu Hyoseridinae est
composée de Sonchus, Launaea, Reichardia, Hyoseris, Aposeris et Aetheorhiza (Kilian et al.,
2007 ; Kilian et al., 2021).



I. Revue bibliographique

05

10

Scorzoneroides
Hypochaernis
Leontodon
Hedypnois
Picris
Helminthotheca
Prenanthes
Urospermum
Chondrilia
Willemetia
Phitosia
Youngia
Crepidiastrum
Askellia
Crepis
Rhagadiolus
Lapsana
Lagoseris
Taraxacum
Ixeris
Acanthocephalus
Heteracia
Heteroderis
Lagoseriopsis
Garhadiolus
Syncalathium
Hololeion
Nabalus
Soroseris
Sonchus
Launaea
Reichardia
Hyoseris

Hypochaeridinae

Chondrillinae

Crepidinae

Hyoseridinae

Lactucinae

Figure 2 : Schéma de la phylogénie moléculaire des Cichorieae basé sur la région nucléaire ITS (Kilian

et al., 2007)
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1.2. La cytogénétique végétale
1.2.1. Définition et intérét

La cytogénétique combine la cytologie et la génétique. C'est une étude des phénomeénes
génétiques au niveau cellulaire. Bien que les premiéres études sur les plantes aient commencé
a la fin du X1Xe siécle, la cytogénétique s'est développée principalement apres les années 1920
et n'a cessé de prendre de lI'importance depuis. La cytogénétique est avant tout une science
d'investigation. Elle a activement contribué a la compréhension des mécanismes génétiques et
des nouvelles taxonomies (taxonomie et phylogénie) dans le regne végetal. Elle facilite la
connaissance du nombre de chromosomes du matériel végétal utilisé, I'établissement de cartes
génetiques, l'exploitation de la variabilité intraspécifique, interspécifique ou induite et

I'amélioration des plantes (Jahier et al., 1992).

1.2.2. Le cycle cellulaire
Avant qu'une cellule ne se divise, elle doit d’abord répliquer son contenu, plus

particulierement son ADN, ces phénomeénes se produisent pendant 1’interphase. L’alternance
de cette derniere avec la méiose et mitose constitue le cycle cellulaire (Jorde et al., 2004) qui
se définit comme étant I’ensemble des étapes qui composent la durée de vie d’une cellule
(Vincent, 2007).
La phase M (mitose)
C’est un processus de division nucléaire aboutissant a la formation de deux cellules filles avec
une parfaite parité génétique. Elle se déroule en 4 phases : 1a prophase, la métaphase, I’anaphase
et enfin la télophase (Laberche, 2010).
La méiose

La méiose est un mode de division cellulaire particulier qui constitue la contrepartie
nécessaire de la fécondation : a la suite de deux divisions successives, une cellule diploide (2n
chromosomes) donne naissance a un groupe de quatre cellules filles (tétrade) haploides (n
chromosomes). Cette réduction chromatique compense exactement le doublement du nombre
de chromosomes qui résulte de la fécondation et assure la permanence du stock chromosomique
au cours des générations successives. Au point de vue cytologique, la méiose consiste en la
succession de deux mitoses (Horlow et Pascale, 2003).
1.2.3. La polyploidie chez les plantes

Le terme "polyploidie™ a été proposé pour la premiére fois par Winkler en 1916, en faisant
référence a l'existence de plus de deux ensembles de chromosomes haploides dans une seule

cellule. La formation d'individus polyploides est un événement courant dans la nature et ce
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processus représente un mecanisme majeur de spéciation des angiospermes (Peer et al., 2009 ;
Wood et al., 2009). Otto et Whitton (2000) ont passé en revue trois mécanismes par lesquels
les individus polyploides peuvent apparaitre : I'endomitose, la production de gamétes non
réduits et la polyspermie. Bien que le doublement somatique de I'ensemble chromosomique soit
possible, il est actuellement reconnu que la principale voie conduisant a la formation d'individus
polyploides est la production de gamétes non réduits. Les polyploides sont principalement
divisés en deux catégories selon la source des génomes qui composent les polyploides :
-Autopolyploidie : C’est le doublement chromosomique au niveau intraspécifique aboutissant
a une cellule a deux copies du méme génome. L'appariement de plus de deux chromosomes
homologues entraine souvent la formation de polyvalents, entrainant une hérédité
polycaryotique. Selon Le Comber et al. (2010), les substances polyvalentes peuvent entrainer
un déséquilibre du nombre de chromosomes dans les gametes, ce qui peut entrainer des
problemes d'infertilité. Cependant, la méiose peut rapidement se régulariser (diploidisation
cytologique) et devenir disomie.

- Allopolyploidie : c’est lorsque les génomes d'au moins deux espéces ancestrales (Stebbins,
1971) sont combinés dans un méme cytotype. lls sont issus de croisements interspécifiques qui
forment ensuite des duplications du génome hybride (Ramsey et Schemske 1998).
L'allopolyploidie segmentaire correspond a la spéciation résultant du croisement de parents
avec un segment chromosomique commun (Leitch et Bennett, 1997). Chez les plantes, on
estime que plus de 75 % des especes polyploides sont allopolyploides (Wood et al., 2009).

1.3. Données cytogénétiques sur quelques espéces du genre Hyoseris L.

Comptages des chromosomes :

Le comptage chromosomique est fait pour toutes les espéces du genre Hyoseris (Martinoli,
1953 ; Bartolo et al., 1978 ; Sahnoune, 1985 ; Tzanoudakis et Kypriotakis, 1987 ; Brullo et
Pavone, 1988 ; et Brullo et al., 1990 ; Klein et al., 1997). Pour toutes les especes le nombre
chromosomique est de 2n=2x=16 chromosomes.

L'étude réalisée par Peruzzi et Vangelisti, (2010) confirme que Hyoseris scabra a la présence
constante d'une seule paire chromosomique a satellite intercalaire (Figure 3), caractére qui
différencie H. scabra des autres congénéres qui possedent une ou deux paires a satellites

terminaux

10
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La formule caryotypique, obtenue a partir des mesures effectuées sur la population de.
Mattavello, (Italie) est z = 2n = 2x = 16 = 2m + 2sm + 4m + 2msat + 2m, avec la longueur

moyenne des chromosomes est de 2 & 3 um (Klein et al. (1997).

Figure 3 : Plaque métaphasique et idiogramme d’Hyoseris scabra. Barre d’échelle de 5um
(Peruzzi et Vangelisti, 2010)

Tzanoudakis et Kypriotakis (1987) rapportent les chromosomes de H. radiata (Gréce)
sont plut6t petits, avec la longueur totale du complément haploide d'environ 20 um et la taille
des chromosomes varie de 2 to 2.7 um. Cing des chromosomes du complément haploide sont
métacentriques (r = 1-1,4), deux submétacentriques (r = ca. 2) et un subtélocentrique (r = ca.

5). Les chromosomes subtélocentriques et métacentriques sont satelliferes (Figure 4 B).

&

10 pm

| |

Figure 4 : Caryogramme de Hyoseris radiata étudiés par Tzanoudakis et Kypriotakis,
1987).

D’aprés I’analyse cytogénétique comparée de trois taxons du genre Hyoseris L. réalisée par
Klein et al. (1997), les caryotypes de H. radiata et H. lucida semblent tres similaires tandis que
Hyoseris scabra a un caryotype distinct des autres taxons (figure 6) a la fois dans la
morphologie des chromosomes et dans I'emplacement des bandes chromomycine A (CMA)
(Figure 5.3a). Chez H. scabra, I'ensemble du bras court est hétérochromatique et riche en bases
GC (Figure 6.3c).

11
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Tableau I : Résultats de la coloration a la chromomycine A et nombre de nucléoles de trois

taxons du genre Hyoseris (Klein et al.,1997).

Nombre de
especes bandes bandes chromocentres nucléoles
télomériques centromériques interphasiques
H. radiata 4 6 12et + 2a4
H. lucida 4 2 4 gros et 2 a 4 petits 2a4
H. scabra 2 2a4 1 a 2 gros et 2 petits 1a2
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Figure 5 : Plaque métaphasique du genre Hyoseris. 1a : H. radiata 2a : H. lucida 3a : H. scabra
(Klein et al., 1997).
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Figure 6 : Les idiogrammes du genre Hyoseris L. avec des bandes chromomycine A positives.
Barre d’échelle de 10 pum. 1c : H. radiata 2b : H. lucida 3c : H. scabra (Klein et al., 1997).
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Il. Matériel et méthodes
I1.1. Matériel végétal utilisé
I1.1. 1. Les sites d’échantillonnage

Pour mener a bien ce travail, nous avons ciblé plusieurs sites que nous avions deja exploré
auparavant. Le tableaul montre I’origine géographique ainsi que les dates de récolte des boutons
floraux. L'échantillonnage a été effectué lors d’une journée ensoleillée avec un ciel clair et un sol
humide, cela maintient les plantules en bon état (température et humidité optimales). Une dizaine
de plantes ont été récoltées. Les figures 3-8 illustrent le matériel végétal récolté au cours de
I’échantillonnage. Lors des récoltes, les plantules ont été mises dans de petits sachets et humidifiées

afin de mieux les conserver et les ramener au laboratoire.

Tableau Il : Origine géographique et dates de récolte des échantillons du genre Hyoseris L

Especes delgopcg:aijzli;i(i)c?ns Altitude Coordonnées GPS Daéisreétcgll;:ur
Melbou 15.5m | 36°39°047"N5°2351.8"E | O 01%3023
Aokas 15.3m | 36°3843.4"N 5°1354.9E | 2% 0133/|i°23
H. lucida Tighremet 3m | 36°5214.0"N 4°5007.0°E | 1 01%023
Cap Carbon | 540 1y | 36°4617.5"N 5°0603.1"E | °Y 01%023
Akbou 167m | 36°26%35.0"N 4°32:37.0° | 12/ 01?1(42023
Gouraya 658 m | 36°46'15.1"N 5°04'51.7"E 25103?@%23
H. radiata Sidi Sahnoune 842 m 36°32'33.0"N 4°33'35.0"E 08/g|z_1llozgz3
Adekar 734m | 36°4242.0'N 4°4320.0°€ | ¥ (ﬁﬁom
Amtik 5155m | 36°47'19.9'N 4°34'00.8° | 0 (ﬁ/ﬁom
H. scabra Heloune 215m | 36°30'18.0"N 4°3434.0°€ | O g‘éﬁom

YIntermédiaire entre H. radiata et H. lucida.
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Figure 7 : Photographie des espéces. A : Hyoseris lucida (station Tighramet) ; B : population intermédiaire (station

Route de Boulimate).
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Figure 8 : Photographie de I’espéce Hyoseris lucida. A: Station Aokas; B: Station Melbou.
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Figure 9 : photographie de I’espéce Hyoseris radiata (station Gouraya)

11.1. 2. Mise en culture des plantules au laboratoire

En arrivant au laboratoire, une partie des plantules a été repiquée dans des pots contenant un
mélange de sol issu de I’habitat d’origine des plantules et autres. Tandis que I’autre partie a été
repiquée dans des bouteilles en plastique préalablement trouées autour afin de permettre aux

racines de mieux pousser et ainsi les récupérer.
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11.1. 3. Récolte de boutons floraux pour I’analyse des méioses

L apparition des boutons floraux des espéces du genre Hyoseris commence a partir du début
du mois de mars. Les boutons floraux sont mis immédiatement, a la cueillette, dans des tubes a

essais contenant la solution de Carnoy Il (voir plus loin pour la préparation).
11.1. 4. Réalisation d’un herbier

Par définition, un herbier est une collection de plantes séchées posées a plat pour une
identification aisée. Une fois les échantillons prélevés, étiquetés et fraichement scannés, les plantes
ont été placées sur du papier journal qui a été remplace tous les 2 a 3 jours (Figure 10). Chaque
plante séchée a été soigneusement transférée sur du papier blanc, fixée avec du ruban adhésif a
divers endroits, et placée dessus une étiquette comprenant le nom botanique, la date de récolte, le
lieu de récolte et le nom du récolteur. Les spécimens végétaux obtenus sont conservés au

laboratoire de recherche Ecologie et Environnement.

Figure 10 : Vues de plantes scannées. A : H. lucida (Melbou); B : H. scabra ( Helouane); C: population

intermédiaire entre H. lucida et H. radiata (Route de Boulimate) ; D: H. radiata (Gouraya).
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11.2. Etude caryologique
11.2.1. Role et préparations des solutions

> Le Fixateur
Le but du fixateur est de détruire toute vie cellulaire, bloquer les divisions cellulaires en

conservant l'intégrité structurale des chromosomes et protéger les chromosomes de I'action de
I'agent mitoclasique de prétraitement (LOove et Love, 1975 ; Jahier et al., 1992). Le fixateur assure
non seulement la fixation mais aussi un mordancage de la préparation. Le fixateur utilisé pour la
conservation des boutons floraux est le carnoy Il composé de :

¢ 6 volumes d’éthanol,

¢ 3 Volumes de chloroforme,

¢ 1Volume d’acide acétique.

» L’acide chlorhydrique 1 N

L’hydrolyse permet de rompre les liaisons N glucidiques entre les bases puriques et les
désoxyriboses et libére les groupements aldéhydes sur lesquels se fixe le colorant. Elle permet
également le ramollissement des tissus pour la séparation des cellules et des chromosomes plus
facilement (Jahier, 1992).

Pour un volume de 500 ml d’HCL 1N, utiliser 44,5 ml de HCL (35% et d= 1.17). Dans un
premier temps, verser une bonne partie des 500 ml de I’eau distillée dans une éprouvette puis

ajouter de I’acide chlorhydrique fumant et enfin affiner I’ajustement a 500 ml par de I’eau distillée.

» Colorants

Coloration des chromosomes : le colorant utilisé est a base d'orcéine, c’est un colorant de couleur
rouge violet. C'est une substance utilisée pour colorer et voir les différentes phases des
chromosomes dans la division cellulaire. Avec cette technique de coloration, il est possible de voir
les chromosomes impréegnés par lI'orcéine en violet et pouvoir ainsi observer les différentes étapes
de la division cellulaire ; cela facilite la visualisation des étapes du cycle cellulaire. La solution
utilisée est a base d’orcéine lactopropionique préparé selon Dyer (1963) modifié selon Love et
Love (1975).
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Dans un grand erlenmeyer, dissoudre 2 g de poudre d’orcéine dans un mélange de 23 ml
d’acide propionique et 23 ml d’acide lactique. Ajouter de I’eau distillée jusqu’a 100 ml tout en
agitant bien la solution puis passer a la filtration en utilisant du papier filtre. La solution d’orcéine

ainsi obtenue se conserve longtemps dans un flacon en verre fumé.

Coloration du pollen : Le bleu de coton au lactophénol selon Mertens et Hamnersmith (1998) a
été utilisé pour I'observation microscopique des grains de pollen. La viscosité du colorant limite
fortement I'évaporation du milieu de montage et la présence du phénol permet de tuer les micro-
organismes éventuellement présents et provoque la désactivation de I’activité lytique des enzymes
cellulaires ce qui permet une conservation beaucoup plus longue de la préparation (www.afl-
lichenologie.fr).

Préparation : Bien mélanger huit volumes de glycérine, puis quatre volumes d’acide lactique a
85%, avec quatre volumes d’un mélange de cristaux de phénol (1 g de phénol + 4 ml d’eau

distillée), Puis deux volumes d’eau distillée, et un volume de bleu d’aniline a 1%.
11.2.2. Les différentes étapes de I’analyse de la méiose

Récupération des anthéres : Sous une loupe binoculaire, a I’aide d’une pince et une aiguille,
prendre une fleur et la déposer sur une lame. Ajouter une goutte d’eau pour faciliter I’isolement

des antheéres et les répartir sue la lame.

Hydrolyse a I’acide chlorhydrique normal : une fois les anthéres isolées, on ajoute une goutte

du HCL (1N). On place la lame pendant 3 min dans un bain-marie a une température de 60°C.

Coloration : Elle consiste a ajouter une goutte du colorant (orcéine lacto-propionique) sur la lame
contenant les antheres dans le bain-marie pendant 3-4 min a 60°C.

Observation microscopique : Aprés coloration, on couvre la lame préparée par une lamelle et on
exerce dessus une légére pression avec le pouce dans le but d’étaler les anthéres et libérer les
cellules méres polliniques. On dépose la préparation sous le microscope photonique afin d’observer
les cellules en méiose et de dénombrer les chromosomes au stade métaphasique ou ces derniers
sont plus au moins condensés, ce qui facilite leur individualisation. Les cellules meres polliniques

sont reperées facilement a I’aide d’un objectif de grossissement (G = 10 ou G = 40). Les meilleures
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préparations sont conservées pendant quelques jours en les lutant avec un vernis a ongles
transparent. L’observation des chromosomes est faite sous un grossissement supérieur (G = 100)

en ajoutant une petite goutte d’huile a immersion.

Photographie : Les bonnes préparations sont photographiées a I’aide d’un microscope triloculaire
OPTIKA-B350 equipé d’un appareil a photos numérique adapté (Grossissement = 100).

11.2.3. Technique de préparation de lames pour la fertilité pollinique

Poser une goutte d’eau sur une lame de microscope et isoler les anthéres de la fleur juste
avant antheése a I’aide de deux aiguilles.
e Bien écraser les antheres pour maximiser la récupération des grains de pollen.
e Eliminer les débris des anthéres vides.
e Laisser sécher la gouttelette d’eau contenant les grains de pollen a I’air libre pendant
quelques minures.
e Ajouter une petite goutte de bleu de coton sur la préparation et la couvrir d’une lamelle.
e Laisser agir le colorant pendant quelques minutes.

e Passer a I’observation au microscope photonique.

11.2.4. Evaluation du taux de fertilité pollinique

Apreés passage a I’observation sous microscope photonique, au moins 500 grains de pollen
par fleur ont été comptés apres observation au microscope optique. Les grains de pollen qui sont
uniformément de couleur bleu foncé sont considérés comme viables et fertiles, tandis que ceux
qui sont de forme et de taille anormales et de couleur inégale sont considérés comme non viables
et stériles. Le taux de fertilité pollinique est le rapport de la somme des grains de pollen fertiles

sur la somme des grains de pollen fertiles et des grains de pollen stériles.

La formule : TF = F/ (F+S) x 100

TF : Taux de fertilité pollinique (en %), F : Nombre de grains de pollen fertiles (normaux), S :
Nombre de grain de pollen stériles (anormaux).
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11.2.5. Taille des grains de pollen

Nous avons recherché si la taille des grains de pollen différait entre les différentes
populations étudiées. C'est pourquoi nous avons mesuré la taille de 60 grains de pollen par
population par observation directe au microscope optique (grossissement x40). L’analyse
statistique. Les données sur la taille des grains de pollen ont été analysées par I’ANOVA suivi
du test HSD et I’ACP a I’aide du programme Statistica 8.0 (Stat Soft, 2007).

11.2.6. Test de cléistogamie

Nous avons choisi des boutons floraux au stade avant l'anthese et avons préparé les
échantillons en les observant sous une loupe binoculaire. Les antheres ont été écrasées pour libérer
le stigmate, puis les débris de la fleur et les anthéres ont été éliminés. Aprés cela, nous avons laissé
sécher la goutte d'eau et avons ajouté une petite goutte de bleu de coton et une autre de colorant
(orcéine lacto-propionique). Nous avons ensuite recouvert I'échantillon d'une lamelle pour

I'observation sous un microscope photonique.
11.2.7. Test de germination des grains de pollen

Le protocole que nous avons utilisé est celui de la goutte suspendue, inspiré de Chérifi
(2016). On place du pollen frais sur une lame, puis on ajoute 2 a 3 gouttes d'eau a 10% de sucre.
Ensuite, on retourne la lame et on la dépose sur un support pour obtenir la goutte suspendue.
L’observation se fait aprés 20 a 30 mn sous microscope photonique pour vérifier la germination

des grains de pollen.
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1. Résultats

111.1. Résultats
111.1.1. Dénombrements chromosomiques

Nous avons observé les chromosomes méiotiques des cellules meres polliniques de
I'espece H.radiata. Nous avons constaté que le nombre de chromosomes est constant a n=8
pour toutes les populations. Les resultas sont observes en métaphase | (Figure 11 A-B-C-G-I-

J-K-L). Nous avons aussi compté n=8 en métaphase Il (Figure 11 D-E-F-H).

Figure 11: Dénombrements chromosomiques chez H. radiata L. A-B-C: population Sidi Sahouane; D-E-F:
Population Gouraya; G-H-I: population Amtik; J-K-L: population Akbou. Métaphase | A-B-C-G-I-J-K-L;
Métaphase Il D-E-F-H (n = 8). La barre d’échelle correspond a 10 pm.

Le nombre chromosomique observé sur les cellule méiotiques de I'espece H. lucida
correspond a n=8 pour toutes les populations. Les résultats ont été observés en métaphase I,
(Figure 12 A-B-C-D-F-G-H-I-J-K) et en métaphase Il (Figure 12 E). Ce résultat a été confirmé

sur une métaphase mitotique ou nous avons compté 2n=16 chromosomes (Figure 12 L).
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Figure 12: Dénombrements chromosomiques chez H. lucida. A-B-C: Population Aokas; D-E-F: population Cap
Carbon; G-H-1I: population de Melbou; J-K: population Tighremt; L: Cellule mere pollinique en mitose a 2n =16
(population de Cap Carbon). Métaphase |: A-B-C-D-F-G-H-I-J-K (n=8); Métaphase E (n=8); Métaphase
mitotique: L (2n=16). Barre d’échelle de 10 pm.

Pour les plaques métaphasiques | de la méiose de H. scabra, nous avons compté un
nombre de chromosomes de n=8 (Figure 13 A-B-C).

ot nee o

Figure 13: Dénombrements chromosomiques chez H. scabra (population de Helouane). Chromosomes en

métaphase | pour toutes les 3 plaques (n=8). Barre d’échelle de 10 pum.

Nous avons eu I’opportunité d’observer une population présentant des feuilles minces
semblables a celles de H. radiata mais poussant dans un habitat semblable a celui de H. lucida,
celui des zones cotieres. Ce qui nous a permi de supposer que c’est une population intermédiaire
entre H. lucida et H. radiata.

Le nombre chtomosomique compté sur en métaphases méiotiques chez cette population
intermediare est de n=8 . Les chromosomes ont été comptés a la fois en métaphase | (Figure
14 A et B) et en métaphase Il (Figure 14 C).
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L’appariement des chromosomes homologues en métaphase | peut étre linéaire (e.g.

Figure 12 F) ou en anneau (e.g. Figure 12 G et J).

Figure 14: Dénombrements chromosomiques dans la population intermédiaire entre H. lucida et H. radiata
(Route de Boulimate). Métaphase | : A et B ; Métaphase Il : C (n=8). La barre d’échelle correspond & 10 um.

111.1.2. Les étapes de la méiose du genre Hyoseris L.
En plus des dénombrements chromosomiques, nous avons observé les différentes phases
de la méiose pour le matériel étudié. Les Figures 15-18 ci-dessous présentent les différentes

phases de la méiose pour chaque espéce du genre Hyoseris L.

Figure 15: Etapes de la méiose chez Hyoseris radiata. A: prophase | (population d’Akbou); B: métaphase |
(population Amtik); C: anaphase | (population d’Akbou); D: prophase Il (population d’Adekar); E: métaphase 11
(population d’Amtik); F: anaphase Il (population de Gouraya); G: télophase Il (population de Sidi Sahnoune); H:
tétrade (population de Gouraya). La barre d’échelle correspond & 10 pm.
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Figure 16: Etapes de la méiose chez H. lucida. A: prophase | (population de Melbou); B: métaphase | (population
de Tighremt); C: anaphase | (population de Cap Carbon); D: prophase Il (population Melbou); E: métaphase II
(population de Cap Carbon); F: anaphase Il (population d’Aokas); G: télophase Il (population d’Aokas); H: tétrade
(population d’Aokas). La barre d’échelle correspond a 10 um.

Figure 17: Les Etapes de la méiose chez H. scabra (population de Helouane). A: prophase I; B: métaphase I; C
: anaphase I; D prophase Il; E: télophase Il. La barre d’échelle correspond a 10 pum.
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Figure 18: Etapes de la méiose chez la population intermédiaire entre H. lucida et H. radiata Route de Boulimat.
A: prophase I; B: métaphase I; C: anaphase I; D: prophase Il; E: métaphase II; F: anaphase Il; G: télophase II;
H: tétrade. La barre d’échelle correspond & 10 um.

I11. 2. Types d’appariements observes en méiose | chez le genre Hyoseris L.

Pendant la division réductionnelle, les chromosomes homologues appariés deviennent
visibles lors de la métaphase I. Nous avons pu observer différents types d’appariements
chromosomiques : 8 bivalents, 6 bivalents et 1 tétravalent, 4 bivalents et 2 tétravalents , 2
bivalents et 3 tétravalents, 4 tétravalents, et cela pour toutes les populations étudiées (voir
Figures 19-22).

Figure 19: Cellules méres polliniques en métaphase | chez Hyoseris radiata. A: 8 bivalents (population Akbou);
B: 6 bivalents et 1 tétravalent (population Akbou); C: 4 bivalents et 2 tétravalents (population Gouraya) ; D: 2
bivalents et 3 tétravalents (population Amtik); E: 4 tétravalents (population de Sidi Sahnoune); F: 4 cellules en

métaphase | (population Amtik). La barre d’échelle correspond a 10 pm.
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Figure 20: Cellules méres polliniques en métaphase | chez Hyoseris lucida . A: 8 bivalents (population de Cap
Carbon) ; B: 6 bivalents et 1 tétravalent (population de Tighremt) ; C: 4 bivalents et 2 tétravalents (population
de Melbou); D: 2 bivalents et 3 tétravalents (population d’Aokas); E: 4 tétravalents (population Cap Carbon).
La barre d’échelle correspond a 10 pm.

."".f' . ety % \ > N 3 - ” .
Figure 21: Cellules meres polliniques en métaphase | chez Hyoseris scabra (population Helouane). A: 8

bivalents ; B : 6 bivalents et 1 tétravalent ; C : 4 bivalents et 2 tétravalents; D: 2 bivalents et 3 tétravalents ; E :
4 tétravalents. La barre d’échelle correspond a 10 pm.
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Figure 22 : Cellules méres polliniques en métaphase | chez la population. Intermédiaire entre H. lucida et H. radiata
de la Route de Boulimat. A: 8 bivalents ; B: 6 bivalents et 1 tétravalent; C: 4 bivalents et 2 tétravalents; D: 2
bivalents et 3 tétravalents; E: 4 Tétravalents. La barre d’échelle correspond 4 10 um.

Le tableau I1l présente le décompte des tétravalents en métaphase I. Nous constatons que
chez le genre H. radiata, le type d'appariement le plus courant est 2 bivalents et 3 tétravalents
représente 25.80 % pour toutes les populations étudiées. Pour le genre H. lucida, le type
d'appariement le plus courant est 6 bivalents et 1 tetravalent avec une fréquence de 24.27%.
Pour l'espéce H. scabra, nous avons pu étudié une seule population (Helouane) et le type
d'appariement le plus courant est 6 bivalents et 1 tetravalent avec une fréquence de 40%. En
revanche, pour la population intermédiaire entre H. lucida et H. radiata , malgré le petit nombre
de popluation étudiées, le nombre de cellules tétravalentes est élevé 546 cellules de loin plus
grand que ceux trouvés pour les autres populations (20-276 cellules tétravalentes) (tableau I11).
Pour cette population intermédiaire, Le type d'appariement le plus courant est 4 bivalents et 2

tétravalents avec une fréquence de 32.05%.
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Tableau 111 : Comptage des tétravalents en métaphase | chez le genre Hyoseris L. B : bivalent ; T : tétravalent.
. . Nombre
Espece Population | 8B | 6B+1T | 4B+2T | 2B+3T | 4T
de cellules
Gouraya / 4 5 3 5
Adekar / / / 3 4
Amtik 9 14 9 11 14
H. radiat Akbou 4 4 4 6 1
. radiata —
Sidi 7 16 20 25 | 18
Sahnoune
> 20 38 38 48 42 186
% 10,75 | 20,43 | 20,43 | 25,80 | 22,58 100
Aokas 9 16 26 23 34
Cap
Carbon 34 40 23 12 4
H. lucida Malbou 9 6 8 3 1
Tighramte 4 5 7 8 4
> 56 67 64 46 43 276
% 20,29 | 24,27 | 23,19 16,66 | 15,58 100
Helouane 4 8 3 3 2 20
H. scabra
% 20 40 15 15 10 100
Population Routede |79 | 130 | 175 | 90 | 72 546
intermédiaire Boulimate
entre H. lucida et H. radaita | 94 14,46 | 23,80 | 32,05 | 16,48 | 13,18 100
E ble des ¢ > 159 243 280 187 159 1028
nsemble des taxons o 1547 | 23,64 | 27,24 | 18,19 | 15,47 100
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Le Tableau IV présente le dénombrement des plaques métaphasiques Il pour le genre
Hyoseris afin de déterminer si la régulation méiotique a n-8 est maintenue méme en présence
de tétravalents au niveau des metaphases I. Nous avons compté un nombre chromosomique de
n=8 pour toutes les populations des especes étudiees (figure 23). Pour H. lucida, nous avons
compté 40 cellules métaphasiques avec n=8, pour H. radiata 89 cellules métaphasiques II, et
pour la population intermédiaire entre H. lucida et H. radaita , 70 cellules métaphasiques II.
Nous n‘avons pas pu compter de cellules métaphasiques Il pour H. scabra car nous n‘avons pas

étudié plusieurs populations.

Tableau 1V : Comptage des plaque métaphase Il avec 8 chromosomes chez le genre Hyoseris L.

Nombre de
X : cellules o
Espece Population metaphasique 11 z /o
an=8
Aokas 11 27,5
H .lucida Cap carbon 20 40 50
Malbou 9 225
Adkar 8 8,98
_ Akbou 32 35,95
H. radiata 89
Amtik 33 37,07
Gouraya 16 17,97
Population intermediare Route
) 70 70 100
entre H. lucida et H. radiata boulimate

Figure 23: Cellules méres polliniques en métaphase Il chez Hyoseris A: H. radiata (population Amtik) ;

B: H. radiata (population Gouraya); C-D: population intermédaire entre H. lucida et H. radiata (Rout de

Boulimat) La barre d’échelle correspond a 10 pm.
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111.3. Les anomalies de la méiose observées chez Hyoseris L.

Durant les observations de la division méiotique, nous avons observées la présence de
quelques anomalies a une faible fréquence : des chromosomes agglutinés (Figure 23 A), des
ponts chromosomiques (Figure 23 B-C-D), une cytomixie (Figure 23 E), un chromosome

retardataire (Figure 23 F).

- o

Figure 24: Les anomalies méiotiques observées chez le genre Hyoseris A: Chromosomes agglutinées chez H.
radiata (population de Gouraya); B-C-D: Ponts chromosomiques chez population intermédiaire entre H. lucida
et H. radiata de route de Boulimat; E: Cytomixie chez H. lucida (population de Cap Carbon) La barre d’échelle
correspond a 10 pm, F: chromosome retaradataraire H. scabra (population Heloune)

111.4. Analyse de la fertilité pollinique

Le taux de la fertilité¢ pollinique a été évalué sur des fleurs issues de 3 capitules
sélectionnées au hasard pour chaque population. Les grains uniformément colorés en bleu
sont considérés comme fertiles, et les grains non colorés sont considérés comme stériles
(Figure 25).

Figure 25 : Photographies des grains de pollen fertiles (Bleu foncé) et stériles (Bleu clair) du genre Hyoseris L.

Coloration au bleu de coton. A: fertile; B: stérile; C: Stérile (& gauche) et fertile (a droite).
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Les populations des quatre espéces étudiées ont des taux de fertilité pollinique élevés,
variant entre 80% et 100% (Tableau V). La population de Sidi Sahnoune a la fertilité pollinique
moyenne la plus faible (81,21+11,62), tandis que les valeurs les plus élevées se trouvent dans
la population intermédiaire entre H. lucida et H. radiata de Route de Boulimat (99,66+0,22),
suivie de celle Akbou (99,59+0,46), Les autres groupes ont des taux de fertilité intermédiaires,
comme indiqué dans le Tableau V.

Tableau V: Taux de fertilité pollinique chez les populations de Hyoseris L. étudiées.

Especes Population Taux de fertilité (%) Moyenne *
écart-type
Gouraya | 98,17 | 99,27 | 99,33 | 100 | 99,45 | 99,26 | 99,2+0,60
_ Sidi | 6466 | 78,64 | 89,94 | 76,83 | 80 | 97,11 | 81,21+11,62
H. radiata sahnoune

Akbou 98,78 | 100 | 100 | 99,39 99,81 | 99,60 | 99,59+0,46

Amtik 99,07 | 99,32 | 99,04 | 44,93 | 85,96 | 98,68 | 85,66+23,48

Aokas 100 | 97,75 | 98,6 | 99,56 | 100 | 99,59 | 99,25+0,57

Cap

Carbon 99,60 | 94,89 | 94,78 | 99,79 | 83,03 | 83,81 | 92,65+7,48
H. lucida I\F/I;Iat:(;: 99,18 | 97,40 | 99,32 | 99,02 | 98,38 | 98,94 | 98,70+0,72
Melbou 99,74 | 97,47 | 98,60 | 99,03 | 99,48 | 99,30 | 99,27+0,82

Fontaine ! ' : ' : ' T
Tighremt | 99,10 | 98,84 | 98,7 | 95,95 | 99,57 | 99,40 | 98,59+1,34
H. scabra Helouane | 98,75 | 98,52 | 99,37 | 97,93 | 98,87 | 99,31 | 98,79+0,53

Population
e Route de

Intermédiaire Boulimat 100 | 99,851 99,63 | 99,57 | 99,56 | 99,39 | 99,66+0,22

Entre H. lucida et H. radiata

I11.5. Taille des grains de pollen

Les résultats de la comparaison des tailles des grains de pollen sont présentés dans les
tableaux V1 a VII. Le Tableau VI compare les moyennes des tailles des grains de pollen par
population et le tableau VIl compare les moyennes par taxon.

D’apres les résultats obtenus, les tailles moyennes des grains de pollen présentent une

variabilité importante :
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En termes de taille des grains de pollen, la population Amtik (P=35,47£1,36 et
E=35,57+1,73) H. radiata présente la plus grande taille, suivie par Akbou (P=33,92+1,98 et
E=34,14+2,08),

Par rapport aux autres populations de la méme espece, la population de Sidi Sahnoune a
la plus petite taille (P=30,08+1,94 et E=35,44-26,80). La population de Gouraya présente une
taille intermédiaire (P=31,76+1,98 et E=32,24+2,06),

La taille des grains de pollen des populations de Melbou-Fontaine (p=34,15+2,25 et
E=34,23 +2,25) et celle de la population de Aokas-Falaise (P=33,90 +2,03 et E=34,18 +1,94)
sont statiquement identique et plus grande en comparant avec les populations de Tighremt
(P=33,07 £1,75et E=32,26 £1,88) et Cap Carbon (P=32,24 £2,523et E=32,81 +2,33) qui ont
des tailles intermédiaires,

La taille des grains de pollen des population de Helouane de H. scabra, la population de
Route de Boulimat, la population de Gouraya et celle du Cap Carbon ont des tailles

intermédiaires (Tableau VI).
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Tableau VI : Comparaison de ’axe polaire (P) et ’axe équatoriale (E) et leur rapport (P/E) chez les populations
de Hyoseris étudiées, Les valeurs sont exprimées comme Min-Max et Moyenne + écart-type, Les valeurs marquées

par différentes lettres sont significativement différentes (Test HSD, o= 0,05)

Espece Population P (um) E (um) P/E
Melbou 37,40-28,45 38,87-27,46 1,13-0,88
1 Fontaine 34,1542,25 34,232,225 | 0,99+0,06
E D AB
Aokas Falaise 38,52-29,21 39,71-29.20 | 1,13-0,88
S 2 33,90+2,03 34,18+1,94 0,99+0,06
§ E D AB
=~ 37,49-29,01 35,59-27,48 1,24-0,89
= 3 | Tighremt 33,07+1,75 | 32,26£1,88 | 1,03+0,07
CDE B B
38,52-25,28 38,89-28,14 1,19-0,75
4 Cap Carbon 32,24+2,52 32,81+2,33 0,98+0,09
BCD BC A
38,41-27,63 38,27-28.95 1,16- 0,84
5 Akbou 33,92+1,98 34,14+2,08 1,00+0,07
E D AB
Sidi 34,82 -24,75 35,44- 26,80 1,16- 0,77
§ 6 Sahnoune 30,08+1,94 30,80+1,94 0,98+0,08
S A A A
2 35,29-25,44 37,01-27,34 1,15-0,83
S 7 Gouraya 31,76+1,98 32,244+2.06 0,99+0,08
AB B AB
39,17-32,67 39,84-31,96 1,11-0,90
8 Amtik 35,47+1,36 35,57+1,73 1,00+0,05
F E AB
Population Route de 37,79-28,44 37,79-29,14 1,15-0,84
Intermédiaire 9 Boulimat 33,36+2,12 33,71+1,98 0,99+0,06
entre H. lucida et H. radaita DE CD AB
H. scabra 37,18-26,53 37,26-25,98 1,17-0,84
10 Helouane 31,70+2,65 31,59+2,82 1,01+0,09
AB AB AB

Les taille du grains de pollen de H. lucida (P = 33,33+£2,27um ; E = 33,37+£2,27 um) et
celui de la population intermédiare entre H. lucida et H. radiata (P = 33,36+2,12um;
E=33,71+1,98) sont des taille similaire et plus grands, suivis de H. radiata (P = 32,82+2,74 um
; E =33,19+2,66 um) avec des tailles intermédiaires, puis de H. scabra (P =31,70+2,65um ; E
=31,59+2,82um) avec des tailles plus petites (Tableau V1),
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Les rapports entre l'axe polaire (P) et I'axe équatorial (E) des grains de pollen sont

similaires pour toutes les populations et toutes les especes étudiées, avec une moyenne de 1,01

+ 0,06. Le test t pour échantillons appariés indugquent les moyennes de P (33,01+2,52) et
E (33,20+2,49) sont statistiguement égales (t =-1,94 ; ddf =580 ; p = 0,053), dénotant un pollen
de forme sphérique.

Tableau VII : Comparaison de I’axe polaire (P) et ’axe équatoriale (E) et leur rapport (P/E)

Espece P (um) E (um) E/P
38,52-25,28 39,71-27,46 1,24 -0,75
H. lucida 33,334+2,27 33,37+£2,27 1,00 £0,07
B B A
39,17-24,75 39,84-26,80 1,16-0,77
H. radiata 32.8242.74 33,1942,66 0,99+0,07
AB B A
Population 37,79-28,44 37,79-29,14 1,15-0,84
intermédiaire 33,36+2,12 33,71+1,98 0,99+0,06
entre H. lucida et H. radiata B B A
H. scabra 37,18-26,53 37,26-25,98 1,17-0,84
31,70+2,65 31,59+2,82 1,01£0,09
A A A

L’ACP sur les tailles des grains de pollen ne montre pas de différences en les taxons (Figure,

26),

Axe 2 (48.04%)
o
>

"o o

H. lucida
H. radiata
Pop. interm.
H. scabra

Axe 1 (51.

90%)

Figure 26: Nuage de points ACP comparant les grains de pollen des différents taxons chez Hyoseris, Axe 1 est
défini par les variables P (axe polaire) et E (axe équatoriale) avec respectivement R = 0,90 et R =0,86 ; Axe 2 est
défini par P/E (rapport de P sur E) avec R = 0,99, Les pourcentages entre parenthéses correspondent aux valeurs
propres des axes,
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1. Résultats

11.6. Autres résultats
111.6.1. Cléistogamie chez Hyoseris

Nous n’avons pas observé de pollen germé avant anthése chez le matériel observé. Il n’y
a donc pas de cléistogamie. La Figure 27 montre des stigmates couverts de pollen chez H. lucida

de population Melbou fountaine

Figure 27 : Photographies de stigmates couverts de pollen chez Hyoseris lucida (poptlation de Melbou fontaine)

111.6.2. Cellules du tapetum

D’aprés Schrauwen et al., (1996), les cellules du tapetum proviennent des mémes cellules
que les gamétophytes males, ensuite elles se différencient dans le but d’aider les grains de pollen
dans leur développement. La Figure 28 ci-dessous montre les différentes cellules du tapetum

gue nous avons pu observer durant I’analyse des méioses chez les trois especes.
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1. Résultats

Figure 28: Les différentes cellules du tapetum observées chez les espéces Hyoseris. A: Cellule en endomitose ; B
: Cellule a 2 noyaux géants; C: Cellules tétranuclées ; D : Cellule a 4 noyaux géants ; E: Cellule en endomitose.
La barre d’échelle correspond a 10 um.

111.6.3. Test de germination des grains de pollen

Nous n‘avons pas constaté de résultats concluants pour la germination des grains de pollen,
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IV. Discussion

IV. Discussion
IV.1. Dénombrement chromosomique

L’¢tude de la méiose, faite sur les boutons floraux chez H. radaita, H. lucida, H. scabra
et population intermédiaire entre H. lucida et H. radiata, a permis d’observer plusieurs plaques
métaphasiques avec des chromosomes bien séparés. Tous nos comptages sont de n = 8
correspondants a 2n = 2x = 16 avec X = 8 comme nombre de base. Notre étude des mitoses
faites sur les racines n’a abouti a aucun résultat tandis que nous avons observé une mitose a 2n
= 2x =16 chez H. lucida de la population Cap Carbon sur les jeunes boutons floraux. Le méme
a été rapporté pat Martinoli, (1953), Bartolo et al. (1978), Sahnoune (1985), Tzanoudakis et
Kypriotakis (1987), Brullo et Pavone (1988), ; Brullo et al. (1990), Klein et al. (1997).

IV.2. L’origine tétraploide du cytotype observé chez Hyoseris L

Tres fréquemment en métaphase | des chromosomes appariés par 4 (tétravalents) ont été
observés. Cette observation répétée de tétravalents suggére que les taxons étudiés sont d’origine
tétraploide, c’est-a-dire le cytotype de 2n = 2x = 16 (x = 8) est en fait un 2n = 4x = 16 (x = 4).
Malgré cette tétraploidie, la méiose est réguliere au cours de I'anaphase | et métaphase 1l
méiotique, la séparation des chromosomes étant simultanée et équilibré comme dans les formes
diploides, de sorte qu’en métaphase 11, le nombre de chromosomes compté est toujours de n =
8. Cette présence de tétravalents chez ce cytotype indique que son apparition par dédoublement
du cytotype ancestral a 2n = 2x = 8 (x = 4) est relativement récente. La ségrégation réguliere
des chromosomes en anaphase | pour aboutir a des métaphases Il a n = 8 indique que ce cytotype
est en voie de diploidisation. Une fois la diploidisation acheveée, les chromosomes perdent leur
homologie par 4 et acquiérent une homologie par deux et formeront que des bivalents en
métaphase I, pas de tétravalents.

Pour estimer le nombre maximum de de métaphases | a tétravalents, nous avons compté
les paquets de chromosomes en métaphase I. Ces données sont présentées dans le Tableau IlI
(voir partie Résultats). Nous avons pu observer 5 types appariements au niveau des plaques
métaphasiques | : 8 Bivalents, 6 Bivalents +1 Tétravalent, 4 Bivalents + 2Tétravalents, 2
Bivalents + 3 Tétravalents, 4 Tétravalents. Les associations ou les tétravalents sont présents
sont souvent plus élevées que celle avec seulement des bivalents, montrant ainsi que
I’appariement en tétravalents n’est pas un phénomene rare (Tableau I, résultats). Pour appuyer
la véracité de la tétraploidie du genre Hyoseris, nous avons recherché 1’existence du nombre n

= 4 parmi les genres de la tribu des Lactuceae (= Cichorieae) a laquelle appartient le genre
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Hyoseris en utilisant Chromosome Counts Database (http://ccdb.tau.ac.il/) (Rice et al., 2015).
Les résultats sont synthétisés dans le Tableau VIII. Il en ressort que dans 9 genres il subsiste
encore des espéces a n = 4 a c6té de celles a n = 8. Cette observation suffit a elle seule pour
affirmer que les 2n = 16 sont d’origine tétraploide. L’observation de tétravalents ne fait que

confirmer cette évidence.

Tableau VIII : Le nombre d’espéces dans la tribu des Lactuceae avec X = 4

Genre Nombre totale des espéces Nombre des espéces a X=4
Heteracia 1 1

Leontodon 120 51

Hypochaeris | 105 61

Youngia 24 1

Taraxacum | 792 3

Krigia 11 5

Askellia 3 1

Crepis 287 125

Catanache 8 1

Dans la tribu des Lactucées, le nombre de base est variable (x=3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 et plus).
Deux genres possedent des nombres de base variables : Crepis (x = 3, 4, 5, 6,7) et Hypochoeris
(x=3,4,5, 6) (Tomb, 1978). Turner et al. (1961 in Tomb, 1978) suggerent que le nombre de
base ancestral de la tribu des lactucées est x = 4 ou 5. Les autres nombres de base seraient
apparues le jeu d’aneuploidie et d’hybridations interspécifiques. Jauzein (2020) suggere aussi

que c’est possible que X=4, serait un nombre ancestral dans le genre Hypochaeris.

111.3. La fertilité pollinique

Les taux de fertilité pollinique calculés sont trés élevés pour toutes les populations des
quatre espéces abordées dans ce travail. Les taux de fertilité élevés concordent avec presque
I’absence d’anomalies méiotiques observées chez les populations étudiées. Ces taux élevés
montrent que les conditions climatiques et environnementales de ces especes sont adéquates et
que leurs caryotypes sont stables. Ils prouvent aussi que la formation de tétravalents n’affectent
pas la fertilité pollinique, prouvant ainsi que la ségrégation des chromosomes en anaphase | est

réguliére.
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IV. Discussion

I11.4. La taille du pollen

Le type de pollen du genre Hyoseris est de type lactuca (Osmane, 2006). Blackmore,
(1981) a noté que le pollen de Hyoseris L. ressemble a celui de plusieurs espéces telles que

Hypochoeris L., Launaea Cass. ou Sonchus L.

Les données du tableau V1 des résultats, il y a une légere variation de taille de pollen entre
les différentes populations d'Hyoseris. Par exemple, la population 6 (Sidi sahnoune) de
I’espéce H. radaita a des tailles de pollen plus petites tandis que la population 8 (Amtik) a plus

grande taille de pollen.

Pour I’espece H. lucida de la population Aokas-Falaise et Melbou-Fontaine ont des tailles
de pollen plus grandes, tandis que les autres populations ont une taille de pollen intermédiaire.
Les valeurs de E/P reflétent le rapport entre la longueur de I'axe majeur et celle de I'axe mineur
du pollen. Ce rapport avoisinant la valeur de 1 et 1’égalité statistique des deux axes montrent

que les grains de pollen sont sphériques.

Beaucoup d’auteurs ont montré que souvent la taille des grains est positivement corrélée
avec la quantité d’ADN dans les cellules. Cela semble vérifié pour le cas d’Hyoseris car H.
scabra montrant les plus petits grains de pollen montrent aussi une longueur totale des

chromosomes relativement plus petite en comparaison avec H. lucida et H. scabra.
I11.5. La Cléistogamie

Le test de germination effectué sur le pollen de Hyoseris a donné des résultats négatifs.
C’est probablement parce que le pollen est défectueux. L’absence de pollen germés sur les
stigmates appellent deux hypothéses; Soit que le pollen ne germe pas en quantité car les fleurs
sont uniovulées (un seul grain de pollen suffit pour le féconder), soit il y a existence d’auto

incompatibilité. Plus d’expériences et d’observations sont requises pour clarifier ce point.
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Conclusion

Notre travail porte sur une étude cytogénétique des especes du genre Hyoseris L. de la
famille des Astéracées. Elle a été réalisée au niveau du Laboratoire de Recherche en Ecologie
et Environnement de 1’Universit¢ Abderrahmane MIRA de Bejaia. Nous avons appliqué des
méthodes de la cytogénétique classique (analyse des mitoses, analyse des méioses, analyse des
fertilités polliniques et tailles des grains de pollen), aprés avoir récolté et mis en conservation
des boutons floraux. Nous avons trouvé les résultats suivants :

Les dénombrements chromosomiques chez Hyoseris en méioses ont permis de compter
un nombre chromosomique de 2n = 2x = 16 pour toutes les populations étudiées. Ce résultat a
¢été confirmé sur métaphase mitotique pour la population de Cap Carbon de H. lucida, ou nous
avons pu compter 2n = 16.

En plus du dénombrement chromosomique, 1’analyse des méioses nous a permis
d’observer les différents stades de la méiose, ou nous avons constaté sur des métaphases
méiotiques la présence fréquente du tétravalents indice d'autopolyploidie. Donc correspondant
probablement au tétraploide a 2n = 4x= 16 avec un nombre de base x=4. Cette interprétation
est confirmée par la présence simultanée de n = 4 et n = 8 dans la tribu des Lactuceae
notamment dans les genres Leontodon, Hypochaeris et Crepis. Malgré cette autopolyploidie,
la ségrégation des chromosomes est réguliére en méiose I.

Les principales anomalies méiotiques observées en faible fréquences sont : la cytomixie,
les chromosomes retardataires et les chromosomes agglutinés.

Les résultats indiquent que les taux de fertilité sont élevés pour la plupart des populations
de toutes les espéces étudices, avec des variations allant de 80% a 100%, en accord avec les
faibles fréquences des anomalies méiotiques et la ségrégation réguliere des chromosomes en
méiose 1. L’espece H. radiata a la fertilité pollinique moyenne la plus faible (81.21£11.62)
tandis que les valeurs les plus élevées ont été observées dans la population intermédiaire
(99.66+0,22).

La plus grande taille des grains de pollen a été mesurée pour H. lucida avec
(P=33,33+£2,27 um, E =33,37+£2,27 um) et la population intermédiaire entre H. lucida et H.
radiata (P =33,36£2,12 um; E =33,71+£1,98), suivis par H. radiata avec (P =32,82+2,74 um; E
=33,1942,66 pum), puis par H. scabra (P=31,70£2,65 um; E=31,59+2,82um) avec des tailles
plus petites. La taille des grains de pollen semble corrélée avec la taille du caryotype chez le

genre Hyoseris.
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Perspectives

Clarifier le statut a accorder a la population intermédiaire entre H. lucida et H.
radiata : s’agit-il d’un H. lucida acclimaté aux conditions de non exposition a
I’influence directe de la mer.

Rechercher la présence de tétravalents chez d’autres espéces d’autres genres de la
tribu des Lactucées.

Clarifier le statut taxonomique des especes de Hyoseris L. par I’étude cytogénétiques

de leurs hybrides expérimentaux.
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Résumés

Etude cytogénétique des espéces du genre
Hyoseris L. (Astéracées) de la région de Béjaia

Résumé : Ce travail traite de la cytogénétique des especes du genre Hyoseris L. d’Algérie, H. radaita, H. lucida,
H. scabra et une population intermédiaire entre les deux premiers. Le matériel végétal utilisé provient de
différentes localités de la région de Béjaia. Le but de 1’étude consiste essentiellement a déterminer les nombres
chromosomiques de ces espéces en analysant des méioses des boutons floraux. L’étude a inclus 1’analyse
méiotique, les anomalies méiotiques, la fertilité pollinique et taille de pollen. L’analyse des méioses a permis de
dénombrer 2n=2x=16 avec x= 8 pour toutes les populations étudiées. Sur des métaphases méiotiques nous avons
constaté la présence fréquente du tétravalents indice d'autotétraploidie confirmée par la présence simultanée de
n=4 et n=8 dans la tribu des Lactucées. Malgré cette autotétraploidie, la ségrégation des chromosomes est
parfaitement réguliere. Les principales anomalies observées sont plutdt en faibles, en accord avec les taux de
fertilité pollinique élevées (80-100%), elles-mémes en accord avec la ségrégation réguliere des chromosomes en
méiose |.. La taille du grains de pollen la plus grande a été mesurée pour H. lucida avec (P= 33,33 +£2,27um, E =
33,37 £2,27 pm) et H. intermédiaire (P = 33,36+2,12 pum ; E=33,71+1,98), suivis par H. radiata avec (P =
32,82+2,74 um; E = 33,19+2,66 um), puis par H. scabra (P=31,70+2,65um ; E= 31,59+2,82um) avec des tailles
plus petites. La taille des grains de pollen semble corrélée avec la taille du caryotype chez Hyoseris.

Mots clés : Hyoseris, chromosomes, méiose, autotétraploidie, fertilité pollinique, taille des grains de pollen

Cytogenetic study of the species of genus
Hyoseris L. (Asteraceae) in the region of Bejaia

Abstract: This work deals with the cytogenetics of species of the genus Hyoseris L. from Algeria, H. radaita, H.
lucida, H. scabra and an intermediate population between the first two. The plant material used comes from
different localities in the Bejaia region. The aim of the study is essentially to determine the chromosome numbers
of these species by analyzing meiosis of flower buds. The study included meiotic analysis, meiotic abnormalities,
pollen fertility and pollen size. The analysis of the meioses made it possible to count 2n=2x=16 with x= 8 for all
the populations studied. On meiotic metaphases we noted the frequent presence of the tetravalent autotetraploidy
index confirmed by the simultaneous presence of n=4 and n=8 in the Lactuceae tribe. Despite this autotetraploidy,
the segregation of chromosomes is perfectly regular. The main anomalies observed are rather at low frequencies,
in agreement with the high pollen fertility rates (80-100%), themselves in agreement with the regular segregation
of chromosomes in meiosis I. The size of the largest pollen grains was measured for H. lucida with (P= 33.33
+2.27um, E = 33.37 £2.27 um) and the intermediate population (P = 33.36+2.12 um; E=33, 71+1.98), followed
by H. radiata with (P = 32.82+2.74 um; E = 33.19+2.66 um), then by H. scabra (P= 31.70+2 .65um; E=
31.5942.82um) with smaller pollen grains. Pollen grain size appears to be correlated with karyotype size in
Hyoseris.

Key words: Hyoseris, chromosomes, meiosis, autotetraploidy, pollen fertility, pollen grain size.
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