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DMC1: Protein-dna-Cytosine Methyl-transferase.
SPO11: Meiosis-specific protein SPO11 (EC: 5.99.1.3).

ASKZ1: Apoptosis Signal-regulating Kinase 1.
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INTRODUCTION

Introduction

Le genre Oxalis L. appartient a la famille des Oxalidaceae. Il compte environ 800
especes distribuées en Amérique de Sud et en Afrique du Sud (Salter, 1944 ; Lourteig, 2000).
Oxalis cernua Thunb. représente 1’espéce la plus envahissante grace a sa reproduction
végétative par bulbilles. En Afrique du Nord, elle a été citée dans différentes synthéses sur
la flore adventice du Maroc occidental et central (Boulet et al., 1989; Bouhache et al.,1994;
Taleb et al., 1994 et Bensellame et al., 1997) et également, durant les années 30 en Tunisie
par Chabrolin (http://bibdigital.rjb.csic.es/Imagenes/P0063_10/P0063_10_0434.pdf).

Oxalis cernua Thunb. ou Oxalis pes-caprae L. est une plante herbacée vivace
originaire d’Afrique du Sud mais elle s'est dispersée dans toute la région méditerranéenne.
Elle est considérée comme plante invasive dans presque toutes les régions du monde. Cette
aptitude a se reproduire végeétativement a permis a I’espece d’accumuler des mutations dans
les genes codant la division méiotique. De ce fait, elle constitue un matériel de choix dans
les études cytogénétiques.

L’étude des paramétres caryologiques et de I’organisation des chromosomes, peut
fournir des indications évolutives. La technique classique de Feulgen permet de visualiser
I’ADN des cellules a différents stades de méiose ou de mitose. Oxalis cernua L dans son
habitat naturel (Afrique du Sud), présente deux niveaux de ploidie, des diploides a 2n = 2x=
14 et des tétraploides a 2n = 4x = 28 (te Beest et al.,2012).

Nous sommes intéressés a I'étude cytogénétique de I'espéce Oxalis cernua. Cette
étude vise a une meilleure connaissance du comportement meiotique des cellules meres de
pollen et de la fertilité pollinique de cette espece. Deux populations sont échantillonnées
dans le Campus Universitaire de Targa Ouzemmour et dans le village de Maéala dans la

région de Bejaia.

Dans ce mémoire nous présentons d’abord, une synthése bibliographique sur le genre
Oxalis L. en général et sur I’espéce Oxalis cernua en particulier. La deuxieme partie est
consacrée au matériel végetal et a la méthodologie utilisée. Dans la troisiéme partie nous

exposons les résultats obtenus et leur interprétation.


http://bibdigital.rjb.csic.es/Imagenes/P0063_10/P0063_10_0434.pdf
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ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUES

Analyse bibliographique
I. Le Genre Oxalis L.

Le nom ‘Oxalis’ vient de mot grec « 6Eaic », venant de « 6&0g » : aigre, acide et «

aAg » : sel ; allusion au sel acide contenu dans les feuilles.

Les espéces de ce genre se reconnaissent a leurs feuilles trifoliées (on parle
abusivement de "faux tréfles"). Les folioles présentent la forme d'un coeur dont la pointe est
constituee par le péetiole. En général, les folioles s'ouvrent le jour et se replient pendant la
nuit. Ce genre regroupe plusieurs especes de plantes vivaces, basses, le plus souvent
rampantes. Il inclut plus de 800 especes réparties dans le monde. Dans une monographie du
genre, Knuth (1930) distingue 37 sections dont cing contiennent les espéces sud-africaines.
Salter (1944) donne une classification révisée du mateériel sud-africain et décrit 208 especes
dans 11 sections. Les principaux centres de diversité sont en Amérique centrale, en
Amérique du Sud et en Afrique du Sud (Salter, 1944; Lourteig, 2000). Ces plantes vivaces
sont devenues envahissantes dans le monde entier grace a leur multiplication végeétative par

bulbilles ou par rhizomes.
I.1. Classification du genre Oxalis L.

La classification phylogénétique du genre Oxalis L. est donnée dans tableau |.
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Tab. I : Classification phylogénétique du genre Oxalis L.

Rang taxonomique Nomenclature

Régne Plantae
Sous-regne Viridaeplantae
Embranchement Tracheophyta

Sous-embranchement | Euphyllophytina

Super division Spermatophyta

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida=Dicotylédone Vraie
Sous-classe Rosidae

Ordre Oxalidales

Famille Oxalidaceae

Genre Oxalis

1.2. Description morphologique d’Oxalis cernua (1753)

Oxalis cernua Thunb. ou Oxalis pes-caprae L. est appelé communément « pied de
chévre » se rapportant a la forme des folioles. Cette plante 1égérement poilue se propage

essentiellement par voie végétative (bulbilles), les germinations étant rares.

La fleur d’Oxalis cernua Thunb. présente au moins deux morphes : lI'un avec un
gynécée surmontant les anthéres, connues sous le nom de fleurs «longues» ; ’autre
présentant le stigmate en dessous du niveau de l'anthére, connu sous le nom de fleurs
"courtes” (Barrett et Richards, 1990; Charlesworth et Charlesworth, 1979; Ganders, 1979;
Lourteig, 2000). L’inflorescence est une ombelle composée de 6 a 12 fleurs jaunes-citron de
plus de 2 cm de long. Elles sont pourpres avec des pédoncules dépassant les feuilles. Le
calice est petit a 5 sépales soudés a la base. Les pétales au nombre de cing sont
extérieurement verdatres et spiralés en bouton. Elles sont pentameres et a deux cycles
d’étamines (5 grandes, 5 petites). L’ovaire sphérique se transforme en capsule courte

rarement bien développée (Bayer et al., 2005).
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Les tiges non feuillées et non ramifiées naissent sur de longs rhizomes blanchatres
enterrés profondément sur lesquels croissent de petites bulbilles de la grosseur d'un pois. Les
feuilles en rosette a la base de la plante, sont longuement pétiolées et sont formées de trois

folioles en forme de cceur, avec de petits points brun foncé violacé (Fig. 2)

La reproduction se fait d’une part végétativement par des bulbilles riches en
métabolites secondaires leur conférant la capacité invasive. En Méditerranée, la colonisation
de cette espece a progressé de I'est vers I'ouest. En Afrique du Nord, elle a été signalée par
Ducellier en1914 et elle est citée dans le Catalogue des plantes du Maroc (Jahandiez et
Maire, 1932). Elle est également citée durant les années 30 en Tunisie. Elle a fini par

coloniser différentes régions du monde a climat de type méditerranéen.

Dans son habitat naturel (Afrique du Sud), I’Oxalis cernua présente deux niveaux de
ploidie : diploides (2n = 2x= 14) ou tétraploides (2n = 4x = 28) (te Beest et al. 2012). Les
especes pentaploides (2n= 5x= 35) sont rares et stériles et donc leur reproduction est

essentiellement asexuée (Boussaha et al., 2014).
Il. La cytogénétique

La cytogénétique a pour objet 1’étude de la structure et du fonctionnement regulier et
irrégulier des chromosomes lors des divisions cellulaires. Leur analyse est effectués au cours
des stades métaphasiques des cycles cellulaires ou les chromosomes sont bien individualisés
et peuvent étre observés au microscope. Cette discipline fait un lien entre la cytologique et
la génétique. Les premiers travaux cytogénetiques sur les végétaux ont débuté au cours de
la seconde moiti¢ du 19¢me siecle. Elle est a 1’origine de la compréhension de certains
mécanismes héréditaires du monde végétal dans sa diversité (taxonomie, phylogénie).
Actuellement, des techniques nouvelles exploitent 1’aspect moléculaire des chromosomes
tels que I’hybridation fluorescente in situ (FISH) et I’hybridation génomique in situ (GISH).
C’est une discipline sur laquelle s’appuie notamment I’amélioration des plantes (Jahier et

al., 1992). Elle participe a :

- la connaissance du matériel végétal en déterminant le nombre chromosomique et le

niveau de ploidie des taxons (alloploidie, autoploidie...).
- I’établissement des cartes génetiques (FISH).

- ’exploitation de la variabilité intraspécifique et interspécifique.

N4N
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I1.1. La méiose

La méiose du grec meidsis (peiwoig) ("faire plus petit", "amoindrissement",
"diminution™) est un processus de haute stabilité qui régule le nombre de chromosomes chez

les Eucaryotes. Le cours normal et harmonieux de la meiose assure la viabilité des gametes.

Chez les Angiospermes (plantes a fleurs), la méiose produit des cellules a 1’origine des grains
de pollen. Elle donne des cellules haploides (cellules contenant n chromosomes) a partir de

cellules diploides (cellules contenant 2n chromosomes). Ross KJ et al., 1996.

Elle se déroule en plusieurs étapes formant un ensemble de deux divisions cellulaires
successives : une premiéere division méiotique dite réductionnelle car elle permet de passer
de 2n chromosomes a n chromosomes et une deuxieme division dite équationnelle car elle

conserve le nombre de chromosomes (Fig. 1).

-Division réductionnelle

La division réductionnelle commence par une longue prophase pendant laquelle
s'effectue I'appariement des chromosomes homologues. Elle se déroule en plusieurs phases

Prophase |

Les chromosomes bichromatidiens s’individualisent par condensation de leur ADN
a partir de la chromatine du noyau. lls apparaissent doubles car formés chacun de deux
chromatides. Ils s’associent ensuite par paires de chromosomes homologues. Cet
appariement donne des bivalents. Cette phase est divisée en cing étapes qui correspondent a
cing états caractéristiques de la chromatine : leptoténe, zygoténe, pachyténe, diploténe et

diacinése.
Leptoténe (du grec lepto-, mince, et -téne, bandelette).

Ce stade se caractérise par un debut de la condensation de la chromatine et I’apparition de

structure filamenteuse.
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Zygoteéne (du grec zygo-, liaison entre deux éléments).

Il se caractérise par un début de l'appariement des chromosomes homologues

(synapsis) par le complexe synaptonémal (ou synapton).
Pachytene (du grec pachy-, épais).

Il y a appariement strict des chromosomes homologues et apparition des nodules de
recombinaison (intra-chromosomique) et de nodules tardifs qui permettent les
enjambements (échanges entre chromatides homologues ; lesquels échanges sont facilités
par la mise en place au préalable d'un chiasma). Cette phase a une importance considérable

dans le brassage chromosomique (crossing-over).
Diploténe (du grec diplo-, double).

Il'y a désynapsis (séparation des chromosomes homologues). Cependant, les
chromosomes restent attachés en plusieurs points au niveau desquels deux des quatre
chromatides semblent s'entrecroiser (recombinaison intra-chromosomique). A ce stade, le
complexe synaptonémal se dépolymérise, libérant les chromosomes sauf au niveau des

chiasmata (points de jonction ou crossing-over).
Diacinése (du grec dia-, a travers).

Il 'y a recondensation de la chromatine. Lors de cette phase, une séparation des
centrosomes s'effectue. Ainsi, deux centrosomes generent des fuseaux de fibres entre eux

et s'éloignent l'un de l'autre.
Meétaphase |

Les paires de chromosomes homologues (bivalents) se placent en vis-a-vis de part et
dautre du plan équatorial. Les chiasmata entre chromosomes homologues (et non les
centrosomes comme en métaphase I1) se placent de part et d'autre du plan équatorial. Leur
orientation se fait de facon aléatoire : on appelle ce phénomene la « ségrégation aléatoire ».
Durant cette phase, deux kinétochores vont s'attacher a chaque centrosome grace a la
formation d'un fuseau mitotique. Les deux kinétochores d'un méme centrosome sont dirigés

vers le méme pble d'une cellule, et ceux du chromosome homologue vers l'autre pole.
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Anaphase |

Durant cette phase, les microtubules du fuseau de division tirent les chromosomes
homologues vers les pdles opposés de la cellule. C'est également a I'anaphase que se déroule

la recombinaison inter-chromosomique.
Télophase |

On observe une disparition du fuseau mitotique créé en métaphase, puis une

séparation et individualisation en deux cellules par cytodiérése.
-Division équationnelle

Prophase |1

Cette phase est identique a la prophase | mais bréve car les chromosomes restent
compacts. Les centrosomes se separent et genérent des fuseaux de fibres entre eux en

s'éloignant I'un de l'autre.
Métaphase |1

Les chromosomes se placent sur la plaque métaphasique par leur centromere. Leur
condensation est maximale. Durant cette phase, les centrosomes migrent aux p6les opposés
de la cellule et les microtubules se fixent aux kinétochores, complexes protéiques

préalablement attachés aux centromeéres.
Anaphase Il

Les chromatides sceurs de chaque chromosome se séparent apres rupture de leur
centromere et migrent vers les pbles opposés de la cellule tirées par des fibres protéiques.
Durant cette phase, les microtubules du fuseau de division tirent les chromatides sceurs vers

les pbles opposés de la cellule.
Télophase Il

Quatre cellules haploides issues de la méiose possédant n chromosomes sont formés.
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Fig. 1 : Différents stades de la méiose chez les Angiospermes

1: prophase I, 2 : métaphase I, 3: anaphase I, 4 : télophase I, 5 : prophase 11, 6 : métaphase II,

7 : anaphase 11, 8 : télophase I1.
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Matériels et Méthodes

| -MATERIELS Végétales

Deux échantillons d’Oxalis cernua L. sont récoltés dans le Campus Universitaire de
Targa Ouzemmour (36°45°02.40 "N 5°02°11.457E, alt. 30 m) et dans le village de Maala
(36°36°08.58'N°41°35.69"E, alt. 220 m) dans la région de Béjaia. La morphologie des

échantillons est donnée dans la figure 2.

Fig. 2 : Morphologie de Oxalis cernua L. a : plante dans son milieu naturel ; b : feuille ; ¢ :

fleur ; d : racines et bulbilles.

Des boutons floraux de 2mm a 3mm de diametre sont utilisés pour 1’analyse de la

méiose et des fleurs de 2cm de diamétre sont utilisées dans 1’analyse de la fertilité pollinique
(Fig. 3).
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Fig. 3 : Différents stades de maturité des boutons floraux d’Oxalis cernua L.
a : Fleur utilisée dans I’étude du pollen

b : Bouton floral utilisé dans I’étude de la méiose.

1. Méthodes

Une analyse de la méiose pollinique de tres jeunes boutons floraux et une étude de la

viabilité pollinique de fleurs matures sont effectuées.

I1.1. Analyse de la méiose pollinique

Cette analyse passe par plusieurs étapes :

~10 ~
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-Fixation et conservation

Des jeunes boutons floraux de 2mm & 3mm de diamétre sont récoltés, fixés et conservés
dans du Carnoy. Le Carnoy est un fixateur anhydre a base d'éthanol (6V), de chloroforme (3V)
et d'acide acétique (1V). Il assure un arrét rapide des divisions cellulaires sans léser la structure

chromosomique (Jahier et al., 1992).
-Hydrolyse

Cette étape a pour but de libérer les groupements aldéhydes, de ramollir les cellules et
d’éclaircir le cytoplasme. Au moment de I’analyse, les boutons floraux sont transférés dans une
solution d’HCI (1N) et mis au bain marie a 60 °C pendant 1.5 & 2 min. Les échantillons sont

ensuite rinces cing fois a I’eau du robinet pour assurer 1’¢limination de 1’acide chloridrique.
-Coloration

Les échantillons ont subi une double coloration d’abord a la fushine basique ensuite a

I’orcéine acétique.

Dans un premier temps, les boutons floraux sont plongés dans des piluliers contenant
le réactif de Schiff (Fuschine basique) et gardés a 1’obscurité pendant deux heures. Sous loupe
binoculaire, les étamines colorées en rouge violacé par le Réactif de Schiff sont dégagées a

I’aide d’aiguilles fines et écrasées entre lame et lamelle dans une goutte d’orcéine acétique.
-Observation

Les cellules méres en division sont repérées au microscope photonique a 1’aide de
I’objectif 40. Pour une meilleure visualisation de 1’image, le grossissement (x100) est utilisé
apres avoir déposé une goutte d’huile a immersion. Les cellules meéres en division seront

photographiées a I’aide d’un appareil photo numérique a 16 mégapixels de marque canon
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11.2. Analyse de la fertilité pollinique

Cette analyse est réalisée sur des fleurs matures avant I’anthése. Le colorant utilisée est
le bleu de coton selon le protocole de Mertens et Hmnersmith (1998). Sur une lame porte objet,
les anthéres sont écrasées pour libérer les grains de pollen qui sont ensuite colorés dans une
goutte de bleu de coton. L’observation se fait, aprés trente minutes, au microscope optique au
grossissement 10. Environ, 1000 grains de pollen (fertiles/stériles) pour chaque fleur sont
comptés. Les grains de pollen bien colorés en bleu foncé sont viables et fertiles. En revanche,
ceux qui sont faiblement colorés ou complétement non colorés sont considérés comme non
viables et stériles. Les grains de pollen sont photographiés a ’aide d’un appareil photo

numérique a 16 mégapixels de marque canon.

Un taux de fertilité pollinique (TFP) est calculé selon le rapport suivant :

TFP= (NF/NT) X 100, NF étant le nombre de grains de pollen fertiles et NT étant le nombre
de grains total.
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RESULTATS ET DISCUTION

Résultats et Discussion

Des jeunes boutons floraux d’Oxalis cernua L. récoltés dans le campus Universitaire
de Targa Ouzemmour (Béjaia) et dans le village de Madla (Sidi Aich) sont analysés en
cytogénetique. Le déroulement de la division méiotique, les anomalies méiotiques et la fertilité

pollinigue sont analysés.
I. Déroulement de la méiose
I.1. Divisions réguliéres

Les différentes phases de la méiose pollinique chez les deux populations analysées sont
illustrées dans la figure 4.

Fig. 4 : Différentes phases de la division méiotique des cellules meres de pollen chez les deux
populations analysées d’Oxalis cernua.
a : Prophase I, b : Métaphase I, ¢ : Anaphase I, d : Télophase I, e : Prophase I, f : Métaphase
Il, g : Anaphase Il, h : Télophase Il, i : Tétrade. La barre d’échelle correspond a 10um.

~13 ~



RESULTATS ET DISCUTION

1.2. Divisions irrégulieres

Une étude statistique est réalisée sur les deux populations d’Oxalis cernua pour
déterminer les fréquences des cellules meres de pollen présentant un déroulement irrégulier de
la méiose. Des taux similaires et relativement importants sont calculés pour les deux
populations analysées. Ces taux sont de 31.24% et de 34.91% pour les populations de Targa
Ouzemmour et de Maala respectivement. Le taux de chaque anomalie est présenté dans le

tableau II.

Tab. Il : Taux d’anomalies calculés chez les deux populations d'Oxalis cernua L.

Targa Ouzemmour Maala

(Béjaia) (Sidi Aich)

Nombre |% Nombre | %
Total de cellules analysees 19526 100 3283 100
Univalents 91 0,47 12 0,37
bivalents non-orientés (bivalents
désorientés) o 032 : 0,00
chromosomes non-orientés 37 0,19 3 0,09
Stickiness (chromosomes agglutinés) 288 1,47 0 0,00
Divisions asynchrones 9 0,05 0 0,00
Ponts chromatiques 5 0,03 1 0,03
Chromosomes retardataires 8 0,04 1 0,03
Cytomixie 151 0,77 30 0,91
Micronoyaux 3238 16,58 490 14,93
Cellules multipolaires 1353 6,93 372 11,33
Cellules multipolaires avec micronoyaux | 856 4,38 235 7,16
Total des cellules irréguliéres 6099 31,24 1146 34,91

L’analyse de tableau II montre 1’existence d’un nombre relativement ¢levé
d’anomalies affectant la premicre et la deuxiéme division. Ces anomalies se manifestent par
la présence des :
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-Univalents

Un & quatre univalents sont observés (Fig. 5) avec un pourcentage de 0.47% pour la

population de Targa Ouzemmour et un pourcentage de 0.37% pour celle de Maéla.

Deux chromosomes non appariés forment deux univalents a la métaphase 1. Cette
anomalie serait due a une mutation au niveau du géne asy1, qui est responsable de la formation
du complexe synaptonémal. Ce complexe est une structure protéique particuliére qui apparait
au stade zygotene puis disparait au stade diploténe au cours de la prophase I. Son réle est
d’établir une connexion entre les chromosomes homologues sur toute leur longueur. Ce géne
est homologue de la protéine Hopl de la levure. Une autre mutation au niveau des genes spoll
et deml pourrait également intervenir pour empécher 1’appariement entre chromosomes
homologues. En effet, la protéine Spoll induit la formation des cassures double-brin
nécessaires a la mise en route de la recombinaison homologue méiotique tandis que la protéine
Dmcl est spécifiqguement impliquée dans 1’orientation de la recombinaison réparatrice vers le
chromosome homologue (et non la chromatide-sceur). Les mutations des génes SPOI11 et
DMC1 entrainent une stérilité partielle chez Arabidopsis, confirmant le rble de la
recombinaison homologue pour la formation des bivalents (Horlow et Doutriaux, 2003).
D’aprés Reis et al. (2015) et Kravets (2012), les univalents peuvent étre également une

conséquence des phénomenes de la cytomixie.

Fig. 5 : Aspect des cellules méres de pollen des deux populations d’Oxalis cernua L.
analysées montrant des univalents en métaphase I.

La barre d’échelle correspond a 10um.
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-Bivalents non-orientés ou bivalents désorientés

Un a trois bivalents désorientés est observés a la métaphase | (Fig. 6), dans les deux
populations d'Oxalis cernua avec un taux 0.32% pour la population de Targa Ouzemmour et

un taux de 0.06% pour la population de Maéla (Tab. II).

Un bivalent est l'association de deux chromosomes homologues repliqués ayant échangé un
brin d'’ADN dans au moins un site appelé chiasma. Chaque bivalent contient au minimum un
chiasma et rarement plus de trois. La raison de I’apparition de bivalents non orientés est le
résultat d’un échec d’enchainement des fibres achromatiques au kinétochore. Ce qui provoque
leur dispersion dans le cytoplasme tandis que les autres bivalents sont alignés sur la plaque
équatoriale en métaphase | (Godoy et al., 2012). Le kinétochore est un assemblage de protéines
au niveau des régions centromériques jouant un réle actif dans le mouvement des chromosomes

permettant leur placement sur la plague équatoriale (ou métaphasique)

Fig. 6 : Aspect des cellules méres de pollen des deux populations d’Oxalis cernua L.

analysées montrant des bivalents.

a :un bivalents, I, b : deux bivalents c : trois bivalents. La barre d’échelle correspond a

10pm.
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-Chromosomes non-orientés

Au cours de la méiose, ’orientation des chromosomes se fait de fagon aléatoire : on
appelle ce phénoméne «ségrégation aléatoire». Le kinétochore permet I'ancrage du
cytosquelette aux chromosomes au niveau du centromere et une mutation induit une

désorientation chromosomique de la plague équatoriale (ou métaphasique).

Un a quatre chromosomes non-orientés est observé avec des pourcentages de 0.19%

pour la population de Targa Ouzemmour et de 0.09% pour Maala (Tab. II, Fig. 7).

Fig.7 : Aspect des cellules méres de pollen des populations d’Oxalis cernua L. analysées
montrant les chromosomes non orientés.
a, ¢ : un chromosomes non orienté, b, d, e : deux chromosomes non orientés, f : trois

chromosomes non orientés. La barre d’échelle correspond a 10um.
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-Stickiness (chromosomes agglutinés)

Cette anomalie méiotique se présente sous une masse de chromatine condensée en
métaphase | (Fig. 8a) a un pourcentage de 1.47% dans la population Targa Ouzemmour. Dans
la population de Maéla (Tab. II), cette anomalie semble absente. Ce phénomene a été identifié
par Koernicke (1905) comme un effet de la fragmentation au niveau de la prophase I. 1l existe
également un géne collant (st) qui contréle et affecte la microsporogenése en provoquant des
changements dans l'organisation structurelle de chromosomes (Singh, 1993). Cette anomalie
chromosomique résulte des changements dans les protéines spécifiques non histoniques
(topoisomérase 1l et protéines périphériques) qui sont des composants intégrés du chromosome
et dont la fonction est nécessaire pour la séparation et la ségrégation des chromatides. Ces
changements sont causés soit par une mutation dans les génes structurels des protéines
(adhésivité héréditaire), soit par l'action directe des mutagenes sur les protéines (adhésivité

induite). Faute de ségrégation harmonieuse, cette anomalie induit la stérilité pollinique.

-Divisions asynchrones

Cette anomalie est observée en meiose Il. Elle se manifeste par un décalage dans le
temps des deux cellules de la diade : I’'une des cellules est en anaphase alors que 1’autre stagne
en métaphase (Fig. 8b). Elle est trés faiblement représentée dans la population de Targa
Ouzemmour avec un taux de 0.05% (Tab. 11). Cette irrégularité est observée par Risso-Pascotto
et al. (2003) chez Brachiaria ruziziensis. Ce phénoméne causé par une mutation qui effectue
le ‘checkpoint’ du fuseau achromatique empéche les chromosomes de 1’une des cellules sceurs
de rejoindre la plague métaphasique. Ainsi, des chromosomes restent dispersés dans le
cytoplasme tandis que la deuxieme cellule poursuit sa division et entre en anaphase Il puis en

télophase II, induisant la formation d’une triade.
-Ponts chromatiques

Ces ponts sont observés en anaphase | (Fig. 8c). Des taux de 0.03% dans la population
de Targa Ouzemmour et de 0.03 % dans celle de Madla (tab 111) sont enregistrés. Ces ponts
seraient le résultat d’une séparation incorrecte des chromosomes liés par les chiasmata en

métaphase | et & la fragmenta

tion chromosomique a I’anaphase, avec 1’absence
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de réparation des cassures double-brins. Cette absence de réparation est induite par la
protéine Spoll suite a une mutation (Horlow et Doutriaux, 2003). SPO11 a un réle
prédominant dans l'initiation de la recombinaison méiotique. L’épaisseur des ponts dépend du
nombre de chromosomes impliqués dans leur formation (Ruvalcaba-Ruiz et Rodriguez-Garay,
2002).

-Chromosomes retardataires

Des chromosomes retardataires sont observés en anaphase | (Fig. 8d e f) avec des
pourcentages de 0.4% dans la population de Targa Ouzemmour et de 0.3% pour Maala (Tab.
I1). Cette anomalie se caractérise par la séparation défectueuse des chromosomes homologues
lors de I’anaphase I chez le mutant askl. Cette mutation résulte d’une insertion dans le géne du
systéme d’ubiquitinylation qui est I’homologue de skpl chez la levure (Bellicci et al., 2003).
Ce qui induit la formation de micronoyaux en télophase | s’ils ne sont pas réinsérés dans le
noyau télophasique. Selon Mendes-Bonato et al. (2001), les chromosomes retardataires
peuvent étre causés par les facteurs environnementaux tels que les royaux X, les températures

élevées et les éléments du sol

Fig. 8: Aspect des cellules méres de pollen des deux populations d’Oxalis cernua L.
analysées montrant des anomalies méiotiques. a : Stickiness, b : Divisions asynchrones, ¢ : Ponts
chromatiques, d et e : un chromosome retardataire en télophases I, f : quatre chromosomes

retardataires en anaphase I. La barre d’échelle correspond a 10.
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-Cytomixie

Chez Oxalis cernua, un échange de matériel génétique est observé entre les cellules
meéres de pollen (Fig. 9) a des taux de 0.77% dans la population de Targa Ouzemmour et de
0.91%% dans celle de Maéla (Tab. 11). Ces échanges se réalisent soit entre cellules (Fig. 9 a,

b, ¢, d) soit entre noyaux (Fig. 9 e, f).

La cytomixie est un transfert d’ADN d’une cellule a une autre a travers des connections
cytoplasmiques. Elle induit des anomalies de nombre de chromosomes chez les cellules méres
de pollen, des microspores aberrantes (monades, diades, triades ...) et une stérilité¢ pollinique
(Bellicci et al., 2003). Des conditions environnementales et des facteurs génétiques peuvent

induire cette anomalie (Love, 1938 ; Bass et al., 2003).

Cette anomalie a été enregistrée la premiére fois par KOrnicke en 1901 dans les cellules
méres de grains de pollen de Crocus sativus. Selon Nirmala et Kaul (1994) in Bellucci et al.
(2003), la cytomixie observée chez Pisum Sativum pourrait étre causée par un gene mutant
induisant la stérilitt male et sa fréquence pourrait étre modifiée par des facteurs
environnementaux (rayonnements, température, blessure mécanique). Chez L. alba (espece
tétraploide), la cytomixie est observee principalement pendant la prophase | mais également
dans les autres stades de la méiose a un pourcentage de 81%. La cytomixie peut étre a I’origine
de la polyploidisation, un phénoméne crucial dans 1’évolution et la biodiversité chez les

végétaux (Mursalimov et al., 2013).
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Fig. 9 : Aspects des cellules méres de pollen des populations analysées d’Oxalis cernua L.
montrant des ponts cytomictiques.

a : pont chromatique entre deux cellules méres de pollen, b : deux ponts chromatiques entre
deux cellules méres de pollen, c : trois ponts chromatiques entre deux cellules meres de
pollen, d : cytomixie entre un groupe de cellules méres de pollen, e : cytomixie entre les

noyaux d’une tétrade, f : cytomixie entre deux noyaux d’une diade. La barre d’échelle

correspond a 10um

-Les micronoyaux

Les micronoyaux sont observés dans les deux populations d’Oxalis cernua L étudiees
avec des taux relativement élevés. Des taux de 16,58% dans la population de Targa

Ouzemmour et de 14,93% dans celle de Madla (Tab. I1, Fig. 9) sont enregistres.
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Fig. 10 : Aspect des cellules méres de pollen des populations d’Oxalis cernua L. analysées
montrant des micronoyaux.
aetbete; un micronoyau au stade télophase I, d : deux micronoyaux a la métaphase I c :
trois micronoyaux a la métaphase |, f : tétrade avec un micronoyau, g : tétrade avec deux
micronoyaux, h : tétrade avec 3 micronoyaux, i : tétrade avec 4 micronoyaux. La barre

d’¢échelle correspond a 10um.

Selon Sidorchuk et al. (2015), la cytomixie induit la formation de micronoyaux. lls
peuvent également se former suite a la condensation des chromosomes retardataires qui ne
peuvent rejoindre les deux podles. La ségrégation irréguliere des chromosomes durant la
division cellulaire est la cause principale de la formation des micronoyaux (Kaur et Singhal,
2014).
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-Les cellules multipolaires

Les cellules multipolaires s’observent au stade tétrade. Elles se présentent sous forme
de monades, de diades, de triades, de pentades, d’hexades ou de heptades (Fig. 11). La
population de Maéla se singularise avec un taux relativement élevé de 11.33% par rapport a la
population de Targa Ouzemmour (6,93%) (Tab. II). Cette anomalie serait également une
conséquence de la cytomixie selon Bellucci et al., (2003). Les divisions asynchrones
induiraient la formation des triades (Fig.10 c) (Risso-Pascotto et al., 2003). Souza et al. (2010)
considerent ces cellules multipolaires comme une conséquence des chromosomes retardataires

et des univalents observés en anaphase et en métaphase

5
l o
’
" 4

g

Fig. 11 : Aspects des différentes cellules multipolaires dans les populations analysées
d’Oxalis cernua L.
a : monade, b : diade, c : triade, d : pentade, e : hexade, f : heptade. La barre d’échelle

correspond & 10pum
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-Cellules multipolaires avec micronoyaux

Les photographies de tétrades avec des micronoyaux sont illustrées dans la figure 11.
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La Suit :

Fig. 12 : Aspects des différentes cellules méres de pollen des populations de Oxalis L.
analysées montrant des nombres variables microspores et de micronoyaux (LUN) au stade
tétrade : a : Monade a 1uN, b : Monade a 2 uN, ¢ : Diade a 1uN, d : Diade a 2uN, e : Diade a
3uN, f: Diade a 4uN, g : Triade a 1uN, h : Triade a 2uN, i : Triade a 3uN, j : Triade a 4uN,
k : Pentade a 1uN, | et m : Pentade a 2uN, n : Pentade a 3uN, o : Pentade a 4uN, p : Hexade
a 1uN, g, r : Hexade a 2uN, s : Heptade a 1N, t : Heptade a 2N, u : Octade a 1uN. La
barre d’échelle correspond a 10pm.
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Des tétrades avec des micronoyaux correspondant aux types décrits par Fehnandes
(1946) sont observeées a des pourcentages de 4,38% pour la population de Targa Ouzemmour
et de 7,16% pour celle de Maala (Tab. II). Cette anomalie serait due a la présence des
chromosomes retardataires en anaphase | et aux divisions asynchrones (Risso-Pascotto et al.,
2003).

Il. Fertilité pollinique

Des grains de pollen des deux populations analysées sont montrés dans la figure 12.

Des tailles, des formes et des colorations différentes sont mises en évidence.

Un taux de fertilité pollinique est estimé a partir de 15 fleurs avant ’anthése pour
chaque population. Les deux populations analysées présentent des taux similaires de 68,01% a
Béjaia et de 68,04% a Sidi Aich. Ces taux de fertilité sont en accord avec le taux d’anomalies
enregistrés dans les deux stations. La cytomixie est probablement le facteur important agissant
sur la fertilité pollinique (Nirmala et Kaul, 1994 in Bellucci et al, 2003). Le stress abiotiques
(choc thermique) et le stress biotique (attaques parasitaires) peuvent également influer sur ce
taux (Benmouhoub, 2007).
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Fig. 13 : Aspects des grains de pollen observés dans les populations d’Oxalis cernua L.

analysees.

a, b, f: grains de pollen viables subsphériques, ¢ : grains de pollen viables triporés, d : grains
de pollen non viables, e : grains de pollen avec différentes formes, tailles. La barre d’échelle

correspond & 10um.
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Conclusion

Dans le présent travail, une analyse du déroulement de la méiose sur des cellules
meres de pollen et une analyse de la viabilité du pollen sont effectuées sur des populations
d’Oxalis cernua (Oxalidaceae). Deux populations échantillonnées dans le campus
universitaire de Targa Ouzemmour (Béjaia) et dans le village de Maéla (Sidi Aich) sont
analysées.

Une méthode de cytogénétique classique au Feulgen et a ’orcéine est appliquée a
des trés jeunes boutons floraux pour I’analyse de la méiose. Une coloration au bleu de coton

est utilisée dans ’analyse de la viabilité du pollen.

En méiose, différents stades de division méiotique des cellules méres polliniques sont
observés, avec un nombre importent d’anomalies. Des micronoyaux au stade tétrade avec un
taux relativement important (14,93 a 16,58%), des cellules multipolaires (6,93 a 11,33)%,
des cellules multipolaires avec des micronoyaux (4,38 a 7,16%), des chromosomes
agglutinés (Stickiness) en prophase I (1,47%), de la cytomixie (0,77 a 0,91%), des univalents
a la métaphase 1 (0,47 a 0,37)%, des bivalents non orientés a la métaphase 1 (0,32 a 0,06%),
des chromosomes non-orientés (0,19 a 0,09)%, des divisions asynchrones (0,05%) et des
chromosomes retardataires en anaphase | (0,03 a 0,04)% sont observés. Des ponts
chromatiques en anaphase | sont également observés mais a un taux tres faible 1 (0,03%).
L’analyse de la fertilité¢ pollinique réalisée sur des fleurs avant I’anthése montre un taux
moyen de fertilité de 68% pour les deux populations analysées. Ce taux peut s’expliquer par

la présence d’anomalies en méiose.
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ANNEXES

Annexes

Le fixateur carnoy suivante le protocole de (Jahier et al., 1992) composé de :

% 6 volumes d’éthanol (600 ml),
+¢ 3 volumes de chloroforme (300ml),

% lvolumes d’acide acétique glacial (100 ml).

Préparation d’Orciene 1% :

% 2,2g d’orciene,
¢ 45 ml d’acide acétique glacial,
% 55 ml d’cau distillée porté a ébullition,

+¢+ Continuer a bouiller jusqu'a la dissolution totale, laisser refroidir et filtrer.

Préparation de réactif de Schiff :

% Dissoudre 1 g de fuchsine basique dans 100 ml d’eau bouillante,

¢ Laisser refroidir a 50°C puis filtrer,

+» Rincer le filtre avec 30 ml d’HCI N,

%+ Mettre au fond du flacon en verre fumé dans lequel on place le réactif, 3 g de
méta sulfite de potassium ou le natrium bisulfite,

 Mettre au réfrigérateur. Apreés 2 heures la solution est préte a I’emploi.

Le bleu de coton au lactophenol (protocole de : Mertens et Hamnersmith 1998) :

¢+ 8 volumes de glycérine,

¢ 4 volumes d’acide lactique 85%,

% 4 volumes d’un mélange de cristaux de phénol (1g de phénol+4ml d’eau
distillée),

+» 2volume d’eau distillée,

1 volume de bleu d’aniline a 1% (005 ml +100mld’eau distillée)



Abstract

Cytogenetic study was carried out to detect meiotic abnormalities in two natural
populations of Oxalis cernua sampled in Béjaia. Flower buds analysis shows an irregular

meiotic course. Several abnormalities are noted in relatively high rates.

Tetrade with micronuclei at relatively high rate (14.93 to 16.58%), multipolar cells
(6.93 to 11.33%), multipolar cells with micronuclei (4.38 to 7.16%), sticky chromosomes at
prophase I (1.47%), cytomixis (0.77 to 0.91%), univalents (0.47 to 0.37%) unoriented bivalents
(0.32 to 0.06%), unoriented chromosomes (0.19 to 0.09%), asynchronous divisions (0.05%),
laggards (0.03 to 0.04%) are observed. Chromatic bridges at anaphase | are also observed but
at a very low rate 1 (0.03%). The analysis of pollen fertility carried out on flowers before
anthesis showed an average fertility rate of 68% for the two analyzed populations. This rate

can be explained by the presence of the meiotic abnormalities.

Keywords: Oxalis cernua L., meiotic abnormalities, pollen fertility, Cytomixi, Bejaia.
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Résumé

En vue de détecter les anomalies méiotiques chez deux populations naturelles
d’Oxalis cernua échantillonnées dans la région de Béjaia, une étude cytogénétique est

entreprise.

L’analyse de trés jeunes boutons floraux montre un déroulement irrégulier de la

méiose. Plusieurs anomalies sont notées a des taux plus ou moins importants.

Des micronoyaux au stade tétrade avec un taux relativement important (14,93 a
16,58%), des cellules multipolaires (6,93 a 11,33)%, des cellules multipolaires avec des
micronoyaux (4,38 a 7,16%), des chromosomes agglutinés (Stickiness) en prophase |
(1,47%), de la cytomixie (0,77 a 0,91%), des univalents a la metaphase | (0,47 & 0,37)%, des
bivalents non orientés a la métaphase 1 (0,32 a 0,06%), des chromosomes non-orientés (0,19
a 0,09)%, des divisions asynchrones (0,05%) et des chromosomes retardataires en anaphase
I (0,03 a 0,04)% sont observes. Des ponts chromatiques en anaphase | sont également
observés mais a un taux tres faible 1 (0,03%). L’analyse de la fertilité pollinique réalisée sur
des fleurs avant I’anthése montre un taux moyen de fertilitt de 68% pour les deux

populations analysées. Ce taux peut s’expliquer par la présence d’anomalies en meiose.

Mots-clés : Oxalis cernua L., anomalies méiotiques, fertilité pollinique, cytomixie, Béjaia.



