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Introduction générale

L.Introduction générale

La cytogénétique est 1’'une de nombreuses disciplines sur lesquelles s’appuie
I’amélioration des plantes. Elle participe a la connaissance du matériel végétal utilisé (Nombre
de chromosomes, polyploidie) et I’exploitation de la variabilité intra-spécifique(Jahier et al.,
1992). Les études caryologiques jouent un r6le prépondérant dans les recherches bio-
systématiques en vue de la compréhension des relations phylogénétiques (Stebbins, 1971;
Grant, 1986), mais leur développement est lié a I’évolution des techniques de marquages des
chromosomes.

Le monde des végétaux est plein de ressources et de vertus d'ou I'nhomme puise non
seulement sa nourriture mais aussi des substances actives qui procurent souvent un bienfait a
son organisme (plantes médicinales, aromatique...). Les plantes médicinales sont utilisées
depuis longtemps comme remede contre plusieurs maladies, connaissent aujourd’hui un
regain d’intérét partout dans le monde (Combrinck, 2007).

Le Nord de I'Algérie posséde une flore extrémement riche et variée, caractérisée par
son originalité sur le plan systématique et sa large utilisation dans la médecine populaire. Ces
caractéristiques rendent 1'étude de la flore d’un grand intérét scientifique dans le domaine
phytochimique et phylogénétique. Parmi les familles des plantes médicinales qui constituent
le couvert végétal, se trouve la famille des fabacées (Boudjouref, 2011).

La famille des Fabacées est 1'une des familles les plus abondantes et les plus
diversifiées des plantes supérieures. Elle compte quelques 1700 espéces réparties en quelques
700 genres, parmi ces especes on trouve des plantes alimentaires, fourragéres, ornementales et
médicinales (Tootill, 1984;Allaby, 1992). L’importance accordée aux Fabaceae teint aux
nombreux avantages que ces espéces peuvent présenter, et qui justifient leur utilisation a
grande échelle, dans les régions tempérées et tropicales du monde (Langer & Hill,
1982;Adouane, 2009).

Sophora japonica L. est I’arbre des pagodes de la famille des fabacées, originaire de
1’Asie orientale, cet arbre est un légumineux a feuilles caduques essentiellement présent en
Chine et qui a été introduit au Japon (Méne, 1885).

La féve Vicia faba L. est considérée comme la légumineuse la plus cultivée en Algérie,
avec une superficie estimée a environ 45 000 ha au cours des années 1990 (Maatougui,
1996). En 2009/2010, la superficie a augmenté de 74 220 ha a 87 296 ha en 2010/2011 (ONS,
2014).
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A cet effet, notre étude porte sur la réalisation d’une étude caryologique des graines de

Sophora japonica L et de la Vicia faba L. Ainsi, le présent travail s’articule autour de trois

chapitres:

Le premier chapitre constitue une revue de la littérature bibliographique sur la
famille des Fabacées, le genre Sophora japonica L. et Vicia faba L.

Le deuxieme chapitre présente le matériel et les différentes méthodes utilisées.
Le troisieme chapitre, aborde les résultats et leurs discussions

Enfin la conclusion qui reprend les principaux résultats pour faire le

point des acquis réalisés.
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I. La famille des Fabaceae

Le vaste domaine des Fabaceae, connu également sous le nom de Iégumineuses,
obtient sa cohésion grace a ses fruits distinctivement en forme de gousses ou de lIégumes. Ce
groupe appartenant aux Angiospermes constitue 1’un des plus vastes, derriere seulement les
Orchidaceae (environ 23 000 espéces) et les Asteraceae (environ 22 000 espéces) (Yahara et
al., 2013). Comptant plus de 770 genres et prés de 19 500 especes (Azani et al., 2017), ces
plantes peuvent étre retrouvées autant dans les milieux tempérés que tropicaux
(Wojciechowski et al., 2004).

Leur classification inclut trois sous-familles principales :

- Mimosoideae (environ 56 genres et 3 000 especes) possede des fleurs
régulieres (actinomorphes) groupées en tétes globuleuses.

- Caesalpinioideae (approximativement 150 genres et 2 500 especes)
présente des fleurs pseudo-papillacées (zygomorphes).

- Faboideae ou Papilionoideae (environ 429 genres et 12 000 especes)

compte des fleurs typiquement en « papillon » (zygomorphes).

Les Fabaceae abritent plusieurs types de végéetaux, dont ceux de nature herbacée dominante
dans les zones tempérées et ceux d’aspect arboré dans les régions chaudes. L’affinité de cette
famille pour les habitats arides ou semi-arides peut étre attribuée a leur métabolisme azoté, qui
est percu comme une adaptation aux fluctuations climats et imprévues de 1’habitat. Grace a la
symbiose entre légumineuses et rhizobium, ils peuvent acquérir des quantités importantes
d’azote ammoniac dans leurs racines en fonction de leurs besoins métaboliques

(Wojciechowski et al., 2004).

I.1. Historique de la famille des Fabaceae

En accord avec Konate (2010), la famille des Fabaceae, initialement vaste, remonte a
environ 70 millions d’années passées. Son origine se situe chez les Rosacées a gousses,
décrites comme « légumes » par les premiers botanistes, ce qui explique leur appellation
actuelle (Boumaza). La Fabaceae peut étre considérée non seulement comme une famille
mais aussi comme une « super-famille » de plantes dicotylédones, supérovitelles, dialypétales,
herbacées ou arboricoles annuelles, bisannuelles ou pérennes. Leur fruit typique est une

gousse ou un légume (Marouf et Reynaud, 2007).
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La féverole (Vicia faba L.) parfois appelée feve, haricot d'Inde ou féve des champs est une
légumineuse importante pour l'alimentation humaine et animale en raison de la valeur
nutritionnelle élevée de ses graines, qui sont riches en protéines et en amidon. Les graines
sont consommées seches, fraiches, congelées ou en conserve. En 2005, la production
mondiale de féveroles s‘élevait a 4,9 millions de tonnes (2,8 millions d'hectares) (Faostat,
2005).

Cubero (1973) a postulé que le Proche-Orient était son centre d'origine et que quatre routes
différentes partaient de ce centre : (1) vers I'Europe ; (2) le long de la céte nord-africaine vers
I'Espagne ; (3) le long du Nil vers I'Ethiopie ; (4) de la Mésopotamie vers I'Inde. Des centres
secondaires de diversité sont supposés se trouver en Afghanistan et en Ethiopie. Cependant,
Ladizinsky (1975) rapporte que son origine se situe en Asie centrale. Selon Muratova (1931)
et Maxted (1995), le centre d'origine du genre Vicia se situe dans le sud-est de I'Europe et
dans le sud-ouest de I'Asie.

Gréace a ses graines riches en protéines et en énergie et a sa capacité a pousser dans différentes
zones climatiques, la production de féveroles (Vicia faba L.) a une longue histoire
d'utilisations nombreuses et précieuses dans l'alimentation animale et humaine. Néanmoins,
les graines de féverole contiennent différents constituants susceptibles d'exercer des effets
antinutritionnels. En ce qui concerne la nutrition animale, les tanins, la vicine (V) et la
convicine (C) sont des constituants des graines de féverole dont plusieurs études ont démontré
qu'ils avaient un effet antinutritionnel dans l'alimentation des animaux monogastriques
(Olaboro et al., 1981; Grosjean et al., 2000).

1.2. Les relations phylogénétiques des Fabacées

La famille est apparue il y a environ 59.0 Ma au début de I’ére tertiaire et a connu une
diversification rapide apres son apparition (Lavin et al.,, 2005). Plusieurs analyses
moléculaires ont montré que les Faboideaeet les Mimosoideae étaient monophylétiques alors
que les Caesalpinoideae seraient paraphylétiques (Kéass et Wink, 1996 ; Doyle et al., 1997 ;
Doyle et al., 2000). Au sein des légumineuses basales, le groupe frere du reste de la famille
est incertain : le genre Duparquetia ainsi que la tribu des Cercideae font partie des candidats
potentiels (Bruneau et al., 2001; Wojciechowski, 2003; Bruneau et al., 2008). (figure 01)
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Faboideae

Mimosoideae

—g‘ition des Caesalpinioideae

Poeppigia, Petalostylys, Dialium

Légumineuses basales

Outgroup

Figure 1. Arbre phylogénétique synthétisant les relations au sein des Fabaceae
(Wojciechowski et al., 2004).

1. Généralités sur la feve

Au Maghreb, la feve et la féverole sont les légumineuses a graines, les plus cultivées pour
I’alimentation humaine suivies du pois chiche (Cicer arietinum T), le Pois (Pisumsativum C.),
la lentille (Lens culinarisL.), le haricot (Phaseolusvulgaris L.) (Kharrat et al., 2002). En
Algérie, la feve présente une importance particuliere parmi les Iégumineuses alimentaires, soit
44,3 % de la superficie totale réservée a cette catégorie de culture (Boussad et Doumandji,
2004), cette proportion a enregistré de fortes régressions ces dernieres années. Elles
représentent, en milieu rural et au niveau des ménages a revenus limités, une grande part de la
ration alimentaire (Amamra, 2002).En raison de sa situation géographique et de son contexte
climatique, la région de Boumerdes offre une grande diversité écologique et floristique. Par

conséquent, une tradition phytothérapeutique est particulierement présente dans cette région.

I1.1. Présentation de I’espéce d’étude Vicia faba L.

La féve (Vicia faba L.) appartient a la famille des Fabaceées et présente une morphologie assez
similaire au pois, étant une espece diploide avec 12 chromosomes (2n = 2x = 12). Cette plante
annuelle a tige haute posséde des feuilles épaisses composées de folioles d’un ton vert-
grisatre. Son systéme racinaire est bien développé et s’enfonce profondément dans le sol
(Chaux et Foury, 1994).Les fleurs de la féve sont habituellement blanches avec des ailes
noires, regroupées par deux a cing en petites grappes pédonculées (Guinoolhet et De
Vilmorin, 1984).
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Selon Hanafy et al., (2005), la féeve (Vicia faba L.) est la Iégumineuse principalement cultivée
pour ses grains secs, utilisés dans 1’alimentation humaine et animale dans de nombreux pays

développés et en développement, notamment en Asie occidentale et en Afrique du Nord

(Maatougui, 1996). Au sein de 1’espéce V. faba, on distingue trois sous-espéces. La féverole,
représentée par V. faba minor et V. fabaequina, se caractérise par des grains de petite taille,
tandis que la feve potagere, correspondant a V. faba major, est caractérisée par des grains de
plus gros calibre (Leguen& Duc, 1992 ; bengougua, 2018).

Cette 1égumineuse est une source importante de protéines végétales pour 1’alimentation
humaine et animale, tout en étant utilisée comme culture intercalaire en raison de sa capacité a
restituer des quantités significatives d’azote dans le sol. Sa domestication ancienne remontant
a l’age néolithique a favorisé sa diversité génétique, bien que cette variabilité soit
principalement intra-spécifique étant donné son isolement génétique au sein du genre Vicia.
(Zeid et al., 2009).

Sur le plan cytogénétique, contrairement a la plupart des autres especes du genre qui
possédent 7 petits chromosomes, Vicia faba L. se distingue par ses 6 gros chromosomes
multibrins contenant une quantité importante d’ADN super-enroulé. Cette particularité a
motivé des études approfondies sur les chromosomes de la feve, qui sont désormais

cartographiés dans le génome de I’espéce (Guen et Duc, 1996).
11.2. Position systématique de la feve

11.2.1. Classification classique

Les légumineuses alimentaires constituent une grande famille, avec quelques 690 genres et
environ 18 000 espéces, dont fait partie la féve qui est une plante herbacée annuelle,
appartenant a celle des Fabacées (Péron, 2006). Selon Kolven (1976), la feve est classée

comme suit :

O Embranchement : Spermaphytes

O Sous- embranchement : Angiospermes
O Classe :Dicotylédones

O Sous-classe :Dialypétales

O Série: Calciflores
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O Ordre : Rosales

O Famille : Fabacées

O Sous famille :Papilionacées
O Tribu : Viciées

O Genre: Vicia

O Espéce :Viciafaba L.

11.2.2. Classification phylogénétique

Selon Chase et Reveral (2009), la feve est classée comme suit :

O Reégne : Plante

O Clade : Angiospermes

O Clade :Dicotylédones

O Clade :Fabidées

O Ordre :Fabales

O Famille :Fabaceae

O Sous famille :Papilionioideae
O Tribu: Fabeae

O Genre: Vicia

O Espéce : Vicia faba L.

11.2.3. La classification génétique de vicia faba

La féve (Vicia faba L), une espéce dont 1’ancétre sauvage est inconnue depuis 50 ans (Zohary
et al., 2012).Elle est classée en différentes sous-espéces ou variétés, appelées « feves » et «
féveroles », avec des caryotypes qui regroupent chacun 6 ou 7 paires chromosomiques, ce qui
en fait une espece diploide avec un nombre de base différent (x =6etx =7) (2n =12 ou 2n =
14). La variation peut étre due a une dysploidie, qui est un changement du nombre
chromosomique de base causé par une translocation intra- et inter-chromosomique, une

délétion, etc. Cependant, aucune information sur le niveau de ploidie de 1’espece Vicia faba L




Sznthése bibliograehigue

n’est signalée par les auteurs, et des techniques plus approfondies sont nécessaires pour

confirmer cette hypothése (Bentama et Boursas, 2016).

11.3.Description botanique

Vicia faba est une plante herbacée annuelle présentant une tige simple, dressée, creuse et de
section quadrangulaire, sans ramification se dressant a plus d’un métre de haut (Péron, 2006).
Les feuilles, alternes de couleur vert glauque ou grisatre, composées-pennées, sont constituées
par 2 a 4 paires de folioles amples et ovales (Chaux et Foury, 1994). Selon Maoui et al.,
(1990), la féve possede des inflorescences en grappe de 4 a 5 fleurs en moyenne, situées a
I’aisselle des feuilles. Les fleurs sont de couleur blanche ou faiblement violacée. Les fruits
sont des gousses pendantes noircissant a la maturité (Laumonier, 1979). Les graines sont
charnue, vertes et tendres a 1’état immature, a compléte maturité, elle développe un tégument
épais et coriace de couleur brun-rouge, a blanc verdatre et prend une forme aplatie a couleur
presque circulaire. Cette espeéce est diploide (2n=12 chromosomes) et partiellement allogame

selon (Gnanasambandam et al., 2012). (figure 02)

Vicia Faba »
e 2 Feuilles Plantule
Tige ou
embryon

Cotylédon

Enveloppe

Vicia faba est une espéce de plante
herbacée de la famille des Fabaceae.
Cette légumineuse regroupe les
différentes sous- espéces ou variétés
de féves et de féveroles. Les fruits sont
des gousses contenant des graines,
cultivées et consommeées par les
humains depuis plusieurs millénaires,
comme légumes, ou en farines.

a) b)
Figure 02. La description de vicia faba (féve)(Chaux et Foury, 1994).

11.4. Origine et distribution géographique de vicia faba

La feve (Vicia faba) est une plante potagére de la famille des Papilionacées, cultivée depuis
I'antiquité (Zaidi et Mahiout, 2012). Elle est trés appréciée par les agriculteurs en raison de

9
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sa haute teneur en protéines, utilisée a la fois pour lI'alimentation humaine et animale, et pour
son role dans I'économie de la fertilisation azotée (Dridi et al., 2011). La feve, le pois et la
lentille sont parmi les plus anciennes espéces légumiéres introduites en agriculture, remontant
a environ 10 000 ans. Originaire du Moyen-Orient, la féve s'est propagée vers I'Europe, le
long du Nil jusqu'en Ethiopie, et de la Mésopotamie vers I'Inde. L'Afghanistan et I'Ethiopie
sont devenus par la suite des centres secondaires de dispersion (Cubero, 1974). La culture de
la feve a été introduite en Amérique par les Espagnols au XVle siécle, et vers la fin du XXe

siecle, elle a atteint I'Australie. (figure 03)

Figure 03. Aire de répartition géographique de Vicia faba (origine en rouge, surface agricole
en vert) (Cubero, 2011).

II1. Présentation de I’espéce d’étude Sophora japonica L.
111.1. Généralités

La Sophora japonica appartient a la famille des fabacées contenant environ 52 especes, dix-
neuf variétes, et sept formes largement distribuées en Asie, en Océanie, et en iles du pacifique.
Allant des herbacées aux arbres (Sophora japonica L.), ses deux sous-genres sont sophora
(fruits déhiscents charnu et mésocarpe incomplet) et styphnolobium (fruit indéhiscents charnu

et mésocarpe complet)(Panthati et al., 2011).
111.2. Historique
La plante sophora du japon, aussi connu sous le nom scientifique de Styphnolobium japonicum

est un arbre originaire de la Chine, il est cultivé depuis longtemps au Japon, Corée en Asie

mineure, en Caucasie, en Amérique du nord, en Afrique du nord et en Europe (Loucif, 1998).
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I11.3.Position systématique de S. japonica

111.3.1. Classification classique

La classification botanique de S. japonica selon Linné, (1830) est la suivante :

O Régne: plantae

O Classe : Magnoliopsida

O Ordre : Fabales

O Famille : Fabaceae

O Sous-famille : Fabiodeae

O Tribu : Sophoreae

O Genre : Styphnolobium

O Espéce : Japonicum

O Rang: Espéce

O Nom scientifique : Styphnolobiumjaponicum

0 Basionyme : Sophora japonica

O Synonymes : Sophora japonica, Sophora korolkowi, Sophora pubescens, Sophora

sinensis

O Nom communs : Sophora japonica, Sophora du japon (Frangais), Japanese pagoda tree

(anglais)

I11.4. Description botanique

Sophora du japon est un bel arbre de 25 metres de hauteur, 3m50 de circonférence au pied et
27 métres d’envergure (Décret, 1882). Tous les sophoras se sont soutenus a une hauteur
égale, avec la méme force de végétation. Les feuilles d’un beau vert-foncé, gai et luisant, sont

composées d’un grand nombre de folioles comme celui de robinier. Ces folioles sont plus
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petites et plus fermes. Les branches sont divergentes et un peu pendantes. La fleur est d’un
blanc tirant sur le jaune. Il ne donne ordinairement que tous les deux ans, mais en si grande
abondance que I’arbre en est tout couvert. Les fleurs succédent des gousses nombreuses,
longues, minces, réunies ensemble sur un méme pétiole, en forme de grappes pendantes. Les
gousses sont divisées en plusieurs segments semblables aux cosses des petits haricots. Chaque
segment, ou division, renferme une graine de la forme d’une petite féve oblongue, qui devient
brune quand elle a acquis son degré de maturité. La graine est environnée d’une pulpe
visqueuse ayant la consistance d’une gelée teinte en jaune. Le tout est enveloppé par une

pellicule mince. L écorce de cet arbre est verte et luisante dans sa jeunesse. (figure 04)

Elle est respectée par les animaux sans doute a cause de I’odeur forte qu’elle dégage. Elle
devient grise a mesure que ’arbre vieillit. Les racines sont pivotantes et profondes, tandis que
celles de 1’acacia-robinier sont courantes sur la surface de la terre. Le bois en est dure,
compacte, pesant, nul doute qu’il ne devienne d’une grande ressource pour les arts, quand il
sera assez multipli€é pour qu’on en puise faire usage. C’est un arbre fort et vigoureux,

susceptible de vivre long-tems (Méne, 1885).

e
&L

Figure 04 : Photo de I’arbre prise dans son lieu de récolte (2024).
111.5. Répartition géographique

Sophora japonica est originaire de la Chine mais on peut trouver d’une part en Asie de ’est :
China, et d’autre part dans le centre du continent américain : Colombie, Salvador, Mexique,
Costa Rika, Brasil. Elle est également répandue dans de nombreux pays d’Europe, Asie, et
d’Afrique (Lewis et al., 2005).
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IV. Cytogénétique, modalités et mécanismes de I’évolution

IV.1. Généralités sur la cytogénétique

La cytogenétique fait le lien entre la cytologie et la génétique. C’est d’abord une science
d’investigation (Jahier et al., 1992). Elle a pris une part active a la compréhension des
mécanismes héréditaires et du monde végétale dans sa diversité (taxonomie, phylogénie).

C’est aussi une des nombreuses disciplines sur lesquelles s’appuie I’amélioration des plantes.
Elle se situe avant tout en amont de la sélection. Elle participe a la connaissance du matériel
vegétal utilisé : nombre de chromosomes, polyploidie, alloploidie etc. La détermination et
I’étude des caryotypes et enfin 1’établissement de cartes génétiques. Il est connu, depuis le
début de ce siecle, que chaque espéce végetale possede un jeu de chromosomes, défini par son
effectif et certains paramétres morphologiques (taille, position des centromeéres, des
constrictions secondaires) (Bentama et Boursas, 2016). Par ailleurs, a partir des années 1930,
la cytogénétique vegétale a connu de prodigieux développements. C'est a cette époque qu'on a
découvert les propriétés de la colchicine, agent permettant de doubler le stock chromosomique
de cellules végétales. On a donc pu imaginer faire des super-plantes, en augmentant le nombre
de chromosomes (plantes polyploides). On a aussi pu imaginer d'exploiter plus

systématiquement les hydrides entre especes (Henderson, 1995).

IV.2. Le caryotype

Consiste en une image des chromosomes capturée au moment ou ils sont visibles (Caquet,
2010). L’observation microscopique constitue le premier niveau d’étude de la structure
physique d’un génome, réalisée lorsque les chromosomes sont bien individualisés et
présentent une morphologie optimale (en métaphase lors de la mitose ou décondensés lors des
stades pachyténe et diploténe de la premiére division méiotique). Cela permet de compter les

chromosomes et d’observer leur morphologie (Morot-Gaudry et Briat, 2004).

La description de la morphologie des chromosomes implique divers paramétres tels que la
taille, la position du centromere, la présence de satellites et les constrictions secondaires.

D’autres caractéristiques sont également utilisées pour I’analyse des caryotypes, comme la
longueur totale des chromosomes, leur longueur relative, 1’asymétrie mesurée par 1’indice

d’asymétrie (IAs %), et le rapport entre la plus longue paire de chromosomes et la plus courte.
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Plusieurs méthodes ont été développées pour localiser le centromere, conduisant a différentes
nomenclatures de morphologie chromosomique. Cependant, la nomenclature du caryotype la
plus largement acceptée est celle proposee par (Levan et al., 1964).

IV.3. Différents parametres intervenant dans la description de la morphologie des

chromosomes

L'établissement de 1’aspect morphologique des chromosomes est basé sur les critéres
suivants :

IV.3.1. Indice centromérique

Les chromosomes sont classés selon la position relative du centromére ou indice
centromérique 1C%. Levan et al., (1964) proposaient pour déterminer le type chromosomique
d’indiquer la différence entre les longueurs des bras longs et des bras courts (d). Le rapport
(r=I/s) a été utilisé pour déterminer la position du centromére et le type de chromosome selon

ces mémes auteurs.
1V.3.2. L'asymétrie

Lewisky (1931) est le premier a avoir utilisé la notion dasymétrie dans la description du
caryotype. Stebbins (1957) adopte et développe le méme concept sur un grand nombre
d'especes. Il propose une classification des caryotypes suivant leur degré d'asymétrie en se
basant surtout sur le rapport des longueurs (BL/BC). Un caryotype symétrique présente des
chromosomes approximativement de la méme taille et de type méta ou submétacentrique, ce
qui lui donne un aspect homogéne. Un caryotype asymétrique posséde des chromosomes de
tailles différentes et de type subtélocentrique, télocentrique ou acrocentrique (Yakovlev,
1986).

1VV.3.3. Constriction secondaire

Les constrictions secondaires sont des caractéristiqgues morphologiques constantes dans leurs
positions et leur étendue. Elles sont utiles pour I'identification des chromosomes particuliers

(marqueurs) dans une garniture (2n) (Winter et al., 2000).

1VV.3.4. Satellite

Le satellite du chromosome est un segment chromosomique séparé de la partie principale du
chromosome par la constriction nucléolaire secondaire. L'ensemble du satellite et de la

constriction nucléolaire secondaire est appelé la région satellite. L'existence de I'ADN
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satellifere est considérée comme marqueur genétique qui peut jouer un role dans I'appariement
chromosomique au cours de la méiose et protéger les génes terminaux contre les processus de
gains et de pertes chromosomiques (Handerson et Kipling, 1995). Jones (2012) a défini
I'’ADN satellifere comme étant un ADN répétitif accumulé par la transposition et la
rétrotranspostion de certains éléments ou par les erreurs parvenues au moment de la

réplication.

1VV.3.5. Chromosomes B

Chez les végétaux ainsi que chez certains insectes, il existe des chromosomes qu'on désigne
sous le terme de chromosomes surnuméraires, des chromosomes, qui semblent ne véhiculer

aucune information génique fondamentale pour la cellule (Gorenflot et Raicu, 1980).

IVV.3.6. Technique de banding

Les méthodes de marquage ou banding révelent le long des chromosomes une alternance de
bandes transversales, faiblement ou fortement colorées, dont la disposition topographique est
spécifique de chaque paire chromosomique. Les bandes G (GTG) obtenues par dénaturation
enzymatique et les bandes R (RHG) par dénaturation thermique ont chacune un contenu
spécifique en ADN

Les bandes Q (QFQ) par coloration a la quinacrine et observation en fluorescence, sont
superposables aux bandes G et colorent intensément la partie distale hétérochromatique, les

bras longs de I'Y, certains centromeres et certains bras courts des acrocentriques

La technique de banding C a été largement utilisée depuis les années 1970 pour les études
cytogénétiques de la morphologie des plantes, plus particulierement chez les Triticeae, et son
utilisation s'est poursuivie a I'ere de la cytogénétique moléculaire en raison de son codt
relativement faible et de sa rapidité. C’est une méthode plus pratique que 1'hybridation in situ
pour identifier des variations morphologiques ou caryotypiques importantes dans un grand
nombre d'échantillons. La méthode de base du C-banding implique une série d'étapes de
traitement chimique de préparations de chromosomes en métaphase fixées sur des lames de

microscope standard (Jellen, 2016).

IV.3.7. Concept du cycle cellulaire

Les premiéres observations de la division cellulaire datent d’un siécle et demi. En 1953

Howard et Pelc ont proposés le concept de « cycle cellulaire » en faisant croitre des racines
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de germes de Vicia faba en présence de I’isotope P (Masui et al., 2001). lls marquérent
I’ADN nouvellement synthétise, révélé par autoradiographie (Howard et al., 1953). lls
montrérent que ’isotope était incorporé dans I’ADN uniquement durant une période de 6h
qu’ils nommerent phase de synthése (phase S). Ils ont remarqué que cette étape durait 12
heures entre la division cellulaire et la réabsorption de I'isotope dans un nouvel ADN
synthétisé. Elle dure 8 heures apres la fin de I'incorporation de I'isotope dans la cellule. Ainsi,
Howard et Pelc ont proposé un découpage du cycle cellulaire en quatre phases : une phase de
synthese de I'ADN, appelée phase S, et une phase de division des cellules ou mitose, comprise
entre deux périodes de délai : une phase pré-S appelée la phase G1 et une phase prémitotique

appelée la phase G2.

Les plantes sont caractérisées par une croissance indéfinie et une production continue de
nouveaux organes tout au long de leur vie. Cette croissance indéfinie est due principalement a
la multiplication des cellules et a la division cellulaire, qui a lieu principalement chez les
plantes au niveau des méristémes. Les méristémes sont des tissus composés de cellules
souches, dont l'identité demeure indéterminée pendant toute la vie de la plante (Doerner,
2003 ; Sablowski, 2004). Ces cellules méristématiques ont la capacité de se diviser longtemps
apres la fin de I'embryogenése, ce qui constitue une différence majeure avec les animaux. En
effet, méme si l'organisation générale de la plante s'établit au cours de I'embryogeneése, le

développement, et notamment la croissance, est largement post-embryonnaire.

Dans les cellules eucaryotes, le cycle cellulaire est divisé en deux phases principales :

I'interphase et la mitose (ou phase M).
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Les différentes expérimentations de ce travail ont été réalisés au niveau du laboratoire de
recherche Bioinformatique, Microbiologie appliquée et Biomolécules de 1’Université

M’hamad Bougara Boumerdes.
1.1 Matériel végétal

Le Matériel végétal utilisé dans ce travail est les gousses de Sophora japonica. L et les graines
de Vicia faba qui ont été récoltées dans la région de Boumerdes (Figure 4 et 5).

Figure 06. Graines de Vicia faba L.(2024)
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11.2. Présentation de la région d’étude

Située au nord du pays, Boumerdes se trouve a 45 km d'Alger et a 52 km a l'ouest de Tizi
Ouzou. Ce secteur est situé sur la cte du centre de I'Algeérie, avec un été chaud et humide et

un hiver pluvieux et doux. (figure 07)
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Figure 07. Carte géographique de la région de Boumerdes. (https://fr-fr.topographic-
map.com/)

11.3.Méthodes

Plusieurs méthodes permettent d'analyser les chromosomes, elles impliquent I'utilisation
d'agents chimiques pour prétraiter, fixer et colorer les cellules en divisions. La description de

ces methodes est largement fournie par Jahier et al. (1992).

Nous avons utilise la méthode de coloration de Feulgen, une méthode de coloration
traditionnelle qui repose sur la capacité du réactif de Schiff a colorer 'ADN chromosomique
en rouge violet. Le protocole est exposé dans la description suivante (Feulgen et Rossenbeck,
1924).
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11.3.1. Germination

Des graines sont mises a germer a température ambiante dans des boites de pétri tapissees de
papier filtre imbibé d’eau et humidifiées plusicurs fois jusqu’a I’obtention de racines de 0,5 a 1
cm de longueur. (figure 08 et 09)

Figure 09. Germination de Sophora japonica.L(2024)

11.3.2. Prétraitement

Apres germination, les radicules 5mm a 1 cm sont preétraitées par immersion dans une solution
saturée colchicine pendant 2 heures a température ambiante ou 10 heures a 4°C ( figure 10).

La durée de prétraitement est variable selon les espéces.
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Figure 10. Prétraitement par la colchicine.(2024)

Role: le prétraitement est un poison du fuseau achromatique (colchicine, a-
bromonaphtaléne....) permettant la dépolarisation des microtubules de quelques minutes a
quelques heures. Les cellules sont alors bloquées en métaphase. La condensation

chromosomique n’est quant a elle pas inhibée.
11.3.3. Fixation

Apres le rincage des racines, la fixation est réalisée directement dans un mélange d’alcool
acétique 3 :1 v/v pendant 24h a 4°C.(figure 11)

Figure 11. Fixation par I’alcool acétique 3 :1 v/v.(2024)

Role : pour bloquer toutes les évolutions des divisions cellulaires et conserver l'intégrité
structurelle des chromosomes.
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11.3.4.Stockage et conservation

Aprés fixation, les racines sont rincées a 1’eau distillée puis stockées et conservées dans

I'alcool 70% a froid.(figure 12)

Figure 12. Stockage par 1’alcool 70%.(2024)

1.3.5. Hydrolyse

Les points racinaires sont lavés a I’eau distillée puis placées dans une solution de HCL 1N au

bain marie a 60°C pendant 10 a 15 min.(figure 13)
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Figure 13. Hydrolyse par HCL 1N dans bain marie(2024)

Role : Cette hydrolyse acide entraine la rupture des liaisons glucidiques de la base purique et
la libération de groupement aldéhydes. Elle facilite, par ailleurs, I’écrasement et 1’étalement

des cellules.
11.3.6. Coloration

Les racines sont rincées a 1’eau distillée afin d’éliminer I’exces de ’acide chlorhydrique HCL
(IN) (figureld). La coloration se fait dans le réactif de Schiff pendant 30 a 60 min, a
température ambiante mais a ’obscurité. La coloration de chromatine est obtenue par réaction

du réactif de Schiff sur les groupements aldéhydes.

Figure 14. Reactif de Schiff(2024)

23



Matériels et méthodes
s |

11.3.7. Ringage

Les racines sont ensuite plongées dans 1’eau distillée pendant 5 a 10min pour augmenter le

contraste entre chromosomes et cytoplasme.(figure 15)

Figure 15. Le ringage des racines par 1’eau distillée(2024)

11.3.8. Montage et observation

Le montage est fait entre lame et lamelle dans une goutte d’acide acétique a 45% pour
augmenter le contraste entre les chromosomes et le cytoplasme, puis des squashs sont réalisés
entre lame et lamelle a 1’aide d’une allumette pour écraser les préparations et ceci afin

d’assurer la dissociation des cellules. Les observations sont faites par microscope

photonique.(figure 16)

Figure 16. L’observation par microscope photonique (2024)
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I11.1. Résultats et discussion
I11.1.1. La germination des grains

La durée de germination a varié entre 07 & 15 jour pour les deux plantes vicia faba et sophora
japonica. Les graines de vicia faba sont les premieres a germer suivis des gousses de Sophora
japonica. Nous avons notés que quelques graines n’ont pas germé du fait que certains lots des
ce peuvent présenter un pouvoir germinatif tres faible ou vitesse tres lente, on dit alors qu’il
est dormant ou inapte. Cette inaptitude peut avoir deux origines :elle réside soit dans
I’embryon,soitdanslesenveloppesséminales,onparledanscecaslad’inhibitiontégumentaire.L’orig
inedecettedernic¢reinhibitionpeutserésumersoitparl’ imperméabilitédestégumentsal’eau,l’ imper
méabilitédestégumentsal’ oxygene,laprésenced’inhibiteurs (substances chimiques dans les
tégument qui s’opposent a la germination) ou enfin a la photo sensibilité. En effet certaines
graines exigent de la lumiere pour germer, d’autres 1’obscurité et d’autres sont indifférentes

comme c’est le cas des légumineuses et les espéces les plus cultivées(Lafon et al., 1990).
111.2.1. Dénombrement chromosomique

Les résultats de I’¢tude cytogénétique sur les populations algériennes de la plante Vicia faba,

appartenant a la famille des fabacées, révelent une variabilité chromosomique notable.

L’observation microscopique des plaques métaphasiques a montré que plusieurs cellules
présentent un noyau en interphase ou Prophase, quelques cellules seulement sont en anaphase
ou télophase (Figure 17 et 18 et 19 et 20).

==&
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Figure 17. Cellules présentent un noyau ou stade télophase chez la plante Vicia faba L(G x
400) (2024).
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L’espece présente des nombres chromosomiques variables, incluant entre :

2n=2x=12, 2n=2x=14
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Figure 19 : Photos représentant le caryotype de 1’espece vicia faba 2n=2x=14 (7 paires de
chromosomes) (Gx +400) (2024)
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Figure 20 : Photo représentant un caryotype de Vicia faba 22n=2x=12(6 paires de
chromosomes(G x 400 +zoom).(2024)

Les résultats d’observations du caryotype de la plante Sophora japonica sont négatifs, du fait

que le matériel génétique soit caché (figure 21). Ceci est du probablement a la non cohérence

de la technique utilisée avec la nature des gousses de la plante Sophora japonica.
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Figure 21. Visualisation avec microscopie photonique des racines de Sophora japonica L.(G x
400) (2024)

Grace a la méthode cytogénétique de comptage des chromosomes (généralement
réalisée sur le méristeme apical de la pointe de la racine), le niveau de ploidie du matériel
étudié peut étre determiné en premier. La description de la morphologie chromosomique fait
intervenir plusieurs parameétres : taille, position du centromeére, présence ou absence de

satellites ou de structures (Issolah, 2007).
e ———
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La technique de Jahier, (1992) a également donné des résultats satisfaisants avec notre

plante Vicia faba par comparaison aux résultats des travaux de Naranjo et al.,(1998) sur le

caryotype de Cing genres différents de la famille des fabacées, et aux travaux de
Kumar,(1960); Moor, (1973); Bolkhoskikh et al., (1974) et Jauzein, (2001) qui ont

trouvé un nombre chromosomique de2n=14pour I’espéce Vicia monardi et Vicia graminea.

Selon Issolah, (2007), les facteurs écologiques du milieu d’origine auraient un effet sur

la variabilité du nombre chromosomique des populations Algériennes de certaines especes au

sein de la famille des Fabacées. Cela explique I’existence d’une variabilité chromosomique

intra et inter especes. Le (tableau 1) montre un classement du genre Vicia de la famille des

fabacées selon leurs nombres chromosomiques.

Tableau 1. Espéces du genre Vicia L. classees selon leurs nombres chromosomiques (Ku-
mar, (1960), Moore, (1973), Bokhoskikhet al.,(1974), Jauzein, (2011).

Espéce du genre Vicia aux nombres chromosomiques

2n=10

2n=12

2n=14

V.akhmaganicakE.Kazarian
V.alpestrisStev.
V.amphicarpa
V.ciliatulaLipsky
V.cordataWulf.
V.crocea(Desf.)B.Fedtsch.
V.hajastanaGrossh.
V.hololasiaWoron.
V.lathyroides L.
V.macrocarpaMor.
V.melanopsSibth.

V.ambiguaGuss.
V.amoenaFisch
V.amphicarpa
V.amurensisOett.
V. angustifolia

V.
baicalensis(Turcz
.)B.Fedtsch
V.benghaalensis L.
V.calcarataDesf.
V.canadensisZucc.
V.cassubicalL.
V.craccal.
V.cuneataGuss.
V.dalmaticaKerner
V.faba L.

V.americanaMuehl.
V.amphicarpa .andicolaH.B. et
K.(aff)
V.atropurpureaDesf.
V.aurantiaBoiss.
V.balansaeBoiss.
V.benghaalensis L.
V.biennis L.
V.bithynica L.
V.calcarataDesf.
V.cassubicalL.
V.cirrhosa
V.craccalL.
V.dasycarpaTen.
V.dispermaDC.
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Conclusion et perspective :

Notre travail consiste a réaliser une étude caryologique, baseée sur la coloration des
chromosomes par la technique de « Feulgen », afin de déterminer le nombre chromosomique

de deux plantes appartenant a la famille des fabacées a savoir Vicia faba et Sophora japonica.

Les résultats ont monté que le caryotype vicia faba comprend 7 paires de chromosomes

(2n=14) a la majorité des cellules.

Cette étude est une premiere évaluation caryologique de Sophora japonica jamais étudiées
auparavant. Les résultats obtenus a travers 1’observation microscopique sont négatifs du fait
que le matériel génétique soit caché.

Les résultats de la présente étude ne constituent qu’un travail préliminaire incitant d’autres

études plus approfondies et complémentaires afin de confirmer les résultats observeés.
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Annexe

Annexe

Produits chimiques

_0.05% colchicine : Peser 5 mg de colchicine et la dissoudre dans 10 ml de DDW et la
conserver au réfrigérateur.

_Alcool acétique 3 :1 v/v : 3 volumes d’éthanol + 1 volume d’acide acétique

_L’eau distillée

_HCL : 8.5ml d’HCL + 95.8ml d’eau distillée

_Réactif de Schiff : pour 1L de solution : 4g de fuschine basique + 800ml d’eau distillée +
120ml d’HCL IM + 12g de métabisulfite de potassium + 3g de carbone

_L’acide acétique 45%: 22.54ml d’acide acétique + 1’eau distillée jusqu’a 50ml




Résumé

Résumé

La cytogénétique, de par sa nature investigatrice, joue un réle essentiel dans les études de
taxonomie et de phylogénie. Notre étude s’est concentrée sur deux espéces annuelles des
fabacées : Vicia faba et Sophora japonica. Nous avons appliqué la technique de Feulgen pour
les deux plantes afin de déterminer le nombre chromosomique et d’établir leurs caryotypes
respectifs. Nos résultats concordent avec ceux obtenus par plusieurs auteurs et confirment que
I’espéceVicia faba présente un nombre chromosomique diploide (2n= 2x = 14 chromosomes

en majorité), par contre, nous avons obtenu un résultat négatif avec la plante Sophora japonica

Mots clés : Vicia faba _ Sophora japonica.L _caryotype — la colchicine _ réactif de Schiff
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Abstract

Cytogenetics, by its investigative nature, plays an essential role in taxonomy and phylogeny
studies. Our study focused on two annual Fabaceae species: Vicia faba and Sophora japonica.
We applied a Feulgen protocol for both plants to determine chromosome number and establish
their respective karyotypes. Our results agree with those obtained by several authors and
confirm that the Vicia faba species has a diploid chromosome number (2n= 2x = 14
chromosomes in majority), on the other hand, we obtained a negative result with the plant
Sophora japonica

Key words : Vicia faba _ Sophora japonica.L _karyotype — colchicine _ Schiff’s reagent
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