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Résumé  

Pour une meilleur connaissance de la flore algérienne et dans le but d’évaluer la variabilité 

interspécifique et l’organisation des génomes, une étude cytogénétique et palynologique a 

été réalisée pour la première fois sur quatre espèces algériennes dont trois sont endémiques 

appartenant au genre Centaurea par le fluorochrome banding à la Chromomycine A3 pour la 

distribution des bandes riches en bases GC, l’hybridation in situ par fluorescence pour la 

cartographie des gènes ribosomiques ARNr, la cytométrie en flux pour l’estimation de la 

taille des génomes et la microscopie optique et électronique à balayage pour la taille et la 

morphologie de grains de pollen. Les espèces étudiées appartiennent à trois sections 

différentes et possèdent trois nombres de bases : C. tougourensis subsp. tougourensis 

2n=4x=36 (x=9, section Phalolepis), C. musimonum 2n=2x=20 (x=10, section Chamaecyanus), 

C. maroccana 2n=2x=24 (x=12, section Mesocentron) et C. melitensis 2n=2x=24 (x=12, 

section Mesocentron). Le nombre et la distribution des bandes CMA3
+ et les loci 18S-5.8S-

26S (35S) ADNr sont différents entre les espèces étudiées. Ils varient entre 6 et 80 bandes 

CMA3
+ et de 2 à 6 loci ADNr 35S. Un seul locus 5S ADNr a été observé en position intercalaire 

sur des paires différentes des quatre espèces étudiées. Chez C. musimonum, une 

colocalisation des ADNr 35S et 5S sur un même chromosome a été détectée. Tous les loci 

35S  sont localisés avec des marquages CMA3
+ excepté trois loci 35S chez C. musimonum. La 

taille des génomes varie entre 2C=1.47 pg à 2C=2.86 pg respectivement chez les diploïdes (C. 

melitensis et C. maroccana) et 2C=4.51 pg chez le tétraploïde C. tougourensis subsp. 

tougourensis. Les caractéristiques palynologiques des quatre espèces ont été étudiées pour 

la première fois. Le diamètre polaire et équatorial, le nombre d’apertures et l’épaisseur de 

l’exine ont été mesurés en détail. Les grains de pollen sont tricolporés, prolate-sphéroidal. 

L’ornementation de l’exine est microechinate. Le pollen des quatre espèces appartient au 

type Jacea. Des invertigations plus poussées sur d’autres espèces algériennes du genre 

Centaurea s’imposent comme projet d’étude pour contribuer à la connaissance de la 

biodiversité et enrichir les bases de données. 

 

Mots clés : caryotype ; heterochromatine ; gènes ARNr 35S et 5S ; taille du génome, 

palynologie ; Centaurea. 

 

 

 

 

 

 



Abstract 

For a better knowledge of the Algerian flora and in order to assess the interspecific 

variability and genomes organization, a cytogenetic and palynological study was conducted 

for the first time on four Algerian species belong the genus Centaurea. Three of them are 

endemics, by chromomycin fluorochrome banding for GC-rich DNA distribution, fluorescence 

in situ hybridization for physical mapping of rRNA genes, flow cytometry for genome-size 

assessment, light and micron microscopy for pollen morphology. Investigated species belong 

to three different sections and possess three basic chromosome numbers: C. tougourensis 

subsp. tougourensis 2n=4x=36 (x= 9), C. musimonum 2n= 2x= 20 (x= 10), C. maroccana 2n= 

2x=24 (x=12) and C. melitensis 2n= 2x=24 (x=12). The number and distribution of 

chromomycin positive bands (CMA3) and 18S-5.8S-26S (35S) rDNA loci were different among 

investigated species and ranged from 6 to 80 chromomycin bands and from 2 to 6 35S rDNA 

loci. The four species have just one 5S rDNA locus at intercalary position on a separate 

chromosome pairs, except in the case of C. musimonum in which both rDNA loci were 

localized on the same chromosome. All rDNA loci were co-localized with CMA3 bands, except 

three 35S in C. musimonum. Genome size ranged from 2C=1.47 pg to 2C=2.86 pg in diploid 

species (C. melitensis and C. maroccana, respectively) and to 2C=4.51 pg in tetraploid C. 

tougourensis subsp. tougourensis. The palynological properties of the four species were 

investigated for the first time. Polar diameter, equatorial length, apertures and thickness of 

the exine were measured in detailed. The light and scanning electron microscope 

investigations revealed   tricolporate, prolate-spheroidal pollens. Exine ornementation was 

tectatae and microechinate.  The investigated species pollens belong to Jacea- type. Further 

invertigations of other Algerian species of the genus Centaurea are required as a study 

project to contribute to the understanding of biodiversity and enrich databases. 

 

Keywords: Karyotype ; heterochromatin ; 35S and 5S rRNA genes ; genome size ; palynology;     

Centaurea. 

 

 

 

 

 

 

 



 ملخص:

مرة بواسطة الملون تم التحقيق فيها لأول  Centaureaأربعة أصناف من أصل جزائري تنتمي إلى نوع 

التهجين الداخلي باستعمال التفلور لكشف الخرائط الفيزيائية  GCلكشف النطاقات الغنية بالقواعد  Chromomycineالتالقي

، التدفق الخلوي لتقدير حجم الجينوم ، المجهر الضوئي و الالكتروني لدراسة مرفلوجيا حبوب الطلع  rRNAللجينات 

 (  x=  10) الأصناف التي شملتها الدراسة تنتمي إلى ثلاثة أقسام مختلفة وممثلة بثلاثة أعداد كروموزومية أساسية

20  =x  2  =n2 12) (C. musimonum)   =x ، )24 =x  2  =n2 C. maroccana(12  =x ، ) 

 n =2x=242 9 C.  melitensis) =x ، )36  =x  4  =n2 C.tougourensis subsp. tougourensis عدد و توزيع

، مختلف بين الأصناف  S 26 – S 5.8 – S18 (S35  )rDNA( و المواقع  CMA 3)  G-Cالأشرطة الغنية بالقواعد 

CMA 3شريط  80إلى  6المدروسة و يتراوح بين 
+

. الأربع الأصناف المدروسة لا  S 35 rDNAموضع  6إلى  2بين  

في موقع وسطي على أزواج كروموزومية مختلفة ،ما عدا في  rDNA 5Sتحتوي إلا على موضع واحد 

C.musimonum ا ين هناك موقع مشارك معrDNA كل المواضع .rDNA  مشاركة الموقع مع أشرطةCMA3   ماعدا

عند الأنواع  pg 2.86  =2Cإلى  pg 1.47  =C2حجم الجينوم يتراوح بين  .C. musimonumفي  S35ثلاثة مواضع 

عند رباعي الصيغة  pg 4.51  =C2(و C. maroccana , C. melitensis, C. musimonumثنائية الصيغة الصبغية )

. خصائص حبوب الطلع للأصناف الاربعة المدروسة قدمت هنا C.tougourensis subsp. tougourensis الصبغية

اظهروا أن حبوب الطلع من نوع ثلاثي الثغر ،  exineلأول مرة. المحور القطبي ، المحور الاستوائي ، الثغور وسمك 

ف الأربعة المدروسة ينتمي إلى نوع حبوب الطلع للأصنا .شبه شوكي exine,، كرواني وسطح  prolateبرولايت

Jacea. 

،حجم الجينوم ،الكرومتين المغاير، النمط النووي  CMA3التهجين الداخلي بالتفلور ، الملون التالقي : الكلمات المفتاحية

 ،علم حبوب الطلع. rRNAS35 ،S 5الجينات
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Introduction 

Le bassin méditerranéen est considéré comme l’un des 33 points chauds (hotspots) les plus 

importants du point de vue nombre de plantes (25000 espèces et sous espèces) (Greuter 

1991 ; Quézel 1995 ; Mittermeier et al. 2004) parmi lesquelles les plantes endémiques 

représentent près de 60% (Thompson 2005). Les changements rapides de sa biodiversité 

sont essentiellement dus à des influences anthropogéniques prolongées. La grande richesse 

floristique du bassin méditerranéen (régions amphi et péri-méditerranéen) est le résultat 

des processus  florogénétiques et migratoires complexes, avant, pendant et après la période 

glaciaire. Dans le bassin méditerranéen, les trois péninsules de l'Europe du Sud, l'Afrique du 

Nord, ainsi que l'Asie Mineure sont des régions d’une importance particulière. 

L'ancienne région Numidie (Algérie - Tunisie) est reconnu comme l'un des points chauds les 

plus importants de la Méditerranée (Médail & Quézel 1997; Vela & Benhouhou 2007).  

De part sa situation géographique, l'Algérie chevauche entre deux empires floraux: 

l'Holarctis et le Paleotropis. Cette position lui confère une flore très diversifiée par des 

espèces appartenant à différents éléments géographiques. Sur les 3139 espèces (5402 

taxons en comptant les sous espèces, les variétés et les formes) décrites par Quézel et Santa 

(1963) dans la nouvelle flore de l'Algérie et des régions désertiques méridionales, Zeraia 

(1983) dénombre 289 espèces assez rares, 647 rares, 640 très rares, 35 rarissimes et 168 

endémiques (Chouaki et al. 2006). 

La répartition des espèces entre familles et genres montre que sept familles comptent plus 

de 100 espèces chacune (Chouaki et al. 2006). 

Parmi celle-ci, la famille des Asteraceae (Compositae) comprend près de 13 000 espèces 

réparties en 1 500 genres. Ce sont essentiellement des plantes herbacées même s'il peut 

exister des arbres, des arbustes ou des lianes. En Algérie, elle est représentée par 109 genres 

et entre 408 et 433 espèces (Quézel & Santa 1963) et 42 espèces endémiques (Quézel, 

1964). 

Le genre Centaurea est l’un des plus importants de la famille des Asteraceae. Il contient 250 

espèces (Susanna et Garcia-Jacas 2007). Il a plusieurs nombres chromosomiques de base 

compris entre x=7 et x=16 et plusieurs niveaux de ploïdies (2x, 4x et 6x) (Garcia-Jacas et al. 



2 
 

1996 ; Siljak-Yakovlev et al. 2005). Il est considéré du point de vue systématique, comme un 

groupe de plantes assez complexe. Cette situation est principalement due à un grand 

nombre d’hybrides interspécifiques naturels rendant la taxonomie de ce genre plus 

complexe. En effet, une importante diversité morphologique, caryologique et palynologique 

a été décrite par plusieurs auteurs (Bremer 1994; Gabrielyan 1995; Susanna et al. 1995; 

Wagenitz & Hellwig 1996). 

En Algérie, à notre connaissance, mis à part des données phytochimiques, aucune étude 

taxonomique, morphologique ou caryologique n’a été entrprise. 

L’une des raisons de ce travail est de contribuer à une connaissance de la diversité et de la 

compléxité de ce genre en Algérie. 

L'étude porte sur l'évolution de la taille du génome, la structure des chromosomes 

moléculaire, l'hétérochromatine et les séquences répétées (ADN). Ces caractères sont 

d'excellents marqueurs de la différenciation intra et inter-spécifiques, utiles pour des études 

de systématiques évolutives et pour la quantification de la biodiversité. 

Ce travail rentre dans le cadre d’un projet de coopération soutenu par l’OTAN (Nato Science 

For Peace And Security Programme. CCoollllaabboorraattiivvee  LLiinnkkaaggee  GGrraanntt  nnuummbbeerr  998833883388))  ssoouuss  llee  

tthhèèmmee  ddee  ::  Global Biodiversity and Environmental Changes in the Mediterranean Region. Il 

a été réalisé dans le laboratoire de Génétique, Biochimie et Biotechnologies Végétales, 

Université Constantine 1 et le laboratoire de Ecologie, Systématique et Evolution, CNRS-UPS-

AgroParisTech, CNRS, Université Paris-Sud, Bat. 360, 91405 Orsay. 

Pour cela notre démarche consiste à : 

- établir les caryotypes et déduire les nombres chromosomiques de bases et apprécier 

l’organisation de l’hétérochromatine constitutive riche en bases G-C.  

- cartographier les gènes ribosomiques 35S et 5S et évaluer leur activité transcriptionnelle.  - 

estimer la taille du génome des quatre espèces 

- et enfin étudier et caractériser le pollen de chacune des espèces. 

Dans une première partie nous présenterons une revue bibliographique générale, dans 

laquelle nous décrirons la famille des Asterceae, le genre Centaurea et les espèces qui font 
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l’objet de ce travail. Nous aborderont aussi le volet systématique et relations 

phylogénétiques dans le genre Centaurea. 

Dans une deuxième partie nous donnerons quelques détails sur le matériel d’étude et les 

différentes techniques appliquées à ce matériel. 

Dans une troisième partie nous présenterons les résultats obtenus. 

Dans une quatrième partie nous donnerons une discussion générale des résultats. 

Et enfin, une dernière partie dans laquelle nous concluons d’une manière générale et 

proposons des pistes de rechrche en perspectives. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4 
 

1. Famille des Asteraceae 

1.1.  Caractères généraux  

La famille des Asteraceae (Compositae) est la famille des phanérogames qui regroupe le plus 

grand nombre d’espèces décrites et acceptées. A supposer qu’il existe 250000 à 350000 

espèces de plantes à fleurs, 1/8 à 1/12 des espèces sont des Asteraceae (près de 10%).  

Le nombre de genres et espèces que contient cette famille a été fortement discuté. Selon la 

classification de Bremer (1994), la famille des Asteraceae comprend 1535 genres et environ 

23000 espèces. Selon le royal botanical garden of Kew, elle comprend entre 24000 et 30000 

espèces groupées en 1600 à 2000 genres. Pour Khatun (2002), la famille des Asteraceae 

comprend 1100 genres et 25000 espèces. Naik (2003) a estimé le nombre d’espèces à 20000 

espèces groupées en 1000 genres. Sharma et al. (2004) ont trouvé 20000 espèces réparties 

en 950 genres. Sambamurty (2005) parle de 900 genres comprenant 13000 espèces. 

La famille est caractérisée par des fleurons disposés sur un réceptacle à développement 

centripète et entourés de bractées, des anthères fusionnées en un cycle et par la présence 

d’akènes habituellement munis d’une aigrette ou pappus.   

Bien que la famille soit bien définie, beaucoup de variations entre les membres ont été 

constatées : ils peuvent varier d’herbes annuelles et vivaces à arbustes ou même arbres. Peu 

sont de véritables épiphytes. Ils poussent dans presque tous les types d'habitats : dans les 

forêts et les prairies de hautes altitudes. Ils sont moins fréquents dans les forets tropicales 

(Funk et al. 2009). 

Elle est largement distribuée dans les tropiques et les régions humides tempérées du Sud, 

Sud- Est et Est de l’Asie, en Afrique incluant Madagascar et en Amérique du Sud. 

Elle comprend de nombreuses espèces économiquement importantes qui sont utilisées dans 

l’alimentation, les médicaments et comme plantes ornementales. 

Les espèces d’Asteraceae font l’objet de beaucoup d’études traitants l’évolution et 

récemment, elles sont devenues l’objet de nouveaux programmes de séquençage de 

génomes (Mahbubur Rahman 2013). 
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1.2.  Historique de la classification des Asteraceae  

La famille des Asteraceae (Martynov 1820), anciennement appelée Compositae Gisek (1792) 

est la famille la plus importante des plantes à fleurs du point de vue nombre d’espèces. 

Le nom « Asteraceae » dérive du type de genre Aster alors que le nom « Compositae » est un 

nom ancien mais toujours valide. Il fait référence aux caractéristiques des inflorescences, le 

type Pseudanthium qu’on trouve rarement chez d’autres familles d’angiospermes (Rahman 

et al. 2011). 

Dans son illustration classique, Cassini (1816 : chapitre 1, 6 et 41) a placé les tribus : 

Heliantheae au centre, Vernonieae et Eupatorieae à une extrémité et Mutiseae et Cichorieae 

(Lactuceae) à l’autre extrémité. 

En 1873, Bentham a mis en évidence 13 tribus. Cette classification a été plus ou moins 

utilisée jusqu’aux années 1980. Cependant, certains concepts ont été changés, spécialement 

dans les tribus Vernonieae, Liabeae, Senecioneae et Helenieae. Les travaux de Bentham ont 

été développés indépendamment de ceux de Cassini et les 13 tribus données par Bentham 

correspondent à plusieurs des 19-20 tribus données par Cassini. 

Hoffmann (1890, 1894) a essentiellement repris la classification de Bentham (1873a) (Turner 

1977 ; Bremer 1994). 

Bentham (1873b), plus récemment Cronquist (1955, 1977) et Turner (1977), se sont mis 

d’accord sur le fait que Heliantheae était la tribu la plus primitive de la famille des 

Asteraceae. 

Carlquist (1966) a proposé de changer le système de classification de Bentham. Ces 

changements n’ont pas été acceptés et la classification de Bentham basée sur les 13 tribus a 

continué à être prise en considération. 

Poljakov (1967) a réuni les tribus en deux grands groupes. Le groupe des Cichorieae-

Arctotideae qui est le plus basique et le groupe Anthemideae-Heliantheae le dérivé. 

Robinson (1974), Carlquist (1976), Wagenitz (1976) et Jeffrey (1978) ont divisé les 

Compositae en deux groupes : les Asteroideae et les non-Asteroideae. 
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Les plus grands changements dans la systématique des Asteraceae ont pris place à la fin des 

années 1980, début des années 1990. Ils sont basés sur les travaux de biologie moléculaires 

de Jansen et Palmer (1987, 1988), Jansen et al. (1991) et Jansen et Kim (1996). Ils ont 

chamboulé complètement la phylogénie des Compositae. Ils ont montré que c’est la tribu 

des Mutisieae qui était la branche de base de la famille et que la tribu des Heliantheae s.l. a 

été imbriquée loin dans l’arbre. Ils ont montré aussi que les tribus Eupatorieae et 

Vernonieae étant longtemps considérées comme étroitement liées, étaient, en effet, dans 

des cotés distincts de la phylogénie. 

En même temps, les analyses de Bremer (1987), basées essentiellement sur des données 

morphologiques, sont pour la plupart en accord avec les conclusions moléculaires. 

Cependant, il a placé Eupatorieae étroitement liées à Astereae et non à Heliantheae. 

La compréhension de la phylogénie des Compositae a parcouru un long chemin depuis les 

papiers de Jansen et Palmer (1987) et Bremer (1987). 

L’avènement de nouvelles techniques et de nouveaux marqueurs a considérablement 

augmenté la quantité des données disponibles. 

Les dernières données publiées par Funk et al. (2009) ont montré que la famille des 

Asteraceae est subdivisée en trois groupes : 

- Le groupe monophylétique représenté par la sous-famille des Barnadesioideae qui 

comprend moins de 1% des espèces de composées. 

- Le groupe monophylétique de la sous-famille des Asteroideae. Il comprend 65% des 

espèces de composées. 

- Le groupe de la sous-famille des Cichorioideae (positionnée entre les deux premières 

sous-familles). Il comprend 35% des espèces de composées 

 

1.3. De la famille au genre  

La famille des Asteraceae est divisée en trois sous-familles et 17 tribus selon Bremer et 

Jansen (1992) et en 12 sous-familles et 43 tribus selon Funk et al. (2009). 

La sous famille des Carduoideae p.p. Cass. Ex Sweet regroupe plusieurs tribus, notamment la 

tribu des Cardueae Cass. Cette dernière comprend 83 genres et environ 2500 espèces 
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(Bremer 1994) et 73 genres et 2400 espèces selon Susanna et Garcia-Jacas (2009) et Barres 

et al. (2013). Il s’agit d’une tribu monophylétique, bien individualisée, subdivisée en 4 sous-

tribus (Bentham 1873 ; Hoffmann 1894 ; Bremer 1994). Deux sont relativement petites, les 

Carlinineae (Cass.) Dumort. et les Echinopsidineae (Cass.) Dumort. Les deux autres, les 

Carduineae (Cass.) Dumort. et les Centaureineae (Cass.) Dumort. regroupent cinq genres, 

très riches en espèces et aux limites incertaines.  

Les Centaureineae forment un groupe monophylétique (Bremer 1994) et regroupent environ 

800 espèces (Wagenitz & Hellwig 1996) réparties en 33 genres (Susanna & Garcia-Jacas 

2001).  

Des travaux portant sur l’étude moléculaire du genre et de la sous-tribu des Centaureineae 

[Susanna et al. (1995) ITS, Garcia-Jacas et al. (2001) ITS et matK], l’étude de la morphologie 

du type pollinique (Wagenitz 1955) et la caryologie (Siljak-Yakovlev 1986 ; Garcia-Jacas et al. 

1996 ; Garcia-Jacas et al. 1997, 1998a ; Garcia-Jacas et al. 1998b) ont permis d’établir les 

limites naturelles du genre Centaurea (Susanna et al. 1995 ; Wagenitz & Hellwig 1996 ; 

Garcia-Jacas et al. 2000, 2001). Cette délimitation a été une tâche difficile car la tribu inclut 

les genres les plus importants (Centaurea L., Cirsium Mill., Cousinia Cass., et Saussurea DC.) 

(Font et al. 2009). 

La délimitation des genres est souvent problématique et certains d’entre eux ont été 

fréquemment divisés en sous-genres mineurs (Judd et al. 1999). Les genres les plus 

importants du point de vue nombre d’espèces sont : Senecio (1500 espèces), Vernonia (1000 

espèces), Cousinia (600 espèces) et Centaurea (600 espèces) (Mahbubur Rahman 2013). 

2. Le genre Centaurea L. (1753) pro minima parte. Bielzia Schur (1866) 

Synonymes: 
Cnicus L. (1753), nom. cons. 
Cyanus Mill. (1754). 
Jacea Mill. (1754). 
Colymbada Hill (1762). 
Acosta Adans. (1763). 
Calcitrapa Adans. (1763). 
Melanoloma Cass. (1823). 
Chartolepis Cass. (1826). 
Tomanthea DC. (1837). 
Ptosimopappus Boiss. (1845). 
Phaeopappus Boiss. (1846). 
Hyalaea Jaub. & Spach (1847). 
Cheirolepis Boiss. (1849). 
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Stephanochilus Coss. & Durieu ex Benth. (1873). 
Chrysopappus Takht. (1938). 
Grossheimia Sosn. & Takht. (1945). 
Wagenitzia Dostál (1973). 

 

Le genre Centaurea est l’un des plus importants de la famille des Asteraceae. Il comprend 

450 espèces selon Hoffmann (1897), 700 espèces selon Amberger (1960), entre 400 et 700 

espèces selon Dittrich (1977), Bremer (1994) et Wagenitz et Hellwig (1996) et 250 espèces 

selon Susanna et Garcia-Jacas (2007).  

Le centre de diversité le plus important est la Turquie. On y trouve près de 197 espèces dont 

139 sont endémiques (Wagenitz 1975 ; Uzunhisarcikli et al. 2007). Le deuxième centre le 

plus important est la région Ibero-Nord-Africaine (Garcia-Jacas & Susanna 1992).  

Le principal centre de spéciation du genre Centaurea est la méditerranée orientale. En effet 

selon Wagenitz (1975), la plupart des espèces sont distribuées en Turquie (34 sections) et 

dans la péninsule Balkanique (14 sections) où il ya un grand nombre d’espèces endémiques, 

principalement dans la région des Alpes Dinariques et des côtes Adriatiques (Siljak-Yakovlev 

et al. 2005). 

Le genre Centaurea avec son nombre important d’espèces, sa diversité morphologique et sa 

capacité à l’hybridation est traditionnellement considéré comme étant le plus 

problématique et le plus compliqué de la famille des Asteraceae (Fernandez-Casas & 

Susanna 1992; Garcia-Jacas et al. 2000, 2001, 2006 ; Ochsmann 2001 ; Petit et al. 2001 ; 

Koutecky 2007 ; Mràz et al. 2011). Aucune des précédentes tentatives de subdivisions n’a 

été acceptée (Cassini 1829 ; Boissier 1875 ; Dostàl 1969, 1973 ; Holub 1973, 1974).  

Plusieurs espèces et groupes anciennement considérés comme Centaurées sont maintenant 

classés dans des genres indépendants. Ainsi, le genre Centaurea se trouve réduit à 

seulement trois sous-genres (Susanna & Garcia-Jacas 2007) : 

- Le sous-genre Centaurea (anciennement appelé groupe Jacea sensu stricto par 

Garcia-Jacas et al. (2006) totalise près de 120 espèces. 

- Le sous-genre Lopholoma (Cass.) Dobrocz (appelé aussi Acrocentron) compte 100 

espèces. 

- Le sous-genre Cyanus (Mill.) Hayek, contient 30 espèces. 
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2.1.  Caractères morphologiques du genre Centaurea 

Les espèces appartenant au genre Centaurea sont caractérisées par des capitules multiflores 

à fleurs homomorphes ou dimorphes. L’involucre est ovoïde ou globuleux, à bractées 

imbriquées sur plusieurs rangs. Les bractées sont homomorphes, dimorphes, ou 

polymorphes. On y distingue pour la classification: des bractées extérieures (ou inférieures) 

plus courtes, des bractées moyennes et des bractées internes ou supérieures. Les bractées 

peuvent être surmontées ou non par un appendice différencié. Cet appendice, très utilisé en 

systématique, peut être scarieux ou non, penné, pectiné, triangulaire, décurrent (se 

prolongeant sur le corps de la bractée), armé, constitué par une ou plusieurs épines, etc. Le 

réceptacle est plan ou subplan, garni de soies abondantes. Les fleurs marginales sont 

généralement neutres et souvent rayonnantes. Celles du disque sont hermaphrodites et ± 

irrégulières. Les anthères sont sagittées à la base. Le style est à branches courtes. Les akènes 

sont oblongs ou ovoïdes, lisses, à hile latéral, profond, barbu ou non. L’aigrette est soit 

absente soit présente. Elle peut être simple ou double, persistante ou caduque. Les 

Centaurées sont des plantes herbacées, annuelles ou vivaces (Quézel & Santa 1963). 

 

2.2.  Evolution des caryotypes dans le genre Centaurea  

Comme la plupart des espèces végétales, chez les Centaurées, il existe une étroite 

corrélation entre la caryologie et la systématique (Romaschenko et al. 2004).  

L’importance de la caryologie dans la famille des Asteraceae a été initialement suggérée par 

Guinochet et Foissac (1962) et plus profondément traitée plus tard par Tonjan (1980), 

Garcia-Jacas et Susanna (1992), Susanna et al. (1995), Garcia-Jacas et al. (1996) et Wagenitz 

et Hellwig (1996).  

Ces espèces appartiennent aux plantes où la polyploïdie joue un rôle considérable dans 

l’évolution et engendre des difficultés taxonomiques (Vanderhoeven et al. 2002 ; Koutecky 

2007). Durant l’évolution de ce genre, allo et autopolyploïdisation sont suivi d’une disploïdie 

et de restructurations chromosomiques. 

Comme beaucoup de genre da la famille (Crepis L. et Leontodon L.), le genre Centaurea s.l. 

montre une disploïdie descendante du plus grand nombre de base x=16 au plus petit x=7. 

(Susanna et al. 1995 ; Garcia-Jacas et al. 1996 ; Garcia-Jacas et al. 1997), et comprend trois 

niveaux de ploïdies (2x, 4x et 6x) (Romaschenko et al. 2004 ; Siljak-Yakovlev et al. 2005)  
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Les espèces avec un nombre de base supérieur à 12 sont considérées comme étant les plus 

primitives et celle qui ont un nombre de base inférieur à 12 sont considérées comme les plus 

évoluées. Ainsi, les limites entre les espèces primitives et les dérivées (les plus évoluées) 

peuvent être placées au niveau de x=12 (Garcia-Jacas et al. 1996 ; Susanna & Garcia-Jacas, 

2009). 

2.3.  Importance phytochimique et pharmaceutique du genre Centaurea 

Les espèces appartenant au genre Centaurea sont très riches en métabolites secondaires. 

Ces métabolites constituent de bons protecteurs contre les herbivores (Olson & Kelsey, 

1997 ; Susanna & Garcia-Jacas 2009) et ont une bonne activité antimicrobienne (Karioti 

2001 ; Ugur et al. 2009). Ces métabolites sont essentiellement composés de substances 

lipophiliques, spécialement les lactones sesquiterpènes (Tarasov et al. 1975 ; Koukoulista et 

al. 2005 ; Karamenderes et al. 2007). On trouve aussi les flavonoïdes (Zapesochnaya et al. 

1978, Nacer et al. 2006) et les phénols (Bubenchikov et al. 1992). 

Plusieurs espèces appartenant au genre Centaurea ont été largement utilisées en médecine 

traditionnelle, pour guérir différentes maladies telles que hémorroïdes, abcès et rhume 

commun (Baytop 1999 ; Kargioglu et al. 2008, 2010; Sezik et al. 2001). Elles ont aussi été 

utilisées comme anti-diarrhéiques, antipyrétiques, dimétiques, choleretiques, anti-

inflammatoires, et antibactériens (Arif et al. 2004 ; Kargioglu et al. 2010 ; Gokhan et al. 

2011). Plusieurs espèces de Centaurea ont été étudiées par rapport à leurs propriétés 

curatives et leurs compositions chimiques (Tab. 2). 
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Tableau 1 : Quelques espèces de Centaurea qui ont été étudiées sur le plan phytochimique 

et leurs citations correspondantes. 

Espèces  Articles publiés 

C. affinis Tešević et al. 2007 

C. aggregata Zapesochnaya et al.1978 ; Yildirim et al. 2009 

C. arenaria Tešević et al. 2007 ; Csapi et al. 2010 

C. aplolepa Tava et al. 2010 (ssp. Carueliana) 

C. attica Koukoulista et al. 2005 

C. austro-anatolica Ugur et al. 2009 

C. besseriana (C. ovina 

Aggr.) 

Formisano et al. 2011 

C. cadmea Karamenderes et al. 2007 

C. kalolepis Tekeli et al. 2010, 2011 ; Erel et al. 2010 

C. cariensis Tekeli et al. 2010 ; 2011 (ssp maculeseps & macrolepis) ; Ugur et al. 2010 (ssp 

niveotomentosa)  

C. cristata Formisano et al. 2010 

C. cuneifolia Tešević et al. 2007 ; Rosselli et al. 2009 

C. cyanus Chiru 2009 

C. deusta Karioti et al. 2001 ; Koukoulista et al. 2005 ; Tešević et al. 2007 (ssp splendens) 

C. dichora Altintas et al. 2004 

C. diffusa Tharayil et al. 2009 

C. euxina Rosselli et al. 2009 

C. glaberrima Tešević et al. 2007  

C. gracilenta Formisano et al. 2011 

C. musimonum Medjroubi et al. 1997 

C. pelia Lazari et al. 2000 

C. pseudomaculosa Zapesochnaya et al. 1978 ; Bubenchikov et al. 1992 

C. spinosa Saroglou et al. 2011 

C. spinosociliata Formisano et al. 2010 

C. stoeb Perry et al. 2005 ; Broz et Vivanco 2006 ; Tešervić et al. 2007 ; Tharayil et 

Triebwasser 2010 ; Pollock et al. 2011 

C. thessala ssp drakiensis Lazari et al. 2000 ; Koukoulista et al. 2005 

C. tougourensis Nacer et al. 2006 

C. virgata Tarasov et al. 1975 (ssp squarrosa) ; Tešević et al. 2007 (ssp squarrosa) ; Yildirim et 

al. 2009 ; Takeli et al. 2011 

C. zuccariniana  Lazari et al. 2000 
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3. Présentation des espèces étudiées 

3.1.  Centaurea musimonum Maire. 

   Maire, Bull. Soc. Hist. Nat. Afrique N 9 :180 (1918) 

Chez cette espèce les bractées de l'involucre sont à appendice constitué par une forte épine 

vulnérante (sans épines secondaires latérales ou basales). C’est une plante subacaule 

cespiteuse, de petite taille (10-15 cm). Les feuilles sont lyrées pinnatifides; les basilaires 

longuement pétiolées, évaginées et semi amplexicaules. Les capitules terminaux sont de 1 

cm2 (fleurons et épines non compris). Les appendices des bractées sont munis d’un 

tomentum blanchâtre à la base interne. Les corolles sont longuement exsertes, jaunes. Les 

akènes sont chauves, de 4 mm de long environ. Selon Quézel et Santa (1963) c’est une 

espèce qui a été localisée dans les rochers et les ravins des montagnes arides. Elle à été 

signalée par ces mêmes auteurs comme endémique des confins algéro-marocains. (Quézel & 

Santa 1963) (Fig 1a, 2a). 

3.2.  Centaurea maroccana BaIl. (Ball 1873) 

   ≡ Calcitrapa maroccana (Ball.) Holub (1973. Preslia 45(2) : 143 (1973). 
   = Centaurea pterodonta Pomel (1874) Nouv. Fl. Atl. : 28 (1974) 
 
Les corps des bractées moyennes et les appendices sont de couleurs différentes (corps 

jaunâtre et appendice brun-noir). Les appendices sont constitués d’une épine fine et longue 

(de 2 à 2,5 cm) avec 4 épines plus courtes (2-3 de chaque côté). C’est une plante annuelle du 

Tell et des hauts plateaux, à tige ailée. C’est une plante pubescente laineuse, de 20-40 cm. 

Les tiges sont rameuses, divariquées. Les capitules sont soit terminaux soit situés dans les 

dichotomies. Les fleurs sont jaunes, involucrés par des feuilles bractéales linéaires et 

courtes, ovoïdes coniques. Les akènes sont de couleur noire, de très petite taille, à aigrette 

blanche et plus longue qu'eux. Elle se rencontre généralement dans les champs, les 

pâturages arides Ibéro-Maurétanien. Elle est appelée dans le dialecte local le Neggar.  

Selon Ozenda (1991), C. maroccana est une espèce endémique algérienne (Fig 1b, 2b). 

3.3.  Centaurea melitensis L. (Linné 1753) 

 ≡ Calcitrapa melitensis (L.) Soják 
 = Centaurea melitensis var. apila Rouy (1905). Fl. France (Rouye) 9 :16 (1905) 
 = Centaurea apula Lam. (1785). Encycl. (Lamarck) 1 : 674 (1785) 
  = Centaurea melitensis var. couferta Webb et Berthel. (1844). Hist. Nat. Iles Canaries 
(Phytogr.) 3 (2) : 360 (1844). 
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C’est une plante annuelle. Les bractées de l'involucre sont à appendices comportant 2 à 6 

épines latérales et non scarieux à la base. Ce sont des plantes de taille variable. La tige est 

droite et rude et étroitement ailée. Les feuilles sont décurrentes sur la tige. Les capitules 

sont petits (1 cm de large sur 1,5 cm de long), ils sont souvent en corymbe dense, plus ou 

moins aranéeux, à fleurs jaunes et glanduleuses. Les appendices sont à épine médiane plus 

récurvée. Les akènes sont de 3 mm environ, de couleur grisâtre. Ils sont pubescents, à 

aigrette plus courte ou égalant le corps. C’est une espèce qui se rencontre souvent dans les 

champs, les pâturages arides dans toute l'Algérie. Souvent appelée : Croix de Malte, ou bien 

en arabe dialectal : «Alitime », (Quézel & Santa 1963) (Fig. 1c, 2c). 

 

3.4.  Centaurea tougourensis subsp tougourensis Q. et S. 
 
 ≡ Centaurea tougourensis Boiss. et Reut. subsp tougourensis (1856). Diagn. Pl. Orient., Ser. 2 
3 :76 (1856). 
= Centaurea tougourensis var brevimucronata Maire (1938). Bull. Soc. Hist. Nat. Afrique N. 
29 : 2490 425 (1938).  
= Centaurea tougourensis var medians Maire. 
= Centaurea tougourensis var. transiens Maire. Bull. Soc. Hist. Nat. Afrique N. 26 : 1846 213 
(1935). 
 

Les appendices des bractées ont une partie scarieuse-blanchâtre très marquée possédant 

10-14 laciniures. Les plantes sont ligneuses à la base, mesurant de 30-40 cm. Elles sont 

cendrées- pubescentes. Les tiges sont rameuses. Les rameaux sont rigides. Les feuilles sont 

pinnatilobées à lobes linéaires; non décurrentes sur la tige. Les capitules sont petits de 5-10 

mm de large sur 15 mm de long. Les fleurs sont purpurines. Les bractées sont munies de 

nervures très apparentes. L’Aigrette est trois fois plus courte que l'akène, l'interne est 

semblable à l'externe. C’est une espèce qui se rencontre dans les rocailles, aux Aurès, à 

Djebel Tougour, Djebel Guethiane, Guadoust. Elle est endémique Algérienne, (Quézel et 

Santa 1963) (Fig. 1d, 2d) 
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Figure 1 : Photographies représentants les espèces de Centaurea étudiées (Benamara-

Bellagha 2013) 

a : C. musimonum ; b : C. maroccana; c: C. melitensis; d: C. tougourensis ssp tougourensis 
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Figure 2 p: Photographies représentants les akènes des espèces de Centaurea étudiées 

(Benamara-Bellagha 2013) 

a : C. musimonum ; b : C. maroccana; c: C. melitensis; d: C. tougourensis ssp tougourensis 
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4. Notion d’endémisme  

Le terme endémisme a été utilisé pour la première fois en Biologie Végétale par De Candolle 

(1820). Il désigne des espèces poussant exclusivement dans une aire déterminée.  

La catégorisation des espèces endémiques sélectionnées selon des critères bien connus (par 

exemple l’écologie, l’âge, etc.) est l’une des questions les plus controversées. La caryologie 

est considérée comme l’un des outils d’analyse le plus informatif utilisé pour éclaircir cette 

question (Hinz 1989; Ferreira & Boldrini 2011). Chiarugi (1949) a été le premier à introduire 

les techniques caryologiques dans l’étude de la flore endémique, suivi de près par Martinoli 

(1954). 

En 1961, Favarger et Contandriopoulus ont proposé la première classification des plantes 

endémiques basée sur des données cytotaxonomiques. 

L’étude de l’heterochromatine constitutive et les différents marquages de cytogénétique 

moléculaire dans l’étude des espèces a aidé à comprendre et à déterminer le processus de 

différenciation et d’évolution des espèces endémiques.  

Dans la même optique Favarger et Siljak-Yakovlev (1986) ont utilisé une nouvelle 

caractérisation cytogénétique pour compléter la définition des espèces endémiques avec 

des distinctions plus précises entre les espèces endémiques et les espèces voisines dans le 

cas où le nombre chromosomique et le niveau de ploïdie sont identiques (Siljak-Yakovlev & 

Peruzzi 2012). Toujours selon ces mêmes auteurs,  ces espèces peuvent être des reliques de 

taxons très anciens. Elles sont appelées paléo-endémiques si elles sont taxonomiquement 

isolées (genre ou famille monotypique). Elles sont patro-endémiques si elles sont diploïdes 

et ont des espèces apparentées polyploïdes dont elles peuvent être à l’origine. D’autres 

espèces sont issues d’évènements récents de spéciation, ce sont les néo-endémiques. Elles 

peuvent apparaitre soit à partir d’évènements de polyploïdisation (apo-endémiques) soit 

par différenciation progressive des populations dans certaines zones de l’aire de répartition 

de l’espèce génitrice (schizo-endémiques). 

Dans la flore Algérienne, il a été signalé la présence de 700 espèces endémiques (Zeraia 

1983). En se basant sur la flore de Quézel et Santa (1963), 653 espèces endémiques ont été 

répertoriées. Le genre Centaurea en contient dix (Annexe 1, Tab. 1). 
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Le taux d’endémisme en Algérie est de 12,6%. Parmi les espèces endémiques, 165 sont 

endémiques Nord Africaines, 270 endémiques Algériennes. Alors que l’UICN (Union 

Internationale de Conservation de la nature) ne signale que 168 endémiques spécifiques à 

l’Algérie. 

5. Asymétrie du caryotype 

Le concept d’asymétrie, c'est-à-dire, un caryotype marqué par la prédominance de 

chromosomes avec des centromères terminaux et subterminaux (asymétrie 

intrachromosomique) et une grande hétérogénéité dans la taille du génome (asymétrie 

interchromosomique) a été développé en premier par Levitsky (1931). Plus tard Stebbins 

(1971) a proposé une méthode quali-quantitative pour l’estimation de l’asymétrie des 

caryotypes. 12 catégories en tenant compte de quatre classes (de 1 à 4) définies en fonction 

de l’augmentation de la proportion des chromosomes avec un arm ratio < 2 :1, sont 

combinées avec trois classes (A, B, C) définies par rapport à l’augmentation du ratio entre le 

plus grand et le plus petit chromosome du complément. 

Il existe deux types d’asyméétrie : 

- L’asymétrie interchromosomique : résulte de l’hétérogénéité entre la taille des 

chromosomes. Plusieurs auteurs ont proposés des estimations quantitatives de cette 

asymétrie : l’index Rec (Greilhuber & Speta 1976; Venora et al. 2002), l’index A2 (Romero 

Zarco 1986), le ratio R (Siljak-Yakovlev 1986), le CVCL (Lavania & Srivastana 1992 ; Watanabe 

et al. 1999 ; Paszko 2006). Ce dernier est considéré comme un paramètre statistiquement 

correct et capable de capturer même les petites variations entre les tailles des chromosomes 

dans un complément (Tab 3). 

- L’asymétrie intrachromosomique : est plus complexe, elle est due aux différentes 

positions du centromère. Le premier index quantitatif le TF% a été proposé par Huziwara 

(1962) suivie du AsK de Arano (1963). Plus tard, de nouvelles propositions ont vu le jour : le 

Syi (Greilhuber & Speta 1976 ; Venora et al. 2002), le AsI% (Arano & Saito 1980), le A1 

(Romero Zarco 1986), le CG (Lavania & Srivastava 1992), le A (Watanabe et al. 1999), CVCI 

(Paszko 2006) (Tab. 2) 

Ce dernier paramètre (coefficient de variation de l’indice centromérique a été revendiqué 

par Paszko (2006) comme étant le seul paramètre à fondement statistique. Toutefois, sa 
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proposition a été vivement critiquée par Zuo et Yuan (2011) qui témoignent que le CVCI n’est 

pas en mesure de saisir et d’exprimer quantitativement le sens original du caryotype 

asymétrique (c'est-à-dire la prévalence de chromosomes télocentriques et 

subtélocentriques) mais seulement de quantifier la variation relative (hétérogénéité) entre 

les positions du centromère dans le caryotype. Par conséquent, le problème d’une bonne 

estimation de l’asymétrie intrachromosomique est resté ouvert jusqu’aux travaux de Peruzzi 

et Eroğlu (2013), où ils proposent un nouvel indice, le MCA (Mean Centromeric Asymmetry). 

C’est un paramètre qui est particulièrement utile lorsque la variation de la taille des 

chromosomes est négligeable (Peruzzi & Eroğlu 2013). 

Tableau 2 : Différentes méthodes d’évaluation de l’asymétrie du caryotype (Zuo & Yuan 

2011) 

Références Méthodes d’évaluation de l’asymétrie 

Stebbins (1971) Intrac Proportion des chromosomes avec un ratio des bras <2:1 1.00 = 1; 
0.99–0.51 = 2; 0.50–0.01 = 3; 0.00 = 4 
Bimod le plus long/le plus court: <2:1 = A; 2:1–4:1 = B; >4:1 = C 

Huziwara (1962) Intrac TF% = longueur total des bras courts/longueur totale des 
chromosomes. 
Bimod 

Arano (1963) Intrac Ask% = longueur des bras longs du lot chromosomique/longueur 
totale des chromosomes 
Bimod 

Greihuber et 

Speta (1976) 

Intrac Syi = (moyenne longueur bras courts/ moyenne longueur bras 
longs) x 100 
Bimod 
Rec =(ΣCLi /LC)/nx100 (CLi = longueur de chaque chromosome; LC = 
longueur du chromosome le plus long; n = nombre de chromosomes 
analysés) 

Romero Zarco 

(1986) 

Intrac A1=1- Σ (bi/B)i/n (bi= la moyenne de la longueur du bars court dans 
chaque paire chromosomique; Bi = la moyenne de la longueur du bras 
long dans chaque paire chromosomique; n = le nombre de paires 
chromosomiques) 
Bimod A2 = s/x (s = déviation standard de la longueur chromosomique; x 
= la moyenne de la longueur chromosomique) 

Lavania et 

Srivastava 

(1992) 

Intrac CG = (longueur médiane bras court/ longueur médiane des 
chromosomes) x 100 
Bimod CV = (SCL/xCL) x 100 (SCL = déviation standard de la longueur 
chromosomique; x CL = moyenne de la longueur chromosomique) DI = 
(CG x CV)/100 

Watanabe et al. A= Σ(Bi-bi/ Bi+bi)/n (Bi = longueur du bras long de chaque chromosome; 
bi = longueur du bras court de chaque chromosome, n = le nombre 
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(1999) haploïde de chromosomes 
Bimod 

Paszko (2006) Intrac CV CI = (S CI /x CI ) x 100 (S CI = deviation standard de l’index 
centromérique; x CI = moyenne de l’index centromérique) 
Bimod CV CL = A 2 x 100 (A 2 proposé par by Romero Zarco 1986) 
AI = (CV CL x CVCI)/100 

Intrac: asymétrie intrachromosomique, bimod: bimodalité 

 

6. Organisation des gènes ribosomiques  

Les ADN ribosomiques (35S et 5S) sont les segments d’ADN les plus utilisés pour la 

cartographie et le marquage chromosomique chez les plantes. Ils sont hautement conservés 

et largement utilisés comme marqueur cytogénétique moléculaire (Yakovlev et al. 2014).  

 

- Les ADN ribosomiques 35S (18S-5,8S-26S) : se présentent sous forme de séquences 

répétées en tandem, associées aux organisateurs nucléolaires riches en 

hétérochromatine (Long & David 1980). Les unités de transcriptions alternent avec des 

espaceurs intergéniques non transcrits (NTS). Chaque unité est formée de trois unités, 

18S, 5,8S et 26S. Les sous-unités sont séparées par des espaceurs transcrits (Internal 

Transcribed Spacer), ITS1 et ITS2 respectivement (Fig. 3).  

Chez les plantes, chaque unité peut mesurer en moyenne 10 Kb. Des centaines ou même des 

milliers de copies d’unités répétées peuvent être présentes et représenter plus de 10% du 

génome (Pruitt & Meyerowit 1986 ; Heslop-Harrison 2000). Les ADNr sont organisés en 

tandem au sein des organisateurs nucléolaires (NORs).  

 

 

 

 

Figure 3 : Représentation schématique d’une unité de répétition des gènes ribosomiques 

18S-5,8S-26S (Sollner-Webb & Mougey 1991). Les bandes noires correspondent aux régions 

codantes. Les bandes blanches correspondent aux régions « espaceurs » transcites présentes 

uniquement dans l’ARN messager. ETS : espaceur externe transcrit, ITS : espaceur interne 

transcrit, NTS : séparant les unités géniques. 

ETS ITS ETS ITS 

NTS 

18S 5,8S 26S 

NTS 
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- Les ADN ribosomiques 5S : Ils sont cartographiés en dehors des NORs. Ils sont 

organisés en séquences hautement répétées en tandem de l’unité de base. Ils sont de 200 à 

900 pb de long, et près de 1000 à 5000 copies (Goldsbrough et al. 1981, Long & David 1980). 

Le gène peut mesurer 120 pb de long et contient des régions codantes et des espaceurs 

intergéniques de tailles variables.  

La localisation chromosomique des 5S rDNA a été étudiée chez plusieurs espèces végétales 

par hybridation in situ. Leur nombre est généralement différent de celui des loci des ADNr 

35S dans le génome du même individu (Baum & Appels 1991).  

Chez les eucaryotes supérieurs les gènes ribosomiques 35S et 5S sont relativement 

indépendants l’un de l’autre. Ils sont souvent organisés sur des loci localisés sur des 

chromosomes différents ou en des positions différentes sur le même chromosome (Sastri et 

al. 1992 ; Leitch & Heslop-Harrison 1993 ; Badaeva et al. 1996 ; Labaretz et al. 1996 ; Brown 

& carlson 1997). 

Les gènes ribosomiques 35S et 5S ont été largement étudiés pour comprendre l’organisation 

chromosomique et les relations évolutives et phylogéniques entre les taxa étroitement 

proches (Badaeva et al. 1996 ; de Bustos et al. 1996 ; Hanson et al. 1996). 

7. Organisateurs nucléolaires et nucléoles 

Les NORs (régions des organisateurs nucléolaires) sont les sites de la formation des nucléoles 

(Shaw 2005). Ils sont visibles sur les constrictions secondaires et ont tendance à être 

étroitement liés aux télomères. Leur nombre varie selon les espèces et chacun est localisé 

sur un chromosome différent. 

Les nucléoles sont une sous structure nucléolaire formée pour la synthèse du ribosome 

(Mélèse & Xue 1995). Sa taille varie énormément selon l’activité cellulaire. Il est 

généralement formé à proximité de loci aux extrémités des chromosomes (NORs), et sont 

constitués de gènes répétés en tandem codant pour l’ARNr (Hernandez-Verdum 2006; Raska 

et al. 2006) 

La formation des nucléoles est un signe d’activité des régions des organisateurs nucléolaires. 

Il existe une corrélation positive entre la taille de la constriction secondaire et la taille du 

nucléole formé par celle-ci (Anastassova-Kristeva et al. 1977; Nicoloff et al. 1979). 
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Les NORs sont généralement localisés sur les constrictions secondaires des chromosomes et 

représentent les sites codants pour les gènes ribosomiques 18S-5,8S-26S. Ces gènes sont 

présents en tandem, et forment des NORs quand ils sont transcrits et leur nombre varie 

largement entre les espèces (Sumner 1990). 

Ils peuvent être colorés par la technique du N-banding, par la coloration au nitrate d’argent 

et même avec les fluorochromes tels que la chromomycine qui colorie sélectivement l’ADN 

riche en bases GC (Schweizer 1976). 

8. Taille du génome  

L’expression taille du génome a été utilisée pour la première fois par Hinegardner (1976). 

Elle désignait la masse ou la quantité d’ADN dans le génome haploïde non répliqué.  

Cavalier-Smith (1985) et Gregory et Hebert (1999) ont considéré que « taille du génome » et 

« valeur C » sont équivalentes. Ils donnent comme définition : la quantité d’ADN mesurée 

par poids ou en nombre de paires de bases dans une seule copie de toutes les séquences 

d’ADN du noyau d’un organisme. 

Ces définitions ne sont plus d’actualité. Selon Greilhuber et al. (2005), il est plutôt 

linguistiquement et scientifiquement acceptable d’utiliser « taille du génome » dans son 

sens large. Elle désigne à la fois tout le complément chromosomique (avec le nombre 

chromosomique n) et sa quantité d’ADN et le génome monoploïde (avec le nombre 

chromosomique x) et sa quantité d’ADN chez les polyploïdes. 

Selon ces mêmes auteurs, trois notions ont été proposées : 

- Génome holoploïde : pour désigner tout le complément chromosomique sans tenir compte 

du degré de ploïdie d’un organisme. 

- Taille du génome holoploïde : pour désigner la quantité d’ADN de tout le complément 

chromosomique d’un organisme. 

- La valeur Cx ou taille du génome monoploïde : pour désigner la quantité d’ADN du génome 

monoploïde chez les polyploïdes et les non polyploïdes 

Elle a été estimée chez les espèces végétales pour la première fois depuis 25 ans (Galbraith 

et al. 1983). Malgré son importance, la taille du génome a été estimée pour seulement près 
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de 1,8% des angiospermes et 28% de gymnospermes (Doležel & Bartôs 2005; Leitch & 

Bennett 2007). 

La littérature actuelle vise à montrer les mécanismes de l’évolution de la taille du génome 

(Shmidt et al. 2000; Gregory 2005) et les relations entre celle-ci et les facteurs écologiques 

(SlovaK et al. 2009).  

L’analyse de la quantité d’ADN nucléaire est utile dans la compréhension de la biologie 

moléculaire des plantes, l’évolution des génomes, la taxonomie, l’écologie, la physiologie et 

le développement (Bennett et al. 2000), dans la systématique et l’évolution (Godelle et al. 

1993; Martel et al. 1997; Cerbah et al. 1998; Ohri 1998; Cerbah et al. 2001).  

9. Palynologie chez le genre Centaurea  

On désigne sous le nom de pollen l'ensemble des spores ou des spores germées mâles 

(gamétophytes mâles) des plantes à fleurs, gymnospermes et angiospermes. 

Un pollen est constitué de plusieurs cellules destinées à intervenir dans la fécondation des 

organes femelles. Ces cellules sont enfermées dans une enveloppe complexe constituée 

schématiquement de deux parties : 

- L’intine, constituées de polysaccharides et peu résistante donc non fossilisable. 

- L’exine formée de sporopollénine (matière organique terpénique polymérisée) qui 

n’est détruite que par oxydation. Elle est très résistante donc fossilisable. 

Cette enveloppe comporte une ou plusieurs ouvertures de forme caractéristiques (pores ou 

sillons) qui permettent le passage du tube pollinique lors de la germination du pollen sur la 

fleur femelle. Sa surface est en général porteuse d’une ornementation spécifique. 

La classification des grains de pollen repose sur : 

 La présence ou non de pores ou de sillons : 

- Sans ouvertures (ni pore ni sillon) : pollen inaperturé. 

- Pores seules (petites ouvertures circulaire) : pollen poré 

- Sillons seules (ouverture très allongée) : pollen colpé. 

- Sillons et pores peuvent coexister : pollen colporé. 

 Aspect de la surface (ornementation et structure de l’exine) 

 Taille et allongement peuvent aussi être pris en compte. 
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Selon Dimon (1971a et b), le pollen de la famille des Asteraceae, est principalement 

caractérisé par: 

- la présence d’un tectum structuré 

- la surface tectale toujours pourvue d’épines de taille et de formes variables 

- l’existence d’un système apertural complexe avec une aperture externe 

(ectoaperture), une aperture moyenne (mesoaperture) située sous la précédente et 

une aperture interne (endoaperture). 

Chez le genre Centaurea, la morphologie du pollen a été étudiée pour la première fois par 

Wagenitz (1955). Il est généralement isopolaire à symétrie radiale d’ordre 3. Tricolporé, 

longiaxe (P>E), aquiaxe (P=E) et plus rarement bréviaxe (P<E). Le P et le E étant, 

respectivement, l’axe polaire et l’axe équatorial (Siljak-Yakovlev 1986). 

Plusieurs types polliniques ont été identifiés (Wagenitz 1955 ; Martin-Villodre & Garcia-Jacas 

2000 ; Garcia-Jacas et al. 2006) : 

- Le type Centaurea scabiosa dans le sous-genre Lopholoma. 

- Le type Cyanus et Montana dans le sous-genre Cyanus. 

- Le type Jacea dans le sous-genre Centaurea 

Parmi les 303 espèces étudiées par Wagenitz (1955), 180 possèdent le type de pollen Jacea 

ce qui représente près de 61%. 

Wagenitz (1955, 1974b), donne un classement évolutif des différents types polliniques. Les 

types Cyanus et Montana sont les plus primitifs et les types Centaurea scabiosa et Jacea sont 

les plus évolués.  
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Matériel et méthodes 

1. Matériel  

- Le matériel : 

Nous avons échantillonné le long d’un transect Nord Sud (de Constantine à Tolga). Le 

tableau 3 représente les localités précises où nous avons récolté nos populations. Rappelons 

que les endémiques ont une aire de distribution restreinte. Ainsi, sept populations et une 

dizaine d’individus par population ont été récoltés. 

Du point de vue climatique, la wilaya de Batna est caractérisée par un étage bioclimatique 

semi-aride frais. Cette zone reçoit en moyenne 348.4 mm/an. Cette semi-aridité se traduit 

sur le terrain par une amplitude thermique élevée (20°), par des étés brûlants et des hivers 

glacés, de fréquents vents chauds et très secs pendant la saison chaude. La saison 

biologiquement sèche dure de 4 à 5 mois en moyenne. 

La wilaya de Biskra est caractérisée par un étage bioclimatique aride à hiver doux. La 

moyenne annuelle des précipitations est de 131,46 mm/an pour un nombre de jours de 

pluie de 35 jours environ. La région se caractérise par une forte température (moyenne 

annuelle : 22,67°C) avec de fortes variations saisonnières (34,89°C en juillet et 11,25°C en 

janvier). 

 

-  La période de collecte :  

Pour l’étude cytogénétique, la récolte s’est étalée sur plusieurs années (de 2006 à 2009). Des 

sorties sur terrains ont été organisées d’abord au printemps à la période de floraison (avril et 

mai), afin de procéder à la localisation et l’identification des espèces qui s’est faite sur la 

base de la description de Quézel et Santa (1963), puis en été fin Juin, début juillet à la 

période de formation du fruit pour récolter les akènes. Des centaines d’akènes par espèces 

ont été utilisées. 

Pour la partie palynologique, la collecte des capitules floraux s’est faites sur deux années : 

printemps 2013 et printemps 2014.  
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Tableau 3 : Origine géographique du matériel végétal étudié 

Espèces Sections Localités Latitudes  Longitudes 

C. musimonum 

Maire 

Chamaecyanus 

Willk. 

Ain yagout 35° 46’ 35’’ N 6° 27’ 7’’ E 

Ain touta 35° 22’ 36’’ N 6° 45’ 18’’ E 

Batna 35’ 32’ 41’’ N 6° 9’ 35’’ E 

C. maroccana Ball. 
Mesocentron 

(Cass.) DC. 

El Kantara 35’ 13’ 33’’ N 5° 42’ 43’’ E 

Biskra 35° 06’ 39’’ N 6° 27’ 7’’ E 

C. melitensis L. Mesocentron 

(Cass.) DC. 
Tamarins 35° 19' 30" N 55° 50' 08" E 

C. tougourensis 

subsp 

tougourensis Q. et 

S. 

Phalolepis 

(Cass.) DC. 

Djebel 

Tougour 
35° 06’ 27’’ N 6° 45’ 18’’ E 

 

Des difficultés ont été rencontrées lors de la collecte des échantillons de C. tougourensis 

subsp tougourensis. Les touffes étaient pour la plupart localisées sur le bord de la route et 

en petit nombre. Suite à des travaux d’élargissement de la chaussée la plupart des individus 

ont été arrachés. 

Lors des différentes sorties de prospection, d’autres espèces (qui ne sont pas endémiques) 

ont été collectées : C. sphaerocephala L. dans la région de Skikda, C. incana Desf. dans les 

balcons du Ghoufi et C. omphalotricha Coss. et Dur. dans la région de Arris.  

C. incana a présenté des capitules qui, pour la plupart, étaient vides, ou comportaient des 

akènes stériles ou infestés d’insectes. Pour C. sphaerocephala et C. omphalotricha nous 

n’avons pas pu faire germer les akènes et ceci malgré plusieurs tentatives. Nous avons finis 

pour l’instant par différer l’étude de ces trois espèces.  
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2. Méthodes 

2.1 Méthodes appliquées sur les méristèmes racinaires 

L’établissement des caryotypes à été réalisé selon les méthodes proposées par Jahier (1992). 

Il comporte les étapes suivantes :  

a/ Germination 

Les akènes sont mis à germer dans des boites de Pétri tapissées de papier Whatman, imbibé 

d’eau distillée. Les boites de Pétri sont ensuite transférées à 240 C à l’étuve. La germination 

des akènes est obtenue après 3 à 6 jours selon les espèces. 

 

b/ Prétraitement 

Le prétraitement des racines est une étape essentielle pour l'étude des chromosomes 

somatiques. Il remplit plusieurs fonctions: arrête la formation de fuseaux, augmente le 

nombre de cellules en métaphase en bloquant les divisions au stade métaphasique, 

contracte les chromosomes en rendant les constrictions bien distinctes, et augmente la 

viscosité du cytoplasme.  

De nombreux agents de prétraitement peuvent être utilisés. Nous avons choisi deux d’entre 

eux : la colchicine et la 8 hydroxy-quinoléine. 

Nous avons utilisé en premier la colchicine (0,05%). Nous n’avons pu obtenir des résultats 

satisfaisants (chromosomes tassés, plaques métaphasiques trop compacts formées de 

chromosomes non individualisés).  

Nous avons pu obtenir en utilisant la 8 hydroxy-quinoléine à 0,002 M pendant 3h à une 

température de 160 C de meilleurs résultats.  

Un prétraitement avec la 8 hydroxy-quinoléine est efficace pour les plantes dont les 

chromosomes sont de petite taille. Il rend les constrictions primaires (kinétochores) et les 

constrictions secondaires (organisateurs nucléolaires) très clairs. 

 

c/ Fixation  

La science de l'étude des chromosomes dépend de la bonne fixation. La fonction d'un 

fixateur est de fixer, ou arrêter les cellules à un stade souhaité de la division cellulaire sans 

causer de distorsion, de l'enflure, ou le rétrécissement des chromosomes (Sharma & Sharma 

1965)  
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Nous avons utilisé le Carnoy I composé d’éthanol acétique (3v :1v) (Carnoy 1886). Les racines 

sont plongées dans ce fixateur fraîchement préparé pendant au moins 48h à 40C. 

d/ Stockage  

Les racines fixées peuvent se conserver pendant plusieurs jours, voir plusieurs mois dans de 

l’éthanol à 70% à une température de 40C (Jahier 1992). 

e/ Hydrolyse 

Les racines sont hydrolysées dans de l’HCl 1N à 600C pendant 12mn. L’hydrolyse permet un 

bon étalement des cellules et des chromosomes entre lame et lamelles. 

 

f/ Coloration 

Afin de mettre en évidence les zones méristématiques, les racines hydrolysées sont colorées 

à l’acéto-orcéine pendant seulement quelques minutes (annexe). 

g/ Montage  

Le montage des lames est réalisé selon la technique de Conger et Fairchild (1953). Pour 

obtenir des préparations permanentes, les lamelles sont décollées après un passage d’au 

moins 24h dans un congélateur à -80°C, puis rincées à l’éthanol absolu et séchées à l’air libre 

pendant 24h. Les lames sont ensuite montées au Depex. 

h/ Construction du caryotype 

Un caryotype est constitué d’une plaque métaphsique d’un caryogramme et d’un 

idiogramme. 

Différents paramètres caractérisent un caryotype, tels que le nombre chromosomique de 

base, la longueur totale des chromosomes, la longueur relative de chaque paire 

chromosomique, la présence de satellites, le degré de symétrie qui tient compte des 

longueurs totales des chromosomes et des positions centromériques. 

Le caryogramme est une représentation systématisée des chromosomes d’une cellule, 

associés successivement d’après leurs caractères morphologiques (Siljak-Yakovlev 1986). Il 

est réalisé par la détection des chromosomes homologues et la détermination de la position 

de chacun d’eux selon la méthode de Levan et al. (1964). L’identification des types 
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chromosomiques en fonction de la position du centromère sur chaque chromosome a été 

effectuée selon ces mêmes auteurs. 

Un degré de spiralisation trop important peu rendre difficile l’observation des satellites et 

des constrictions secondaires. Selon Bentzer et al. (1971), le degré de spiralisation des 

chromosomes devrait être relativement le même pour toutes les plaques, la différence de 

longueur des chromosomes d’une préparation à une autre ne dépassant pas le seuil de 10%. 

Les plaques métaphasiques sélectionnées ont été photographiées à l’aide d’un microscope 

Zeiss Axioscop muni d’une caméra Sony Color Video, model : MC-3255 série 406768 et d’un 

logiciel Axiovision 2.0.5. 

La construction de l’idiogramme a été réalisée après des mesures effectuées sur cinq 

plaques métaphasiques appartenant à cinq individus différents de la même population. 

Chaque type chromosomique est caractérisé par une position particulière du centromère 

(constriction primaire). Plusieurs méthodes et plusieurs nomenclatures ont vu le jour suite 

au développement intense de la cytogénétique humaine. Deux formules utilisées pour la 

localisation du centromère ont été adoptées suite au colloque sur la nomenclature des 

chromosomes humains en 1960 à Denver (Siljak-Yakovlev 1986) : le rapport des longueurs 

des bras r=Bl/Bc et l’indice centromérique Ic= Bcx100/LT. 

Outre le rapport Bl/Bc et l’indice centromérique (Ic) d’autres paramètres sont proposés par 

Levan et al. (1964) tels que la différence entre les longueurs des bras longs et bras courts d= 

Bl-Bc. 

Ainsi tous les paramètres pris en considération pour la construction des idiogrammes sont : 

• Longueurs des bras courts (Bc) et des bras longs (Bl)  

• Longueur totale de chaque chromosome LT = Bc + Bt 

• Longueur totale relative de tous les chromosomes LTR = (LT / ∑LT) x 100  

• Valeur moyennes des rapports bras longs / les bras courts r = BL / BC  

• Différence entre la longueur du bras long et celle du bras court d = BL – BC  
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• Indice centromérique pour chaque paire chromosomique Ic % = (BC / BL) x 100  

• Indice d'asymétrie intrachromosomal : MCA= A x 100 où A= moyenne (BL-BC) / (BL+BC) 

• Indice d’asymétrie interchromosomal : CVCL= A2 x 100 où A2= s/x (s : déviation standard et 

x : moyenne des longueurs chromosomiques) 

• Rapport R entre la paire chromosomique la plus longue et la plus courte de la garniture 

chromosomique.  

Suite à cela on peut distinguer six types chromosomiques représentés dans le tableau 4. 

Tableau 4 : Nomenclature concernant la position du centromère proposée par Levan et al. 

(1964) 

Position du 

centromère 
d r Ic 

Type 

chromosomique 

Point médian 00.0 1.0 50.0  M 

Région médiane 00.0-02.5 1.0-1.7 50.0-37.5 m 

Région 

submédiane 
02.5-05.0 1.7-3.0 37.5-25.0 sm 

Région 

subterminale 
05.0-07.0 3.0-7.0 25.0-12.5 st 

 Région 

terminale 
07.0-10.0 7.0-∞ 12.5-00.0 t 

Position 

terminale 
10.0 ∞ 00.0 T 

 

M : métacentrique, m : métacentrique senso largo, sm : submétacentrique, st : 

subtélocentrique, t : acrocentrique, T : télocentrique 

2.2 Méthodes d’analyse cytogénétique moléculaire 

La paroi des cellules végétales constitue une barrière pour un bon étalement des 

chromosomes. Il est recommandé d’utiliser des suspensions de protoplastes. 
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a/ Technique d’obtention des protoplastes 

C’est une technique qui a été mise au point par Geber et Schweiser (1987), elle consiste à 

obtenir des cellules débarrassées de leurs parois pectocellulosiques. Généralement un 

traitement enzymatique est nécessaire. Elle comprend les étapes suivantes : 

- Prélèvement des méristèmes racinaires et les rincer dans un tampon citrate à pH 4,6 

pendant au moins 20 min à température ambiante. 

- Immersion des méristèmes dans une mixture enzymatique [4% R-10 cellulase (Yakult 

Honsha Co. Tokyo, Japan), 1% pectolyase Y-23 (Seishin Co. Tokyo, Japan), 4% hemicellulase 

(Sigma)] à 37° C pendant 20 à 25 min. 

- Rinçage des racines dans de l’eau distillée pendant 20 min. 

- Ecrasement dans une goutte d’acide acétique à 45%. 

- Montage des pointes racinaires entre lame et lamelle. 

 

b/ Technique de fluochrome-banding « coloration à la chromomycine A3 » 

Cette technique met en évidence les parties de l’hétérochromatine riches en bases G-C. La 

technique adoptée est celle de Schweizer (1976) modifiée par Siljak-Yakovlev et al. (2002). 

Elle comprend les étapes suivantes : 

- Incubation des protoplastes dans le tampon McIlvaine à pH 7 contenant 20 mM de MgCl 2 

6 H2O pendant 15 mn. Les lames sont ensuite débarrassées de l’excès de tampon.  

- Dépôt d’une goutte de chromomycine A3 (CMA, Sigma) sur la préparation durant 10 mn à 

l’obscurité.  

- Rinçage avec le tampon McILvaine à pH 7.  

- Contre coloration des préparations avec le vert de méthyle à 0.01 % dans un tampon 

McILvaine à pH 5,5 pendant 10 mn.  

- Rinçage rapide avec le tampon McILvaine à pH 5,5. 

- Séchage des lames le plus possible 

- Montage dans une goutte de Citifluor.  

- Observation des lames au microscope à épifluorescence avec un filtre permettant une 

longueur d’onde d’excitation de 450 nm et d’émission de 560nm. 
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c/ Technique d’hybridation in situ par fluorescence 

L’hybridation in situ est définie comme l’hybridation d’une sonde d’acides nucléiques (ARN 

ou ADN) avec les acides nucléiques sur une préparation cytologique. Cette technique permet 

une localisation très précise des séquences complémentaires de la sonde. Appliquée sur des 

chromosomes en métaphase, le site de toute séquence ou gène peut être localisé. Cette 

méthode constitue donc un nouvel outil pour l’établissement de cartes génétiques.  

Les lames utilisées pour la technique de coloration à la chromomycine A3 ont été décolorées 

dans une solution fixatrice (3 :1 éthanol : acide acétique glacial) et déshydratées dans des 

bains d’éthanol à différentes concentrations (70%, 90%, 100%). Les lames sont ensuite 

séchées pendant au moins 12 heures à température ambiante.  

Une double FISH en utilisant deux sondes d’ADN a été réalisée. La sonde utilisée pour 

localiser les 35S (18S-5,8S-26S) pTa71 est un clone de 4 Kb obtenu à partir d’un fragment 

EcoR1 incluant les séquences ADNr 35S à partir d’Arabidopsis thaliana marqué avec le 

fluorochrome Cy3 (Amershan, Courtaboeuf, France) par nick translation. La sonde utilisée 

pour localiser les ADNr 5S pTa794 (Gerlach et Dyer 1980) contient 410 pb de fragment de 

BamH1 isolé à partir du blé et marquée à la digoxigenin-11-dUTP (Roche Diagnostics, 

Maylan, France). 

La technique d’hybridation in situ par fluorescence appliquée est celle proposée par Heslop-

Harrison et al. (1991) avec de légères modifications.  

 Prétraitement des préparations chromosomiques 

- Déshydrater les lames dans une série de bains d’alcool (70%, 90% et 100%) pendant 5 min 

puis les sécher. 

- Traiter les lames avec de la  ARNase (100 μg/ml dans 2xSSC) pendant 1 h à 37°C. C’est une 

étape nécessaire pour prévenir l’hybridation entre l’ADN et l’ARN cytoplasmique et pour 

éclaircir le cytoplasme autour des chromosomes. 

- Rincer les lames avec 2xSSC pendant 3 x 5 min à température ambiante.  

- Traiter les lames avec de la Pepsine (70 μl, 0.1mg/ml dans HCl 0.01 N) pendant 30 min à 

37°C.  
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- Rincer avec 2xSSC pendant 3 x 5 min et déshydrater dans une série de bains d’alcool puis 

sécher pendant 1 h. 

 Préparation de la mixture de la sonde  

Les mixtures des sondes sont préparées en respectant les quantités mentionnées dans le 

tableau 5. 

Tableau 5 : Composition de la mixture de la sonde 

Eléments Volume de prise (µl) 

Formamide à 50% 25 µl par lame 

Dextran sulfate 10% 10 µl par lame  

SDS à 10% 3 µl par lame 

Sperme de saumon 250µl/mg 1.5 µl par lame 

20×SSC 5 µl par lame 

Sonde 35S 20 à 30 µg par lame  

Sonde 5S 20 à 30 µg par lame  

 H2O pure Compléter jusqu'à 50 µl de mixture. 

 

 Dénaturation et hybridation 

- Dénaturer la mixture de sonde dans  une  solution dénaturante (70% formamide dans 

2xSSC) pendant 10 min à 70°C puis refroidir immédiatement dans de la glace pendant au 

moins 10 min.  

- Déposer 50µl de mixture de la sonde dénaturée sur chaque lame. Recouvrir ensuite les 

lames de lamelles en plastiques. Les mettre ensuite dans des boites fermées 

hermétiquement par un ruban adhésif.  

- Dénaturer l’ADN chromosomique et l’ADN de la sonde à 72°C pendant 10 min pour 

dénaturer les chromosomes, puis à 55°C pendant 5 min. 

- Laisser incuber dans une chambre humide pendant toute une nuit à 37°C pour 

l’hybridation. 
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 Rinçage post-hybridation 

Le rinçage après hybridation est nécessaire pour éliminer les sondes qui s’hybrident d’une 

manière non spécifique.  

Après avoir laissé les lames en hybridation toute une nuit à 37°C, les lamelles sont enlevées 

délicatement et les lames rincées successivement avec balancement doux dans une série de 

7 bains : 

- 2 x SSC pendant 3 min à température ambiante 

- 3 x 5 min dans 2 x SSC à 42° C 

- 2 x 5 min dans 20% formamide à 42°C  

- 5 min dans 0.1 x SSC à 42°C  

- 3 x 5 min dans 2 x SSC à 42°C 

- 5 min dans 4 x SSCT à 42°C 

- 5 min dans 4 x SSCT à température ambiante avec agitation douce 

Les lames sont laissées séchées à température ambiante sur un papier absorbant. 

 

 Traitement des lames avec un tampon de détection 

Après avoir incubé les lames dans le sérum d’albumine bovine (BSA) [5% BSA dans 4xSSC, 

(100 μl / lame) pendant 5 min à 37°C], les sondes marquées sont détectées par les anticorps 

anti- digoxigenine conjugué à la fluorescéine. Les lames sont incubées à 37°C pendant 1h et 

sont rincées dans 4 x SSCT pendant 3 x 5 min à température ambiante sous agitation douce 

et à l’obscurité. Les lames sont ensuite contre colorées au DAPI (2 μl/ml; 4’, 6 diamidino-2-

phenylindole dans le Tampon McIlvain citrate (pH 7). Ensuite les lames sont rincées avec 

4xSSCT (~ 1 ml).  

 Montage et analyse des images 

Le montage des lames se fait dans un agent anti-fade dans 30 μl de Citifluor AF2 (Agar Ltd), 

elles sont ensuite observées à l’aide d’un microscope à épifluorescence, Zeiss Axiophot. Une 

série de filtres 01 (excitation 365 nm, émission > 397 nm) pour le DAPI, 09 (excitation 490 

nm, émission 525 nm) pour détecter les signaux 18S et 15 (excitation 540-560, émission 580 

nm) pour détecter les signaux 5S. La détection et les analyses des signaux fluorescents ont 

été performées à l’aide d’une camera CCD ultrasensible (RETIGA 2000R, Princeton 
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Instruments, Evry, France) et le logiciel « Metavue » (Evry, France) comme analyseur 

d’images. 

2.3. Technique de coloration au nitrate d’argent  

C’est une méthode qui a été proposée par Howell et Black (1980), elle comprend les étapes 

suivantes : 

- Rincer les racines convenablement à l’eau distillée 6 fois jusqu’à élimination totale du 

fixateur. 

- Plonger les racines dans une solution de nitrates d’argent à 15% et à pH 5,5 à 60°C toute la 

nuit (à peu près 16 heures) 

- Rincer soigneusement les racines plusieurs fois à l’eau distillée. 

- Placer les racines dans une solution de révélation (1% hydroquinine + formaldéhyde 10M, 

1 :1) pendant 5mn 

- Rincer les racines quand elles deviennent jaunes marron. 

- Ecraser la pointe racinaire sur la lame dans une goutte d’acide acétique à 45%. 

 

2. 4 Technique de cytométrie en flux 

Cette technique consiste à doser la quantité d’ADN directement dans les cellules isolées à 

partir d’un échantillon de tissu frais selon la méthode de Galbraith et al. (1983).  

Elle se base sur l’action d’un agent intercalant fluorescent qui se fixe sur l’ADN et permet de 

colorer le génome. La quantité d’intercalant fixée, et donc la valeur C inférée, dépendent du 

niveau d’empaquetage de la chromatine qui lui-même dépend du niveau de stress de 

l’organisme, de l’état énergétique de la cellule ou de la température de la pièce (Nardon et 

al. 2003 ; Doležel & Bartoš 2005). 

 Etapes de la technique de cytométrie en flux 

La Cytométrie en Flux a été réalisée à l'ISV-CNRS (Gif-Sur-Yvette). Selon les étapes suivantes : 

- Extraction des noyaux 

Des feuilles fraiches ont été recueillies à partir des différentes populations des espèces de 

Centaurea. La taille du génome et le pourcentage de GC ont été estimées selon Marie et 

Brown (1993). Petunia hybrida (Hook) vilum. ‘cv. PxPc6’ (2C = 2.85 pg, Marie & Brown 1993) 

et Solanum lycopersicum L. ‘Montfavet 63-5’ (2C= 1,99 pg, Lepers-Andrzejewski et al. 2011) 
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ont été utilisées comme étalons internes. Les feuilles ont été hachées ensemble à laide 

d’une lame de rasoir dans 600 μl de tampon Galbraith d’extraction de noyaux (Galbraith et 

al. 1983) contenant 0.1 (p/v) Triton X-100 avec ajout 10 mM métabisulfite de sodium frais 

(agent réducteur et stabilisant) et 1% polyvinylpyrrolidone 10,000 (Sigma P6755) qui permet 

de complexer les polyphénols fluorescents et empêche leur polymérisation.  

La suspension a été ensuite filtrée sur un nylon à pores calibrés (taille du pore: 48 μm) et 

conservée à 4°C. L’ADN nucléaire total a été estimé en utilisant un intercalant d’ADN, le 

colorant Iodure de Propidium (IP) (50 μg/ml; Sigma) après addition de RNase (2.5 unités/ml; 

Roche) pendant 15 min. 

- Mesures  

Les mesures sont effectuées sur 5000 à 10000 noyaux et répétées deux ou trois fois pour 

chaque échantillon. 

- Analyse des données 

L’ADN nucléaire total a été calculé comme le rapport entre les pics de l’échantillon et de 

l’étalon multiplié par le contenu de l’ADN de l’étalon. Toutes les mesures ont été effectuées 

à l’aide d’un Cytomètre en Flux Elite ESP (Beckman Coulter, Roissy, France) avec un laser à 

argon refroidi à l'eau. 

Les résultats sont présentés sous forme de moyennes (+ /- écart type) 

 

2. 5 Techniques d’étude des grains de pollen  

a/ En microscopie photonique  

L’enveloppe du grain de pollen ou sporoderme est constitué de deux parois : l’exine de 

nature sporopollinique (essentiellement constituée de sporopollinine qui est un ensemble 

de polymère de carotènes et/ou d’esters de caroténoïdes et l’intine de nature pecto-

cellulosique). 

 

 Prélèvement du matériel 
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La technique de prélèvement des anthères s’est faite d’après la méthode décrite par Siljak-

Yakovlev (1986). Selon l’anatomie de la fleur de la famille des Asteraceae, les anthères sont 

soudées en un tube entourant le style, leur dissection est ainsi particulièrement difficile 

(Siljak-Yakovlev 1986). Les anthères peuvent être prélevées sur des échantillons conservés 

en herbier ou bien sur des fleurs fraichement cueillies. Une fois les anthères prélevées, une 

simple agitation peut faire libérer les grains de pollen.   

Pour une interprétation rigoureuse des résultats et pour éliminer une éventuelle variabilité 

intra-individuelle il est préférable de prélever les fleurs sur des capitules dont la position est 

toujours la même. 

 Test de viabilité du pollen  

C’est un test qui permet de différencier le pollen viable du pollen non viable. Nous avons 

utilisé la technique du Carmin acétique décrite par Jahier et al. (1992). Des anthères sont 

prélevées à partir de fleurs fraîchement cueillies. Les grains de pollen sont extraits par 

dissection des anthères sur une lame propre. Tous les déchets sont éliminés au maximum. 

Mettre quelques gouttes de carmin acétique et laisser agir quelques minutes. Une fois les 

grains de pollen se sont imprégnés du colorant, il faut recouvrir d’une lamelle et passer à 

l’observation au microscope photonique. Les grains de pollen viables apparaissent colorés en 

rouge et les stériles (avortés) non colorés et plus petits. Le test se fait sur le pollen de cinq 

fleurs par espèces. Le comptage des grains de pollen viables se fait sur 300 grains au total. 

 Méthode de Wodehouse (1935) 

Cette méthode est utilisée pour s’assurer à la fois de l’abondance relative et l’état des grains 

de pollen. C’est une technique qui s’applique sur du pollen non acétolysé. Ils sont lavés 

plusieurs fois dans de l’alcool absolu directement sur lames et montés dans de la gélatine 

glycérinée colorée avec de la fuschine (Siljak-Yakovlev 1986). 

 

- Observation au microscope photonique et Mesure du diamètre des grains de pollen  

Une fois le pollen monté entre lame et lamelle dans de la gélatine glycérinée, il peut être 

conservé pendant une longue période à température ambiante. Les mesures ne doivent pas 

se faire avant une période d’au moins quatre semaines. C’est la période nécessaire pour la 
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stabilisation du volume des grains de pollen car les grains continuent à gonfler dans leur 

milieu de montage (Reitsma 1969).   

Les observations ont été effectuées au microscope optique LEICA DM 4000 B LED à l’objectif 

(x 10) pour les mesures et à l’objectif à immersion (x100) pour les détails de la forme. Les 

mesures ont été effectuées avec le logiciel Métavue, Leica MM AF 2.1 au laboratoire de 

cytogénétique (Laboratoire de génétique, biochimie et biotechnologies végétales). 

Nous avons effectué les mesures suivantes (Fig. 4) : 

En coupe optique méridienne : 

La longueur de l’axe polaire (P), le diamètre équatorial (E). 

L’épaisseur de l’exine en zone polaire (EZP), en zone intermédiaire (EZI) et en zone 

équatoriale (EZE). 

- En vue méridienne (zone aperturale) 

La hauteur de la mésoaperture (hma)  

La longueur de la mésoaperture (lma) 

- En vue méridienne (zone interaperturale) 

L’évaluation de la densité des éléments sculpturaux sur une surface donnée 

- En vue polaire superficielle 

Le coté du triangle polaire (t) 

Les mesures ont été effectuées sur un échantillon de 30 grains de pollen pour chaque espèce 

étudiée. 
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Figure 4 : Schéma représentant les différentes mesures effectuées sur le grain de pollen 

(Siljak-Yakovlev 1986) 

 a) Vue méridienne (zone aperturale) et coupe optique méridienne : P- axe polaire, E- 

diamètre équatorial, EZP- épaisseur de l’exine en zone polaire, EZI- épaisseur de l’exine en 

zone intermédiaire, EZE : épaisseur de l’exine en zone équatoriale. Mise au point sur le 

système apertural : I-ECA= longueur de l’ectoaperture, I-MA= longueur de la mésoaperture, 

h-MA= hauteur de la mésoaperture. b) Vue méridienne (zone interaperturale) d’un grain de 

pollen de type non fenestré. Surface pour l’évaluation de la densité des éléments 

sculpturaux. c) Vue polaire : t- coté du triangle polaire. 

b/ Observation au microscope électronique à balayage : Acétolyse (méthode d’Erdtman 

1960 adaptée par Siljak-Yakovlev 1986)  

L’acétolyse est une technique qui permet une bonne observation des grains de pollen. Pour 

cela on procède à l’élimination du contenu cellulaire ou les substances huileuses et 

résineuses dans lesquelles ils sont enrobés. Dans le cas des Asteraceae, la paroi 

sporopollinique est généralement épaisse, il est indispensable de la rendre transparente 

pour une meilleure observation. 

Pour réaliser cette technique on procède à une hydrolyse ménagée à 100°C dans un mélange 

de 9 volumes d’anhydride acétique et d’1 volume d’acide sulfurique. Cette étape permet la 

solubilisation de l’intine qui est de nature pectocellulosique ce qui entraine l’élimination du 

contenu cytoplasmique. Après ébullition de 1 min à peu près, on laisse refroidir le mélange 

b c a 
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contenant le pollen avant de procéder à une série de centrifugations (10 min à 1000 

tours/minute) et de rinçage à l’acide acétique. A ce stade, on vide le surnageant et on le 

remplace avec de l’alcool absolu. Il faut bien mélanger avec une tige en verre et centrifuger 

une dernière fois. Il faut vider le surnageant et laisser le pollen au fond avec quelques 

gouttes d’alcool. Le pollen est ensuite transféré sur des lamelles rondes de 12 mm de 

diamètre fixées sur des lames porte échantillons. Le pollen est ainsi prêt pour être métallisé 

dans un métaliseur Cressington Sputter Coater 108 et observé au microscope électronique à 

balayage VEGA TS 5130 MM. 
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Analyses cytogénétiques classiques  

1- Dénombrement chromosomique et analyse du caryotype 

Le stade choisi pour l’étude des caryotypes des différentes espèces étudiées est la 

métaphase mitotique. Les chromosomes sont généralement bien condensés. Leur 

morphologie (bras long, bras court et position du centromère) est bien visible. 

Pour le nombre chromosomique et le caryotype, les populations de chaque espèce ne 

présentent pas de variabilité interpopulation. 

Les données morphométriques des caryotypes sont présentées en détail dans les tableaux 6, 

7, 8 et 9. 

- Centaurea musimonum est une espèce diploïde avec un nombre de base x=10. Le 

caryotype de cette espèce est représenté par 20 chromosomes, 18 métacentriques et 02 

submétacentriques (fig. 5). La formule chromosomique est la suivante : 

2n= 2x= 20=14m+2m-sc+2m-sat+2sm-sat. 

Le caryogramme a montré la présence d’une constriction secondaire sur le bras long de la 

paire 2 et des satellites sur les bras courts des paires 4 et 10 (fig. 5).  

La longueur totale de chaque chromosome varie entre 3,18 et 4,51µm. La longueur 

moyenne des chromosomes est de 3,96±0,39 µm (tab.6). Le rapport entre la taille de la paire 

la plus longue et celle de la paire la plus courte est de R=1,41. 

L’index d’asymétrie centromérique moyenne MCA est de 10,5%. Le coefficient de variation 

des longueurs chromosomiques CVCL est de 10%.  

Selon la classification de Stebbins (1971), le caryotype de l’espèce C. musimonum appartient 

à la classe 4A. 

 

- C. maroccana est une espèce diploïde avec un nombre de base x=12, caractérisée par 

un caryotype composé de 24 chromosomes, 20 chromosomes métacentriques et quatre 

submétacentriques (fig. 6). La formule chromosomique est la suivante :  

2n= 2x= 24=18m+2sm+2m-sat+2sm-sat. 

Le caryogramme montre la présence de satellites sur les bras courts des paires 10 et 11 (fig. 

6). La taille des chromosomes varie entre 3,41 et 5,63 µm (tab. 7). La longueur moyenne des 

chromosomes est de 4,13 µm ± 0,74. Le rapport entre la taille de la paire la plus longue et la 

plus courte est R= 1,65. L’index MCA est de 17% et le CVCL est de 17%. Cette espèce possède 

un caryotype qui appartient à la classe 3A de Stebbins (1971). 
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Figure 5 : Caryotype de l’espèce C. musimonum 

a : plaque métaphasique, b : caryogramme, c : idiogramme 

 

   1      2       3       4       5       6       7        8      9      10 
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Figure 6 : Caryotype de l’espèce C. maroccana 

a : plaque métaphasique, b : caryogramme, c : idiogramme 
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Tableau 6. Données morphométriques du caryotype de Centaurea musimonum.  
P ch - Paire chromosomique; BL – bras long; BC – bras court; LT – longueur totale du 
chromosome; d - différence entre le bras long et le bras court; r – ratio bras long/court; Ic - 
Index centromerique = 100 x S/(L+S); Tc - Type chromosomique; m - metacentrique; sm - 
submetacentrique; sc - constriction secondaire; sat - satellite (selon Levan et al. 1964); DS - 
Deviation Standard. 
 

P ch  BL (µm) BC (µm) LT (µm) d r Ic% Tc 

1 2.51 (0.40)DS 2.00 (0.07) 4.51 0.51 1.25 44.34 m 

2 2.30 (0.35) 2,03 (0.23) 4.33 0.27 1.13 46.88 m-sc 

3 2.41 (0.18) 1.81 (0.17) 4.22 0.60 1.33 42.89 m 

4 2.38 (0.37) 1.81 (0.29) 4.19 0.57 1.31 43.19 m-sat 

5 2.15 (0.29) 1.91 (0.04) 4.06 0.24 1.12 47.07 m 

6 2.17 (0.27) 1.78 (0.17) 3.95 0.39 1.21 45.06 m 

7 2.22 (0.19) 1.66 (0.27) 3.88 0.56 1.33 42.78 m 

8 2.17 (0.40) 1.64 (0.25) 3.80 0.53 1.32 43.04 m 

9 1.85 (0.07) 1.66 (0.16) 3.51 0.19 1.11 47.29 m 

10 2.06 (0.07) 1.12 (0.04) 3.18 0.49 1.83 35.22  sm-sat 

 

Tableau 7. Données morphométriques du caryotype de Centaurea maroccana  

P ch BL (µm) BC (µm) LT (µm) d R Ic% Tc 

1 2.96 (0.19)SD 2.67 (0.12) 5.63 0.29 1.10 47.42 m 

2 2.81 (0.20) 2.55 (0.29) 5.36 0.26 1.10 47.57 m 

3 3.01 (0.29) 2.18 (0.27) 5.19 0.83 1.38 42.00 m 

4 2.72 (0.20) 2.18 (0.43) 4.90 0.54 1.24 44.48 m 

5 3.00 (0.41) 1.87 (0.14) 4.87 1.13 1.60 38.39 m 

6 2.72 (0.27) 2.00 (0.12) 4.72 0.72 1.36 42.37 m 

7 2.66 (0.18) 1.78 (0.06) 4.44 0.88 1.49 40.09 m 

8 2.36 (0.36) 1.77 (0.09) 4.13 0.49 1.33 42.85 m 

9 2.69 (0.16) 1.27 (0.17) 3.96 1.42 2.11 32.07 sm 

10 2.51 (0.18) 1.24 (0.13) 3.75 1.27 2.02 33.06 sm-sat 

11 2.16 (0.09) 1.27 (0.35) 3.43 0.89 1.70 37.02 m-sat 

12 2.04 (0.31) 1.37 (0.14) 3.41 0.67 1.48 40.17 m 

 



44 
 

- C. melitensis est une espèce diploïde avec un nombre de base x=12 caractérisé par 

un caryotype composé de 24 chromosomes exclusivement de type métacentrique. 

La formule chromosomique est donc la suivante : 

2n=2x=20m+4m-sat 

Les satellites sont présents sur les bras courts des chromosomes des paires 3 et 10 (fig. 7). La 

taille des chromosomes varie entre 2,34 et 3,53 µm (tab. 8). La longueur moyenne des 

chromosomes est de 2,92±0,33 µm. La différence entre la taille de la paire la plus longues et 

la plus courte est R=1,50. Le MCA est de 15% et le CVCL est de 11%. Le caryotype appartient à 

la classe 4A de Stebbins (1971). 

-  C. tougourensis subsp. tougourensis est une espèce tétraploïde avec un nombre de 

base x=9. Le caryotype est représenté par 36 chromosomes, 28 métacentriques et 8 

submétacentriques (fig. 8). La formule chromosomique est la suivante : 

2n=4x=36=22m+6sm+6m-sat+2sm-sat 

Une différence de taille entre les chromosomes homologues de la première paire 

chromosomique a été obsevée. Le plus long, submétacentrique, mesure 6,50 µm l’autre, 

métacentrique, mesure 5,55 µm (tab.9). 

Des satéllites ont été détectés sur les bras courts des chromosomes des paires 4, 12 et 15. La 

taille des chromosomes varie entre 3,07 et 6,02 µm. La longueur moyenne des 

chromosomes est de 4,08±0,74 µm. le rapport entre la taille de la paire la plus longue et la 

paire la plus courte est R= 1,96. Le MCA est de 21% et le CVCL est de 18%. Le caryotype de 

cette espèce correspond à la classe 3A de Stebbins (1971). 
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Figure7: caryotype de l’espèce C. melitensis 

a : plaque métaphasique, b : caryogramme, c : idiogramme 
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Figure 8 : Caryotype de l’espèce C. tougourensis subsp tougourensis 

a : plaque métaphasique, b : caryogramme, c : idiogramme 

a 

1         2    3     4      5      6     7      8     9    10   11    12   13   14    15    16   17   18 
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Tableau 8 : Données morphométriques du caryotype de Centaurea melitensis 

P Ch BL  (µm) BC (µm) LT (µm) d r Ic% Tc 
 

1 2,12 (0,10) 
 

1,41(0,20) 3,53 0,71 1,50 39,94 m 

2 1,89 (0,07) 1,33 (0,20) 3,22 0,56 1,45 41,30 m 

3 1,80 (0,20) 1,42 (0,09) 3,22 0,38 1,26 44,09 m-sat 
 4 1,77 (0,12) 1,33 (0,10) 3,10 0,44 1,33 42,90 m 

5 1,88 (0,18) 1,18 (0,19) 3,06 0,70 1,59 38,56 m 

6 1,61 (0,08) 1,40 (0,10) 3,01 0,21 1,15 46,51 m 

7 1,69 (0,09) 1,27 (0,07) 2,96 0,42 1,33 42,90 m 

8 1,61 (0,20) 1,15 (0,21) 2,76 0,46 1,40 41,66 m 

9 1,63 (0,07) 1,09 (0,21) 2,72 0,54 1,49 40,07 m 

 10 1,65 (0,23) 1,01 (0,07) 2,66 0,64 1,63 37,96 m-sat 

 11 1,43 (0,16) 1,08 (0,06) 2,51 0,35 1,32 43,02 m 

 12 
 

1,29 (0,14) 1,05 (0,07) 2,34 0,24 1,22 44,87 m 

 

Tableau 9 : Données morphométriques de Centaurea tougourensis subsp tougourensis  

P ch BL (µm) BC (µm) LT (µm) d r Ic % Tc 

1* 4.26 (0.51)SD 

3.21 (0.16) 
2.24 (0.15) 
2.34 (0.01) 

6.50 
5.55 

2.02 
0.87 

1.90 
1.37 

34.46 
42.70 

sm 
m 

2 2.92 (0.05) 2.20 (0.43) 5.12 0.72 1.32 42.88 m 
3 2.90 (0.06) 1.94 (0.25) 4.84 0.96 1.49 40.08 m 
4 3.13 (0.26) 1.48 (0.26) 4.61 1.65 2.11 32.10 sm-sat 
5 3.26 (0.36) 1.29 (0.22) 4.55 1.97 2.52 28.35 sm 
6 2.80 (0.50) 1.69 (0.06) 4.49 1.11 1.65 37.63 m 
7 2.36 (0.33) 1.80 (0.29) 4.16 0.56 1.31 43.26 m 
8 2.41 (0.13) 1.67 (0.38) 4.08 0.74 1.44 40.93 m 
9 2.45 (0.68) 1.53 (0.17) 3.98 0.92 1.60 38.44 m 

10 2.44 (0.17) 1.46 (0.54) 3.90 0.98 1.67 37.43 sm 
11 2.14 (0.23) 1.75 (0.28) 3.89 0.39 1.22 44.98 m 
12 2.15 (0.38) 1.60 (0.02) 3.75 0.55 1.34 42.66 m-sat 
13 2.03 (0.15) 1.63 (0.24) 3.66 0.40 1.24 44.53 m 
14 2.51 (0.48) 1.14 (0.09) 3.65 1.37 2.20 31.23 sm 
15 2.17 (0.32) 1.3 (0.14) 3.47 0.87 1.66 37.46 m-sat 
16 1.98 (0.38) 1.36 (0.29) 3.34 0.62 1.45 40.71 m 
17 1.76 (0.15) 1.43 (0.22) 3.19 0.33 1.23 44.82 m 
18 1.85 (0.18) 1.22 (0.32) 3.07 0.63 1.51 39.73 m 

Note: *Hétéromorphie sur la paire 1 
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2- Distribution des bandes d’heterochomatine riche en basess GC 

La coloration à la chromomycine A3 a révélé la présence d’hetérochromatine riche en bases 

GC chez toutes les espèces étudiées, en positions intercalaire et télomérique. Aucun 

marquage centromérique n’a été observé. Le nombre et l’intensité des bandes CMA3
+ 

diffèrent d’une espèce à une autre. Les satéllites des quatre espèces étudiées sont tous 

riches en bases GC et sont marqués CMA3
+.  

Chez les espèces diploïdes  

- C. musimonum : toutes les paires chromosomiques présentent des marquages CMA+ sauf 

les paires 5 et 9. Les bandes CMA+ sont en position télomérique sur les bras longs des paires 

1, 2, 3, 7, et 8 et sur les bras courts des paires 3, 6 et 7. Deux bandes intercalaires ont 

également été observées sur les bras courts de la paire 2 et de la paire 4. Les deux satéllites 

des paires 4 et 10 sont nettement marqués (fig. 9a, 9c, tab 10). 

- C. maroccana : on constate un nombre très réduit de bandes CMA3
+, une bande 

télomérique du bras court de la paire 11, une bande intercalaire sur le bras long de la paire 

4. Les deux satellites de la paire 10 et 11 présentent un marquage d’intensité différente (fig 

10a, 10c). 

- C. melitensis : seules quelques bandes CMA3
+ ont été identifiées. Un marquage sur le bras 

long de la paire 4 et sur les satellites des paires 3 et 10 (fig. 11a, 11c, tab 10). 

Chez l’espèce tétraploïde  

- C. tougourensis subsp. tougourensis : tous les chromosomes de la garniture présentent des 

signaux CMA+
3. Au total un nombre de 80 bandes a été observé. Ces bandes sont de 

différents types. Des bandes très larges se localisent sur le bras court de la paire 3. Des 

bandes fines ont été observées sur les paires 2, 3, 4, 5, 13 , 14, 15, 16 et 18, et des bandes 

larges sur le reste des chromosomes (fig 12a, 12c, tab 10).  

 

3- Cartographie des gènes ribosomiques 35S et 5S  

La technique d’hybridation in situ par fluorescence a permi de localiser les gènes codant 

pour l’ARN ribosomique 35S et 5S.  

Chez C. musimonum, les signaux 35S ont été observés dans les régions télomèriques des 

chromosomes des paires 1, 5 et 6, intercalaires des chromosomes de la paire 2 et 10 et sur le 

satéllite de la paire 4. Un locus 5S a été détecté en position intercalaire sur les bras courts de 

la paire 4 (Fig. 9b, 9c, tab 10).  
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C. maroccana présente des marquages correspondants aux ADNr 35S sur les satellites des 

paires chromosomiques 10 et 11. Un signal 5S a été detecté sur chaque bras long des 

chromosomes de la paire 4 colocalisés avec une bande CMA+ (Fig 10b, 10c, tab 10). 

C. melitensis présente des spots correspondants aux ADNr 35S sur les satellites des paires 3 

et 10 et des spots corresponants aux ADNr 5S en position intercalaire du bras long de la 

paire chromosomique 9 en colocalisation avec les bandes CMA3
+ (Fig 11b, 11c, tab 10).  

Chez C. tougourensis subsp tougourensis, les ADNr 35S ont été localisés sur les satéllites des 

paires chromosomiques 4, 12 et 15 et sur les télomères des bras courts des paires 2 et 16. 

Un locus ADNr 5S a été localisé sur la paire 18 (Fig 12b, 12c, tab 10).  

 

Tableau 10 : Nombre et distribution des régions riches en bases GC et des sites ADNr 35S et 

5S (t - télomérique ; i - intercalaire ; sat - satéllites) 

 

Taxon CMA FISH 

  35S 5S 

C. musimonum 24 (16t, 4i, 4sat) 12 (4i, 2sat) 2i 

C. maroccana 8 (2t, 2i, 4sat) 4 sat 2i 

C. melitensis 6(2i, 4 sat) 4 sat 2i 

C. tougourensis ssp tougourensis 80 (10t, 64i, 6sat) 10 (4i, 6sat) 2i 
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Figure 9 : a : Coloration à la chromomycine A3. b : FISH avec les sondes ADNr 35S et 5S sur 
plaques métaphasiques. c : idiogrammes avec marquage des chromosomes CMA3 (jaune), 35S 

(rouge), 5S (vert) de C. musimonum  

c 

Figure 10 : a : Coloration à la chromomycine A3. b : FISH avec les sondes ADNr 35S et 5S sur 

plaques métaphasiques. c : idiogrammes avec marquage des chromosomes CMA3 (jaune), 35S 

(rouge), 5S (vert) de C.maroccana 
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Figure 11 : a : Coloration à la chromomycine A3 b : FISH avec les sondes ADNr 35S et 5S 

sur plaques métaphasiques, c : idiogrammes avec marquage des chromosomes CMA3 

(jaune), 35S (rouge), 5S (vert) de C. melitensis 

 

Figure 12 : a : Coloration à la chromomycine A3. b : FISH avec les sondes ADNr 35S et 5S 
sur plaques métaphasiques. c : idiogrammes avec marquage des chromosomes CMA3 

(jaune), 35S (rouge), 5S (vert) de C. tougourensis subsp. tougourensis 
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4- Activité des organisateurs nucléolaires 

La coloration au nitrate d’argent nous a permis de mettre en évidence l’activité des NORs et 

le nombre de nucléoles dans les cellules méristématiques pour chaque espèce étudiée. Les 

résultats sont reportés dans la figure 13.  

Le nombre de nucléoles varie de un à six. Leur taille diminue en fonction de l’augmentation 

de leur nombre dans la cellule. Chez les diploïdes on constate une plus grande fréquence de 

un nucléole : 68% chez C. musimonum, 66% chez C. maroccana et 79% chez C. melitensis. 

Chez le tétraploïde C. tougourensis subsp. tougourensis c’est la fréquence de deux nucléoles, 

40%, qui est la plus grande.  

 

5- Taille du génome et quantité d’ADN 

Les résultats des mesures des quantités d’ADN des différentes espèces étudiées sont 

représentés dans le tableau 11. 

 

Tableau 11 : Quantité d’ADN estimée par cytométrie en flux chez les espèces étudiées. 1 1pg 

(picogramme)= 978 Mpb (Doležel et al. 2003) ; 2 Coefficient de variation ; 3 taille du génome 

monoploïd selon Greilhuber et al. (2005) ; Mpb= méga paires de bases. 

 

Taxon 2n niveau de 
ploïdie 

ADN 2C 
(pg)1 

CV%2 1Cx (Mpb)3 taille du 
chromosome 

(Mpb) 

C. 
musimonum 

20 2x 1,66 
(0,03) 

1,63 812 81 

C. maroccana 24 2x 2,86 
(0,01) 

0,49 1399 117 

C. melitensis 24 2x 1,47 
(0,02) 

1,48 714 60 

C. 
tougourensis 

ssp 
tougourensis 

36 4x 4,51 
(0,05) 

1,19 1103 123 

 

Les valeurs moyennes de la quantité d’ADN (2C) sont exprimées en picogrammes et celles du 

génome haploïde 1Cx en méga paires de bases. Elles varient selon les espèces : 1,66 ± 0,03 

pg et 812 Mpb pour C. musimonum, 2,86 ± 0,01 pg et 1399 Mpb pour C. maroccana, 1,47 ± 

0,02 pg et 714 Mpb pour C.melitensis et 4,51 ± 0,05 pg et 1103 Mpb pour le tétraploïde C. 

tougourensis ssp tougourensis.  
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Figure 13 : Coloration des nucléoles au nitrate d’argent et leurs fréquences dans les 

noyaux interphasiques. a : C. musimonum ; b : C. maroccana ; c : C. melitensis ; d : 

C. tougourensis subsp tougourensis. 
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6- Viabilité et caractères morphologiques des grains de pollen 

6-1 Viabilité du pollen 

La technique de coloration au carmin acétique des grains de pollen nous a permis de 

déterminer le taux de viabilité du pollen des espèces étudiées (Fig. 14).  

Toutes les espèces présentent un taux de viabilité assez élevé. On note en moyenne 94, 33% 

pour C. musimonum, 74% pour C. maroccana, 93,22% pour C. melitensis et 81, 33% pour C. 

tougourensis subsp. tougourensis (Fig. 15) 

 

 

 

 

 
Figure 14 : Grains de pollen observés au microscope photonique. 

a : C. musimonum, b : C. maroccana, c: C. melitensis, d: C. tougourensis subsp. 

tougourensis 

V: viable, NV: Non viable. Echelle : 10 µm 
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Figure 15 : Taux de viabilité du pollen des espèces étudiées 

 

6-2/ Morphologie du pollen 

Dans cette partie nous avons analysé le pollen des quatre espèces étudiées au microscope 

optique et au microscope électronique à balayage. Rappelons que ces espèces 

appartiennent à trois sections différentes.  

Les résultats des différentes mesures effectuées sur les grains de pollen sont présentés dans 

le tableau 12.  

L’amplitude des variations des axes polaires et équatoriaux sont représentés dans la figure 

16. 

La longueur de l’axe polaire de C. musimonum varie de 27,19 µm à 38,35 µm avec une 

moyenne de 33,85 ± 2,21 µm. Celui de C. maroccana varie de 28,74 µm à 42,52 µm avec une 

moyenne de 36,74 ± 3,55 µm. Chez C. melitensis, il est de 23,12 µm à 31,20 µm et d’une 

moyenne de 27,27 ± 2,14 µm. Le pollen de C. tougourensis ssp tougourensis présente un axe 

polaire qui varie entre 26,10 µm et 36,10 µm avec une moyenne de 31,65 ± 2,14 µm. 

La longueur de l’axe équatorial de C. musimonum varie de 24,94 µm à 35,58 µm avec une 

moyenne de 31,83 ± 2,40. Celui de C. maroccana varie entre 27,46 µm à 39,37 µm avec une 

moyenne de 34,45 ± 3,20 µm. Chez C. melitensis il va de 20,44 à 29,06 et une moyenne de 

25,08 ± 2,38 µm. Pour C. tougourensis ssp tougourensis l’axe équatorial varie de 23,30 µm à 

32,58 µm et une moyenne de 29,96 ± 2,38 µm. 
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Tous les grains de pollen étudiés présentent 03 ectoapertures (sillons longs ou colpi) qui 

s’élargissent au niveau équatorial et qui s’effilent au niveau polaire et 03 mésoapertures 

(pori) légèrement étirées au niveau équatorial: ce sont des pollens de type tricolporé et de 

forme longiaxe (P˃E) (Tab. 12 ; Fig 17). 

Les ornementations visibles au microscope électronique à balayage sur la surface tectale 

montre la présence de petites épines non détectables au microscope photonique qui ont été 

décrites par Wagenitz (1955) comme de petites verrues. Ces épines donnent un aspect 

échinulé au grain de pollen, il est donc microechinate (Fig. 18). 

 

 

 

Figure 16 : Comparaison graphique des valeurs moyennes, des valeurs minimales et des 

valeurs maximales de P et de E  
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Tableau 12 : Données morphologiques concernant le pollen des taxons étudiés 

 

P : axe polaire                     X ( ) : moyenne (erreur standard)                                         LoP : longueur du porus 

P min : P minimum             EZP : épaisseur de l’exine en zone polaire                            LaP : largeur du porus 

P max : P maximum            EZI : épaisseur de l’exine en zone intermédiaire                   LoC : Longueur du colpus 

E : diamètre équatorial        EZE : épaisseur de l’éxine en zone équatoriale                      LaC : largeur du colpus  

E max : E maximum           T : côté du triangle polaire         

E min : E minimum     

 

Taxons 

P E  

P/E 

Exine  T LoP LaP LoC LaC 

Moy Pmin Pmax  Moy   Emin Emax EZP EZE EZI      

C. musimonum 

 

33,85 

(2,21) 

27,19 

 

38,35 31,83 

(2,40) 

24,94 

 

35,58 1,06 2,60 

(0,40) 

2,92 

(0,41) 

2,27 

(0,37) 

11,06 

(0,97) 

10,62 

(1,59) 

8,83 

(1,18) 

9,91 

(1,76) 

27,93 

(1,89) 

C. maroccana 

 

36,74 

(3,55) 

28,74 42,52 34,45 

(3,20) 

27,46 39,37 1,07 3,05 

(0,35) 

3,35 

(0,3 6) 

2,82 

(0,30) 

11,16 

(1,16) 

10,05 

(1,40) 

7,72 

(1,39) 

9,65 

(1,89) 

29,85 

(2,27) 

C. melitensis 

 

27,27 

(1,56) 

23,12 31,20 25,08 

(2,08) 

20,44 29,06 1,11 2,27 

(0,32) 

2,86 

(0,49) 

2,02 

(0,31) 

8,68 

(0,80) 

10,07 

(1,52) 

8,69 

(1,56) 

8,94 

(1,59) 

25,03 

(1,86) 

C. tougourensis 

 

31,65 

(2,14) 

26,10 36,10 29,96 

(2,38) 

23,30 32,58 1,06 2,30 

(0,33) 

2,87 

(0,41) 

2,34 

(0,44) 

9,60 

(1,60) 

10,97 

(1,53) 

8,38 

(1,46) 

8,91 

(1,46) 

26,99 

(2,17) 
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Figure 17 : Différentes vues des grains de pollen observées au microscope optique 

C. musimonum: a – d,  

C. maroccana:  e – h,  

C. melitensis:  i – l,  

C. tougourensis subsp tougourensis: m – p. 

 

a, e, i, m: vues polaires.  

b, f, j, n: vues aperturales de face. 

c, g, k, o: vues méridiennes   

d, h, l, p: vues méridiennes superficielles, 

zones interaperturales. 
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Figure 18 : Différentes vues des grains de pollen observées au microscope électronique à 

balayage 

C. musimonum: a – d 

C. maroccana: e – h 

C. melitensis : i – l 

C. tougourensis subsp tougourensis: m –p 

 

 

a, e, i, m: vues méridiennes, zones 

interaperturales. 

b, f, j, n: vues méridiennes, zone 

aperturales. 

c, g, k, o: vues polaires. 

d, h, l, p: zones interaperturales 

 

 

 
i  
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Discussion générale 

Les espèces qui font l’objet de cette étude sont traitées ici pour la première fois sur le plan 

cytogénétique (établissement du caryotype, distribution de l’ADN riche en bases GC, 

cartographie et activité des ADN ribosomiques, détermination de la quantité d’ADN et étude 

palynologique). Seuls le nombre chromosomique de C. maroccana et C. melitensis ont été 

déterminés respectivement par Hellwig et al. (1994) et Natarajan (1981) et la taille du pollen 

de C. melitensis a été avancée par Villodre et Garcia-Jacas (2000). 

 

1- Dénombrement chromosomique et analyse du caryotype 

Très peu de données caryologiques concernant des espèces appartenant aux mêmes 

sections que les espèces étudiées sont disponibles dans la littérature. 

Le genre Centaurea présente plusieurs nombres chromosomiques de base allant de x=7 à 

x=16. La plupart des espèces sont soit diploïdes soit tétraploïdes. Elles présentent rarement 

un niveau de ploïdie plus élevé (Centaurea montis-borlae Soldano à 2n=84, C. kunkelii 

Garcia-Jacas à 2n=11x=110) (Siljak & Gorenflot 1977; Viegi & Renzoni 1981 ; Garcia-Jacas 

1998 ; Garcia-Jacas et al. 1996, 1998a, 1998b ; Romaschenko et al. 2004 ; Siljak-Yakovlev et 

al. 2005 ; Dydak et al. 2009) 

Les espèces étudiées présentent trois nombres chromosomiques de bases (x=9, x=10 et 

x=12), deux niveaux de ploïdie (2x et 4x) et appartiennent à trois sections différentes 

(Chamaecyanus Willk. (Battandier 1919), Mesocentron (Cass.) DC (Hellwig et al. 1994) et 

Phalolepis (Cass.) DC. (Hilpold et al. 2009)  

Dans la section Chamaecyanus 

La taille des chromosomes de C. musimonum varie entre 3,18 µm et 4,51 µm. Ces valeurs 

montrent que les chromosomes de cette espèce sont petits en comparaison avec Centaurea 

toletana Boiss. & Reuter de la même section dont la taille varie entre 3,93 µm et 8,68 µm 

(Font et al. 2008). 

Dans la section Mesocentron 

C. melitensis appartiendrait à la section Mesocentron selon Hayek (1901), Garcia-Jacas et 

susanna (1997) et Devesa Alcaraz et Lopez Nieto (2013), et la section Hymenocentron selon 

Garcia-Jacas et al. (1996) et Garcia-Jacas et al. (2000). Nous considèrerons dans ce travail 

que C. melitensis appartient à la section Mesocentron. 
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C. melitensis présente un caryotype avec des chromosomes de taille plus petite (entre 2,34 

µm et 3,53 µm) que ceux de C. maroccana (entre 3,41 µm et 5,63 µm).  

 

Dans la section Phalolepis  

La taille des chromosomes de C. tougourensis susp tougourensis varie entre 3,07 et 6,02 µm. 

Ce sont des chromosomes relativement grands à comparer avec l’espèce tétraploide C. 

subciliaris Boiss. & Heldr. dont la taille des chromosomes varie entre 2,13 et 3,63 µm et dont 

le caryotype ne possède qu’une seule paire satéllifère (Samaropoulou et al. 2013). 

Le nombre de satellites observés ne varie pas beaucoup entre les espèces : trois chez C. 

musimonum et C. tougourensis subsp. tougourensis et deux chez C. maroccana et C. 

melitensis. 

 

Pour toutes les espèces étudiées, les caryotypes sont constitués de chromosomes de petites 

tailles (< 6,02µm). La petite taille des chromosomes des Centaurées et la présence du type 

chromosomique métacentique et submétacentrique constituent une caractéristique 

importante de ces espèces (Dydak et al. 2009).  

Les caryotypes des quatre espèces étudiées sont représentés par des chromosomes pour la 

majorité de type métacentrique avec un nombre variable de paires submétacentriques. On 

note une paire chez C. musimonum, deux paires chez C. maroccana, aucune chez C. 

melitensis et quatre paires chez C. tougourensis subsp. tougourensis. Ceci a été constaté 

chez beaucoup d’espèces du genre Centaurea : deux paires chez C. toletana (2n=20) (Font et 

al. 2008), deux paires chez C. napulifera ssp tuberosa Rochel (2n=20), quatre paires chez C. 

cuspidata Vis. (2n=18) et six paires chez C. dalmatica A. Kern. (2n=36) (Siljak-Yakovlev 1986). 

Néanmoins, des paires de type subtélocentrique ont été observées : deux paires chez C. 

kosaninii Hayek (2n=22), deux paires chez C. incompta subsp. derventana (Vis. & Pancic) 

Dostál (2n=18) (Siljak-Yakovlev 1986). 

 

2- Origine de l’hétéromorphie de la première paire de C. tougourensis ssp 

tougourensis 

Les chromosomes de la paire 1 de cette espèce présentent une hétérozygotie structurale (un 

chromosome de type submétacentrique mesurant 6,50 µm et l’autre de type métacentrique 

mesurant 5,55 µm). Des phénomènes similaires ont été observés chez plusieurs espèces du 
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genre Quercus L. (Fagaceae) (D’Emerico et al. 1995), chez Alstroemeria inodora Herb. 

(Alstroemeriaceae) (Buitendjik & Ramanna 1996), chez Armeria maritima (Mill.) Wild 

(Plumbaginaceae) (Coulaud et al. 1999) et chez Aspidistra grandiflora H.-J. Tillich 

(Asparagaceae) (Gao & Liu 2012).  

Les inversions péricentriques et les translocations réciproques inégales ont été suggérées 

comme principales causes pour de telles dissemblances (Shafiq & Vahidy 1998).  

Dans notre cas, une inversion pericentrique n’a pu se produire à cause des positions 

identiques des bandes GC en région intercalaires de chacun des bras des chromosomes 

homologues de cette paire.  

En ce basant sur cette hypothèse, on suggère que cette hétéromorphie résulte d’une 

délétion ou d’une translocation des régions télomériques sur l’un ou sur les deux 

chromosomes homologues (Fig 19).  

 

 

 

 

 

3- L’asymétrie des caryotypes 

Le concept d’asymétrie du caryotype, c'est à dire un caryotype marqué par la prédominance 

de chromosomes avec des centromères terminaux à subterminaux (asymétrie 

intrachromosomique) et des tailles des chromosomes très hétérogènes (asymétrie 

interchromosomique), était développé pour la première fois par Levitsky (1931). Un 

caryotype symétrique est caractérisé par la prédominance de chromosomes métacentriques 

et submétacentriques ayant approximativement la même taille.  

Figure 19: Origines possibles de l’hétéromorphie de la paire 1 chez l’espèce 

C. tougourensis ssp tougourensis 
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L'augmentation de l'asymétrie peut se produire soit par le changement de la position du 

centromère (de médiane, submédiane à subterminale) soit par l'accumulation de différences 

dans la taille relative entre les chromosomes du complément (Zuo & Yuan 2011).  

La classification de Stebbins (1971) a permis de montrer que les quatre espèces présentent 

un certain degré de distinction. Les espèces étudiées appartiennent à deux classes 

différentes la classe 4A pou les espèces les plus symétriques (C. musimonum et C. melitensis) 

et la classe 3A pour les espèces les plus asymétriques (C. maroccana et C. tougourensis 

subsp. tougourensis). La comparaison entre les classes des espèces étudiées avec celles de 

certaines espèces citées dans la bibliographie C. oxylepis (Wimm. & Grab.) (2A), C. phrygia L. 

(2A), C. jacea L. (2A) (Dydak et al. 2009), C. toletana (2B) (Font et al. 2008) montre que les 

espèces étudiées présentent une symétrie plus importante. 

Cette classification a été la méthode la plus utilisée pour l’évaluation de l’asymétrie des 

caryotypes et les relations caryotypiques entre différents groupes de taxa : Lathyrus L. (Seijo 

& Fernandez 2003), Ophrys L. (Bernardos et al. 2003), entre Davidia involucrata Baill. et 

Camptotheca acuminata Decne. (He et al. 2004), le complexe d’espèces Centaurea toletana 

et C. ornata Willd. (Font et al. 2008). C’est une méthode qualitative, elle est donc moins 

puissante et moins souple en termes de type de conclusions qu’elle peut fournir (Paszko 

2006). 

Actuellement, le coefficient de variation: le CVCL donné par Paszko 2006 et le MCA (mean 

centromeric asymetry) donné par Peruzzi et Eroğlu (2013) permettent d’estimer 

respectivement l’asymétrie inter et intrachromosomique.  

 

C. musimonum présente les valeurs les plus faibles de CVCL et de MCA (10% et 10,5% 

respectivement) et le tétraploïde C. tougourensis subsp tougourensis présente celles qui 

sont les plus élevées (18% et 21% respectivement). Plus les valeurs de ces deux paramètres 

sont faibles plus le caryotype est symétrique et le génome est stabilisé (Shamurailat-Pam et 

al. 2012) et plus les valeurs sont importantes plus le caryotype est asymétrique (Harpke et 

al. 2014). 

 

4- Distribution des bandes hétérochromatiques riches en bases G-C 

Une coloration différentielle au fluorochrome banding CMA3 a permis de localiser les régions 

riches en bases GC (Schweizer 1976). 
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Chez C. musimonum, 20 sur les 24 régions riches en bases GC sont en position terminale. 

Comme c’est le cas chez d’autres espèces du genre Centaurea : C. ornata, C. haenseleri 

(Boiss.) Boiss. & Reuter, C. toletana (Font et al. 2008), C. phrygia, C. oxylepis et C. jacea 

(Dydak et al. 2009). Et d’autres Cardueae, tels que le genre Xeranthemum L. qui est un genre 

relativement proche du genre considéré ici (Garnatje et al. 2004). 

Les diploïdes C. maroccana et C. melitensis de la même section (Mesocentron) présentent le 

même nombre de marquage CMA+ mais positionnés sur des chromosomes différents  

Chez le tétraploïde C. tougourensis ssp tougourensis, 80 bandes CMA+ réparties sur tous les 

chromosomes ont été observées. Dans la littérature, la présence d’un nombre aussi élevé de 

bandes riches en bases GC est assez inhabituel. Le tétraploïde C. oxylepis (Sect. Jacea) 

possède seulement 10 chromosomes marqués en CMA+ (Dydak et al. 2009). 

Dans cette étude, nous rapportons pour la première fois, chez les centaurées la présence de 

bandes CMA+ en position intercalaire. 

Les satellites des quatre espèces étudiées sont marqués CMA+, l’intensité de ces marquages 

est importante chez C. maroccana et C tougourensis subsp. tougourensis. Ceci est peut être 

dû aux différents niveaux de décondensation de la chromatine dans les ADNr comme c’est le 

cas chez le genre Ribes L. (Chiche et al. 2003). 

Les bandes CMA+ sont présentes en co-localisation avec les NORs (régions des organisateurs 

nucléolaires) chez toutes les espèces étudiées, ce qui indique que l’hétérochromatine riche 

en bases GC accompagne les gènes ribosomiques codant pour les 35S. Cette co-localisation 

n’est pas vérifiée pour les paires 1 et 5 chez C. musimonum. Le nombre de bases GC pourrait 

être insuffisant pour permettre la visualisation du fluorochrome (minimum requis 3 bases 

GC, Godelle et al. 1993), ou le nombre de bases est suffisant mais la coloration est faible 

(Chiche et al. 2003). 

L’hétérochromatine riche en bases GC peut aussi, dans quelques cas, être co-localisée avec 

les loci d’ADN 5S, dans le genre Ribes (Chiche et al. 2003), dans le genre Retama L. 

(Benmiloud-Mahyeddine et al. 2011), dans le genre Hypochaeris L. (Cerbah et al. 1995). Dans 

notre cas, cette co-localisation a été observée chez toutes les espèces étudiées. 

Le fluorochrome banding appliqué à l’analyse des chromosomes peut mettre en évidence 

des marqueurs chromosomiques supplémentaires pour certains groupes d’espèces : 

Rutaceae, Aurantioïdeae (Guerra et al. 2000) 
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5- Cartographie des gènes ribosomiques 

Douze, quatre et trois sites 35S ADNr ont été observés respectivement chez les diploïdes C. 

musimonum, C. maroccana et C. melitensis et dix sites ont été observés chez le tétraploïde C. 

tougourensis subsp. tougourensis. 

Une variation dans la taille et l’intensité des signaux d’hybridation ont été observés chez C. 

maroccana et C. tougourensis subsp. tougourensis. C’est probablement dû à la différence 

dans le nombre de répétition des ADNr (Li et al. 1997; Murata et al. 1997). Le même 

phénomène a été observé chez plusieurs espèces (Weiss-Schneeweiss et al. 2003; Srisuwan 

et al. 2006; Hamon et al. 2009). 

Les gènes codant pour l’ARNr 35S sont détectés sur les satellites en co-localisation avec les 

régions des organisateurs nucléolaires. 

Généralement, les séquences d’ADNr 35S sont riches en bases GC (Takaiwa et al. 1984 ; Kiss 

et al. 1988). La co-localisation de ces régions avec les bandes CMA+ a été rapportée chez 

plusieurs espèces animales et végétales (Cuellar et al. 1996 ; Xu & Earle 1996 ; Vallés & 

Siljak-Yakovlev 1997; Zoldos et al. 1997 ; Cerbah et al. 1998 ; Bou Dagher-Kharrat et al. 

2001 ; Siljak-Yakovlev et al. 2002 ; Srisuwan et al. 2006 ; Muratovic et al. 2010 ; Bogunić et al. 

2011 ; Bareka et al. 2012). Il a été rapporté que les gènes ribosomiques semblent être mêlés 

à l’hétérochromatine (Fitch et al. 1990 ; Zoldos et al. 1999). Cependant, cette co-localisation 

n’est pas toujours vérifiée.  

Chez C. musimonum, par exemple, les loci 35S sur les chromosomes 1 et 5 ne sont pas co-

localisés avec les bandes CMA+. Cette absence de co-localisation a aussi été observée chez 

Hydrangea aspera (Mortreau et al. 2010). 

En général, la polyploïdie est accompagnée d’une augmentation dans le nombre de 

loci d’ADNr, tel qu’il a été observé chez Ipomea batatas L. (Convolvulaceae) (Srisuwan et al. 

2006), Panicum maximum Jacq (Poaceae) (Akiyama et al. 2008) ou Cenchrus ciliaris L. 

(Poaceae) (Kharrat-Suissi et al. 2012). Dans le cas des espèces étudiées ce n’est pas tout à 

fait vérifié. Deux des espèces diploïdes (C. maroccana et C. melitensis) présentent deux loci 

ADNr 35S, alors que l’autre diploïde C. musimonum possède un nombre important et 

inhabituel de loci ADNr 35S (6 loci pour 2n=20). Des cas similaires ont été observés chez 

quelques espèces du genre Cheirolophus qui appartient à la même tribu (Centaureineae) 

(Garnatje et al. 2012).  
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C. tougourensis subsp tougourensis présente cinq loci ADNr 35S. Le nombre impair (cinq) 

pourrait s’expliquer soit par une origine hybride, c'est-à-dire le résultat d’un croisement 

interspécifique soit une par une origine autopolyploïde. 

Dans l’hypothèse où c’est une autopolyploïdisation, la perte d’un locus peut se produire, tel 

qu’il a été rapporté chez quelques populations du tétraploïde C. jacea L. (Dydak et al. 2009). 

Toutes les espèces étudiées montrent un seul locus d’ADNr 5S. Chez C. tougourensis subsp. 

tougourensis la perte du locus 5S dupliqué durant les réarrangements du génome après 

polyploïdisation est évidente. 

Trois espèces européennes appartenant au genre Centaurea ont été étudiées pour le 

nombre et la position des ADN ribosomiques (Dydak et al. 2009). C. jacea et C. oxylepis à 

2n=4x=44 présentent quatre loci 5S et cinq ou six loci 35S. C. phrygia L. présente deux loci 5S 

et trois loci 35S. Les deux familles de gènes pour les sept espèces de Centaurea (étudiées par 

Dydak et al. 2009 et celles qui font l’objet de cette étude) sont localisées sur des paires 

chromosomiques différentes, excepté pour C. musimonum. 

Le nombre des gènes ARN ribosomiques 5S chez les plantes est souvent supérieur à 

celui des gènes codant pour les ARN ribosomique 35S (Hemleben & Werts 1988). Il a aussi 

été suggéré qu’en plus des loci majeurs, des loci mineurs peuvent être distribués tout au 

long du génome (Sastri et al. 1992). En accord avec des résultats obtenus chez d’autres 

espèces d’angiospermes (Badaeva et al. 1996 ; Hanson et al. 1996 ; Linares et al. 1996 ; 

Martel et al. 1996 ; Thomas et al. 1996 ; Moscone et al. 1999), le nombre de loci ADNr 5S 

chez les espèces étudiées est nettement inferieur à celui des ADNr 35S. 

Les données, présentées ici, montrent une grande variabilité dans le nombre de loci ADNr et 

l’hétérochromatine riche en base GC dans les quelques espèces représentant le genre 

Centaurea étudiées jusque là. 

 

6-  Activité transcriptionnelle des ADN ribosomiques 

La coloration au nitrate d’argent a permis de détecter le nombre de nucléoles dans les 

cellules au stade interphase pour toutes les espèces étudiées. 

Les espèces diploïdes (C. musimonum, C. maroccana et C. melitensis) présentent une 

majorité de un nucléole par cellule, ce qui est inférieur au nombre des régions des 

organisateurs nucléolaires qui sont au nombre de deux pour les espèces diploïdes. Deux 
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mécanismes ont été proposés par Chiche et al. (2003) : soit il y a fusion des deux NORs 

actives pour former un seul nucléole de grande taille, soit un seul site est actif.  

Le fait que les gènes ribosomiques 35S ne soient pas tous transcriptionnellement actifs a 

déjà été décrit pour quelques espèces de Centaurea (Dydak et al. 2009) et pour l’espèce 

Lupinus consentinii (Hajdera et al. 2003). 

C. musimonum possède six paires portant à leurs télomères des loci 35S. Le nombre 

maximum de nucléoles dans les cellules interphasiques de cette espèce est trois nucléoles 

avec une majorité de un nucléole. Trois sites paraissent inactifs. Sachant que la présence de 

satellites (constrictions secondaires) indique généralement une activité transcriptionnelle 

des gènes ribosomiques, on déduit que les loci ADNr inactifs sont localisés sur les paires non 

satéllifères 1, 5 et 6. Le même phénomène à été décrit chez Hipochaeris chillensis (Cerbah et 

al. 1998). L’inactivité et l’absence d’expression de ces gènes est due à une méthylation ou à 

un autre mécanisme de régulation d’expression (Dydak et al. 2009)  

Après observation des cellules interphasiques de C. tougourensis ssp tougourensis, un 

maximum de six nucléoles à été observé avec une majorité de deux nucléoles par noyau. Ce 

qui correspond au nombre de sites des gènes ADN ribosomiques qui sont au nombre de six. 

 

7- Origine du tétraploïde C. tougourensis ssp tougourensis 

Nous avons essayé d’établir une origine possible du tétraploïde C. tougourensis subsp. 

tougourensis. Il peut provenir soit, d’une autopolyploïdie (Fig. 20 A), de l’hybridation entre 

deux espèces diploïdes (2n=2x=18) en doublant son génome diploïde (alloautopolyploïdie) 

(Fig. 20 B) ou d’une hybridation homoploïde entre deux espèces tétraploïdes (2n=4x=36) 

sans doublement du lot chromosomique c’est une allopolyploïdie (Fig. 20 C). Dans 

l’alloautopolyploïdie les, les chromosomes parentaux seraient partiellement homologues ce 

qui facilite l’hybridation, dans le deuxième cas la situation est plus complexe car non 

seulement cela suppose qu’il faut remonter plus loin dans la chaine d’évolution mais que les 

chromosomes parentaux soient homologues 
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Figure 20 : Origines possibles de tétraploïde C. tougourensis ssp tougourensis 
(A) autopolypolïdie, (B) alloautopolyploïdie, (C) allopolyploïdie 

A 

B 

C 
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8- Taille du génome 

Les données de la taille du génome sont présentées ici pour la première fois pour les quatre 

espèces étudiées. 

Jusqu’à présent seulement 44 espèces parmi les 400 à 700 espèces de Centaurées connues 

ont été étudiées pour la taille de leur génome (Garnatje et al. 2011 ; GSAD : A genome size in 

the Asteraceae database, Release 2.0) 

Selon la littérature, la taille du génome des Centaurées étudiées varie de 2C=1,65 à 4,30pg 

(Siljak-Yakovlev et al. 2005 ; Bancheva & Greilhuber 2006 ; Dydak et al. 2009 ; Bou Dagher-

Kharrat et al. 2013 ; Garcia et al. 2013 ; Pustahija et al. 2013). 

La taille du génome des espèces étudiées varie de 1,47pg à 4,51 pg.  

Une classification des génomes des espèces a été établie par Leitch et al. (1998) et Soltis et 

al. (2003). Cinq catégories ont été proposées en fonction de la valeur 1C. Les génomes 

peuvent être :  

- Très petits 1C ≤ 1,4pg.  

- Petits 1,4 ˂ 1C ≤ 3,5pg.  

- Intermédiaires 3,5 ˂ 1C ˂ 14pg.  

- larges 14 ≤ 1C ˂ 35pg.  

- Très larges 1C ≥ 35pg 

Les espèces étudiées font parties de deux catégories : 

- Génomes très petits pour les diploïdes C. musimonum (1C=0,83pg), C. melitensis 

(1C=0,73pg) et le tétraploïde C. tougourensis ssp tougourensis (1C=1,12) 

-  Génome petit pour le diploïde C. maroccana (1C=1,43) (qui présente la taille du 

génome la plus importante parmi les quatre espèces étudiées). 

En général, les espèces de Centaurées avec un nombre de base x=9 sont caractérisées par 

des génomes et des chromosomes de petites tailles (0,09 à 0,12 pg/chromosomes). La taille 

des chromosomes des espèces avec un nombre de base x=10 ou x=11 est plus grande (0,12 à 

0,18 pg/chromosome) (Siljak-Yakovlev et al. 2005). Cette hypothèse n’est pas vérifiée dans 

notre cas. C. tougourensis subsp. tougourensis (x=9) a une moyenne de 0,12 

pg/chromosome (ou 123 Mpb) alors que C. musimonum (x=10) a une moyenne de 0,08 

pg/chromosome (ou 81 Mpb). 

C. melitensis (x=12 et 0,06 pg/chromosome) présente un génome plus petit que celui de C. 

maroccana (x=12 et 0,11 pg/chromosome). 
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La variation dans la taille des génomes soulève plusieurs questions quand à la nature de 

l’ADN accumulé, aux forces et mécanismes à l’origine de cette variation, et ces 

conséquences sur les organismes en termes évolutifs et adaptatifs (Mahe 2009). La 

transposition s’avère être la cause principale des variations de taille de génome en dehors 

de la polyploïdie. Les éléments transposables sont capables de s’auto-répliquer et peuvent 

donc générer rapidement un grand nombre de copies d’eux même. Ils peuvent conduire à 

un doublement de la taille du génome comme chez Oryza australiensis (Piégu et al. 2006).  

 

9- Viabilité et caractères morphologiques du pollen  

9-1 Viabilité des grains de pollen 

La viabilité a été définie comme ayant la capacité de vivre, grandir, germer ou se développer 

(Lincoln et al. 1982). 

 Le terme viabilité est utilisé pour décrire des grains de pollen capables : de germer sur le 

stigmate (Morse 1987, Preston 1991, Vaughton & Ramsey 1991, Niesenbaum 1992), de 

germer in vitro (Shchori et al. 1992, Beardsell et al. 1993, Lindgren et al. 1995), de fixer 

certains colorants (Bernhardt et al. 1980, Becker et Ewart 1990, Mione et Anderson 1992, 

Nyman 1992) et d’engendrer des graines vigoureuses après la pollinisation (Smith-Huerta & 

Vasek 1984). 

Les quatre espèces étudiées présentent des taux de viabilité assez élevés. Le plus faible est 

rencontré chez C. maroccana (74%) et le plus élevé chez C. musimonum (94,33%). La qualité 

du pollen est souvent assimilée à une bonne viabilité (Kelly et al. 2002). La viabilité peut 

donner une indication sur l’habilité des grains de pollen à délivrer aux cellules le sperme 

pour le sac embryonnaire au cours de la pollinisation (Stefans 2006).  

 

9-2 Caractères morphologiques des grains de pollen 

Wagenitz en 1955, a caractérisé les grains de pollen du genre Centaurea par des critères 

morphologiques. Il a utilisé les paramètres suivants : forme du grain de pollen, 

ornementation de l’exine, couches externes et internes de la columelle, longueur du colpus 

et forme du pore (Özler et al. 2009). Ces paramètres sont très importants pour la 

caractérisation des espèces (Edeoga et al. 1998 ; Edeoga & Ikem 2002 ; Mbagwu & Edeoga 

2006 ; Mbagwu et al. 2008 ; Adekanmbi 2009) 
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La taille des grains de pollen des plantes varie en général de 5µm chez le myosotis jusqu’à 

200 à 300 µm chez la citrouille (Frenguelli 2003). Les grains de pollen des espèces qui font 

l’objet de cette étude sont de taille moyenne (le diamètre varie de 25 µm à 49 µm). 

La forme des grains de pollen analysés est de type prolate sphéroidal (1,01˂P/E˂1,14) 

comme chez : C. incompta subsp. incompta, C. kartshiana (Siljak-Yakovlev 1986), C. 

calcitrapa, C. diffusa, C. pulchella et C. galastifolia (Villodre & Garcia-Jacas 2000). D’autres 

formes ont été rencontrées chez d’autres espèces de Centaurées :  

- La forme oblate-spheroïdal (0,89˂P/E˂0,99) chez C.alpina (Siljak-Yakovlev 1986), C. 

cariensis subsp. maculiceps, C. carduiformis subsp carduiformis, C. pseudoscabiosa subsp 

pseudoscabiosa (Özler et al. 2009).  

- La forme subprolate (1,15˂P/E˂1,33) chez C. kosaninii, C. nicolai, C. dalmatica (Siljak-

Yakovlev 1986), C. alba, C. aucheri, C. behen, C. diluta, C. eriophora et C. fragilis (Villodre 

& Garcia-Jacas 2000). 

-  La forme prolate (1,34˂P/E˂2) chez C. ragusina subsp lungensis (Siljak-Yakovlev 1986), C. 

antiochia Boiss., C. pichleri ssp extrarosularis (Özler et al. 2009). 

Tous les grains de pollen des espèces étudiées sont de forme isopolaire, à symétrie radiale 

d’ordre 3 et tricolporés. Ces caractères ont été rencontrés chez beaucoup d’espèces de 

Centaurea : C. nicolai, C. alpina, C. glaberrima (Siljak-Yakovlev 1986) C. ptosimopappa (Çelik 

et al. 2008), C. cadmea, C. luschaniana, C. lossiensis, C. solstisialis ssp pyracantha (Özler et al. 

2009), C. polyclada (Uysal et al. 2005), C. lycopifolia Boiss. et Kotschy (Gomürgen et al. 

2010). 

La forme tricolporée est la plus répandue chez les espèces du genre Centaurea, les grains de 

pollen sont rarement tétracolporés (Özler et al. 2009). D’après Walker et Doyle (1975), les 

données paléontologiques montrent que, chez les angiospermes, le pollen a évolué du type 

monoaperturé au type pluriaperturé en passant par une forme sans aperture et que les 

formes pluriaperturés ont évolué à partir des types triaperturés. Selon ces mêmes auteurs, 

les types polliniques à quatre, cinq et six apertures sont des formes dérivées du type à trois 

apertures et marquent ainsi une certaines évolution : l’aperture est le point de germination 

du tube pollinique et constitue un point de réception des stimuli.   
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Dans ce travail nous avons aussi mesuré des paramètres supplémentaires tels que 

l’épaisseur de l’exine aux niveaux polaire, intermédiaire et équatorial, le diamètre de 

l’apocolpium, la largeur des colpi et la longueur et la largeur des pori. 

Nous avons pu classer le pollen des quatre espèces étudiées, en se basant sur les 

classifications de Wagenitz (1955) et de Siljak-Yakovlev (1986).  

Selon Wagenitz (1955), toutes les espèces du genre Centaurea de la section Chamaecyanus 

appartiennent au type Scabiosa exceptée C. musimonum qui appartient au type Jacea. La 

taille des grains de pollen de cette espèce est remarquablement plus petite que celle donnée 

par wagenitz (1955) et Siljak-Yakovlev (1986) concernant les espèces du type Scabiosa. Elle 

correspond plus à la taille des grains de pollen des espèces qui appartiennent au type Jacea. 

Ainsi, C. musimonum (Sect. Chamaecyanus, sous-groupe Lopholoma), C. maroccana et C. 

melitensis (Sect. Mesocentron, sous-groupe Jacea) et C. tougourensis ssp tougourensis (Sect. 

Phalolepis, sous-groupe Jacea) appartiennent toutes au type pollinique Jacea. 

 

Les résultats concernant la taille du pollen sont donnés ici pour la premières fois pour toutes 

les espèces sauf pour C. melitensis dont une population espagnole a déjà été étudiée par 

Villodre et Garcia-Jacas (2000). La taille du pollen de cette population est plus petite 

(P=21,96 ± 2,06 µm, E=17,92 ± 2,95 µm, P/E=1,22) que celle trouvée chez la population 

algérienne (P=27,27 ± 1,56 µm, E=25,08 ± 2,08 µm, P/E=1,22). Le pollen de la population 

espagnole est de forme subprolate avec une sculpture de tectum de type scarbate. Pour la 

population algérienne, nous avons conclu que le pollen est de forme prolate-sphéroïdal et 

de sculpture tectale microéchinate. 

Les quatre espèces ont des grains de pollen de taille moyenne (25 µm< ɸ < 49 µm). Des 

espèces du même type ont des tailles presque similaires : C. kartschiana (P=31,48±0,49, E= 

27,76±0,36), C. glaberrima (P=37,76±0,49, E=32,60±0,53) (Siljak-Yakovlev, 1986), C. cadmea 

(P=30,14±1,33, E= 29,09±1,25), C. tossiensis (P=27,03±1,53 et E= 26,52±1,44) (Özler et al. 

2009). 

 L’exine au niveau équatorial est assez fine chez C. melitensis (EZE=2,86± 0,49 µm) et 

C. tougourensis ssp tougourensis (EZE=2,87 ± 0,41 µm), elle l’est moins chez chez C. 

musimonum (EZE=2,92±0,41 µm), elle est plus importante chez C. maroccana (EZE=3,35 

±0,36 µm). Rappelons que C. maroccana a été collectée du coté de la wilaya de Biskra qui est 

caractérisée par un étage bioclimatique aride. Chez les espèces du même type pollinique 
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étudiées par Siljak-Yakovlev (1986), l’épaisseur de l’exine varie de 2 à 4 µm, elle est de 2,45 ± 

0,34 µm chez C. cadmea et de 3,67 ± 0,47 chez C. lossiensis (Özel et al. 2009). L’épaisseur de 

l’exine a déjà été signalée par Cerceau-Larrival et Roland-Heydacker (1978) comme une 

forme d’adaptation à la sécheresse chez les genres Trachymene (Araliaceae), Uldinia 

(Apiaceae) et Xanthosia (Umbelliferae) (Siljak-Yakovlev 1986). 

L’exine chez le groupe du type Jacea est Helianthoïde (caveate) (Siljak-Yakovlev 1986). Selon 

Wagenitz (1955, 1976), Skvarla et al. (1977), Bolick (1978), le type Hélianthoïde (caveate) est 

plus évolué que le type Anthemoïde (acaveate). C’est un type adapté aux habitats 

relativement secs (Bolick 1978, 1981) 

Malgré que le groupe Jacea soit un groupe très large, l’homogénéité de son pollen est 

remarquable. Les seules différences sont au niveau de la forme : de subprolate à prolate-

sphéroïdal), et les sculptures de scarbate à échinate (Villodre & Garcia-Jacas 2000). 

 

 Le type pollinique Jacea est le type le plus évolué à comparer avec les autres types 

(Serratula, Montana, Dealbata, Cyanus, Centaurium, Scabiosa). Les processus d’évolution 

ont abouti au type non-épineux et caveate. Cet aperçu d’évolution a été suggéré par 

Wagenitz (1955), confirmé par de études morphologiques (Wagenitz & Hellwig 1996) et par 

une étude moléculaire (Susanna et al. 1995 ; Garcia-Jacas et al. 2000, 2001) (Fig 21). 

Garcia-Jacas (2000) et Vilatersana et al. (2001) ont attesté que le type pollinique est une des 

caractéristiques les plus fiables pour établir la phylogénie dans le genre Centaurea. 
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Chez les angiospermes, une corrélation positive a été suggérée entre la taille du 

génome et la taille des grains de pollen (Misset & Gouret 1996). Nos résultats permettent de 

vérifier cette corrélation. En effet, chez C. maroccana la taille du génome est la plus 

importante (1Cx=1399 Mbp) et les grains de pollen les plus grands (P= 36,74 ±3,55, 

E=34,45±3,20) et chez C. melitensis la taille du génome (1Cx=714 Mpb) est la plus petite et 

les grains de pollen les plus petits (P=27,27 ± 1,56 µm, E=25,08 ± 2,08 µm).  

Une autre corrélation a été mise en évidence par Siljak-Yakovlev (1986). Il a été 

constaté que le type pollinique Jacea (type le plus évolué), est le type des espèces ayant un 

Figure 21 : Schéma évolutif du type pollinique dans le genre Centaurea selon 

Wagenitz 1955 (Siljak-Yakovlev 1986) 

C. musimonum 
C. maroccana 
C. melitensis 
C. tougourensis ssp 
tougourensis 
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faible nombre chromosomique de base, le plus souvent chez les espèces polyploïdes. Cette 

corrélation se vérifie pour C. tougourensis ssp tougourensis espèces tétraploïde avec un 

nombre chromosomique de base x=9. Il a été déduit que, chez le genre Centaurea, le 

processus évolutif serait accompagné d’une réduction du nombre de base (Siljak-Yakovlev 

1986).  
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Conclusion générale et Recommandations 

Conclusion générale 

Le but de cette étude était la caractérisation pour la première fois du génome de quatre 

espèces nord africaines appartenant au genre Centaurea (trois d’entre elles sont 

endémiques Algériennes). Pour cela nous avons combiné à la fois des méthodes de 

cytogénétique classique et moléculaire, une méthode d’estimation de la taille du génome et 

des méthodes d’étude du pollen.  

Grace aux méthodes de cytogénétique classique, nous avons déterminé pour la premières 

fois le nombre chromosomique, le nombre de base et le niveau de ploïdie des espèces C. 

musimonum (2n=2x=20, x=10) et C. tougourensis ssp. tougourensis (2n=4x=36, x=9). Nous 

avons pu confirmer le nombre chromosomique et déduire le nombre de base de C. 

maroccana (2n=2x=24, x=12) et C. melitensis (2n=2x=24, x=12). 

L’établissement des caryogrammes et des idiogrammes de chacune des espèces étudiées 

ont permis de déduire que les chromosomes des espèces sont tous de type métacentrique 

et submétacentrique, leur taille ne dépassant pas les 6,05 µm.  

Le caryotype de l’espèce C. tougourensis subsp. tougourensis présente une paire 

hétéromorphique en position 1. Pour expliquer ce phénomène nous avons émis deux 

hypothèses. Dans la première nous suggérons qu’une délétion s’est produite sur le bras long 

du chromosome métacentrique entrainant ainsi une diminution de la taille de celui-ci par 

rapport à son chromosome homologue. Dans la deuxième hypothèse nous suggérons la 

possibilité qu’il y’ait une translocation au niveau télomérique induisant la diminution de la 

taille du chromosome métacentrique et l’augmentation de la taille du chromosome 

submétacentrique. 

Pour ce qui est de l’origine du tétraploïde C. tougourensis subsp. tougourensis, plusieurs 

possibilités ont été proposées, autopolyploïdie, alloautopolyploïdie ou allopolyploïdie. 

Rappelons que c’est une espèce endémique stricte Algérienne. Signalons que nos 

investigations sur le terrain et les données de la littérature n’ont pas permis de supposer 

l’existence à l’heure actuelle de ces supposés parents. 
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Grace à la classification de Stebbins et les paramètres d’estimation de l’asymétrie intra- et 

interchromosomale nous avons établi un ordre évolutif des caryotypes. Ainsi C. tougourensis 

subsp. tougourensis est l’espèce la plus évoluée avec le caryotype le plus asymétrique et C. 

musimonum est l’espèce la moins évoluée avec le caryotype le plus symétrique.  

La distribution des bandes hétérochromatiques riches en base G-C nous a permis de mettre 

en évidence une grande variabilité dans le nombre et la position des bandes CMA+ entre les 

espèces étudiées. 80 bandes CMA+ observées chez C tougourensis subsp. tougourensis, 24 

chez C. musimonum et seulement 8 et 6 chez C. maroccana et C. melitensis respectivement. 

La cartographie des gènes ribosomiques 35S nous a aussi permis de constater une grande 

variabilité dans le nombre et l’intensité des marquages chez les espèces étudiées. Ils sont 

tous localisés sur les télomères et pour la plupart co-localisés avec les NORs. C. musimonum 

présente le plus grand nombre de loci 35S ce qui est assez inhabituel pour un diploïde. Nous 

avons suggéré que les cinq loci 35S chez le tétraploïde C. tougourensis ssp tougourensis 

peuvent avoir soit une origine hybride soit une origine autopolyploïde. Dans ce cas là, un 

locus a probablement été perdu. Nous n’avons pas constaté une grande variabilité dans le 

nombre et l’intensité des loci 5S. Chacune des espèces n’en présente qu’un seul. 

En estimant pour la première fois la taille du génome, nous avons contribué à 

l’enrichissement des données contenues dans le GSAD (A genome size in the Asteraceae 

database, Rlease 2.0). Le génome des espèces étudiées varie de très petit à petit selon la 

classification donnée par Leitch et al. (1998) et Soltis et al. (2003). 

L’analyse palynologique nous a permis de compléter l’étude et la caractérisation de nos 

espèces. D’abord par l’estimation du taux de viabilité qui est assez élevé chez toutes les 

espèces étudiées. Ensuite par l’étude de la morphologie des grains de pollen en mesurant 

leur taille (axe polaire et axe équatorial), en déterminant la forme, le type d’ornementation 

de l’exine, la longueur du colpus et les formes du porus.  

Selon l’appartenance des espèces à tel ou tel sous groupe, nous avons pu classer les grains 

de pollen dans deux types distincts : type jacea et type scabiosa 
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Nous appuyons et nous confirmons l’hypothèse émise par Wagenitz (1955) dans laquelle il 

classe C. musimonum dans le type Jacea et non dans le type Scabiosa comme les autres 

espèces de la même section. 

Pespectives 

- La paire hétéromorphique, la perte d’un locus 35S, l’origine tétraploïde et le statut 

d’endémique stricte algérienne de la sous espèce C. tougourensis subsp. tougourensis font 

qu’elle mérite une attention particulière par l’élargissement des prospections en vue de 

trouver les supposés ancêtres et confirmer l’origine par hybridation génomique in situ 

(GISH). 

La deuxième sous espèce C. tougourensis ssp foucauldiana (Maire.) Q. et S. endémique des 

hautes montagnes du Sahara Central devrait faire l’objet d’études approfondies pour la 

comparer à la sous espèce tougourensis si le matériel est accessible à la récolte. 

- La pauvreté de données bibliographiques concernant la cytogénétique classique et 

moléculaire, la taille du génome et la palynologie des espèces algériennes de Centaurea 

s’impose comme projet d’étude pour contribuer à la connaissance de la biodiversité et 

enrichir les bases de données. 
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Annexe 1 

Tableau1: Les espèces endémiques Algériennes du genre Centaurea (Quézel et Santa, 1963 ; Ozenda 1991) 

Espèces synonymes homotypiques Synonymes hétérotypiques Noms communs Endémiques 

C. africana var. africana 
(Bonnet.) M 

-   Algéro-tunisienne 

C. amara ssp ropalon (Pomel) 
Arènes 

 Centaurea jacea 
subsp. ropalon (Pomel) Maire  

 Centaurea ropalon Pomel  

 Jacea ropalon (Pomel) Holub ) 
 

= Centaurea jacea var. illudens 
Maire   
= Centaurea ropalon 
var. tunizensis Maire 

 
 

 Algéro-tunisienne 

C. incana Desf.  Colymbada incana (Desf.) Holub  =Centaurea pubescens Willd. 
subsp. pubescens  

=Centaurea incana 
subsp. pubescens (Willd.) Maire  

=Centaurea pubescens Willd.   

=Centaurea reflexa 
subsp. pubescens (Willd.) Ball   

=Centaurea incana 
var. abdelkaderi Sennen & 
Mauricio  

=Centaurea incana 
var. amourensis auct.  

=Centaurea incana 
var. carbonelli Sennen & 
Mauricio   

=Centaurea incana var. fulgida 
Maire   
 

  

http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136730
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136730
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136845
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=222570
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136731
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136731
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136846
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136846
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=163401
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136814
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136814
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136710
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136710
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136810
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=163306
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=163306
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136703
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136703
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136703
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136704
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136704
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136705
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136705
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136705
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136706
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136706


 
 

=Centaurea incana 
var. hookeriana Ball   

=Centaurea incana var. pauana 
Maire   

=Centaurea incana var. ignea 
Emb. & Maire  

=Centaurea incana 
var. leucophylla Alleiz.  

=Centaurea pubescens 
var. litoralis Batt.   

=Centaurea incana var. litoralis 
(Batt.) Maire 

=Centaurea incana 
var. pseudacaulis Maire   

=Centaurea incana 
var. spillmanniana Maire   

=Centaurea pubescens 
var. integrifolia Alleiz.  

=Centaurea pubescens 
var. leucophylla Alleiz.  

=Centaurea abdelkaderi Sennen 
& Mauricio  

=Centaurea carbonellii Sennen 
& Mauricio   

=Centaurea incana 
var. battandieri Sennen ex 
Maire   

 

C. involucrata Desf. (1799) =Centaurea involucrata var. paulini Seguia Algéro-marrocaine 

http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136707
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136707
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136708
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136708
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136714
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136714
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136715
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136715
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=222280
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=222280
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136716
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136716
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136717
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136717
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136722
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136722
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=163302
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=163302
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=163303
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=163303
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136567
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136567
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136621
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136621
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136712
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136712
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136712
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136727


 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Centaurea pullata 
subsp. involucrata (Desf.) Talavera  

Maire & Sennen  

C. maroccana Ball.   Calcitrapa maroccana (Ball) Holub  =Centaurea pterodonta Pomel  Neggar Algéro-marrocaine 

C. musimonum Maire  - - - Algéro-marrocaine 

C. nana Desf.  Colymbada nana (Desf.) Holub  - - Algéro-marrocaine 

C. phaeolepis Coss.  - - - Algérienne 

C. pungens Pomel  Calcitrapa pungens (Pomel) 
Holub  

 Centaurea pungens Pomel 
subsp. pungens 

 

=Centaurea pungens var. conillii 
Sennen & Mauricio 

 Algérienne 

C. tougourensis ssp 
tougourensis 

 Centaurea tougourensis Boiss. 
& Reut.  

  
 

=Centaurea tougourensis 
var. brevimucronata Maire   

=Centaurea tougourensis 
var. medians Maire  

=Centaurea tougourensis 
var. transiens Maire   

 

Guadoust Algérienne 

http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136818
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136818
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136727
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=185438
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136808
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=222314
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=105228
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=105228
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136830
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136830
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136831
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136831
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136906
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136906
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136910
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136910
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136911
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136911
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136912
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=136912


 
 

Annexe 2 

  

1- La 8-hydroxyquinoléine à 0.002%  

0.03g de la 8-hydroxyquinoléine dans 100 ml d‟eau distillée.  

2- Colchicine à 0.05%  

50 mg de colchicine en poudre dans 100 ml d‟eau distillée.  

 3- Solution mère d’orcéine 

- Dissoudre par ébullition ménagée 2,2 g d’orcéine (Gurr) dans 100 ml d’acide acétique 

glacial 

- Laisser refroidir, agiter et filtrer 

La solution d’océine standard 1% (La dilution se fait au moment de l’emploi) 

- Mélanger 4,5 ml de solution mère avec 5,5 ml d’eau distillée 

4- Carmin acétique à 1%   

- Dans un grand Erlenmeyer, porter 1 litre d’eau acétique (45% acide acétique) à 

ébullition.  

- Verser 10 g de carmin et faire mijoter la solution pendant 5 min.  

- Laisser décanter jusqu’au refroidissement.  

- Filtrer.  

- Additionner quelques gouttes de perchlorure de fer dans la solution obtenue pour 

accentuer l’intensité de la coloration.  

La solution de carmin ainsi obtenue, se conserve très longtemps dans un flacon en verre 

fumé. 

5-Tampon phosphate  

- Mettre dans un erlenmeyer contenant 100 ml d’eau distillée, 1.17 g de phosphate 

dissodique (Na2 HPO4 ) avec 0.69 g de phosphate monopotassique (KH2 PO2 ).  

- Mélanger.  

- Ajuster le pH à 6.8.  

Cette préparation doit être extemporanée.  

6- Solution saline 2 x SSC (Salt Sodium Citrate)  

Mélanger 17.5 g de chlorure de sodium et 8.8 g de citrate de sodium dans un litre d’eau 

distillée. 



 
 

Annexe 3 

 1- Tampon citrate 

 0.01M  

Le tampon citrate est formé de deux solutions A et B  

A : solution d’acide citrique          0.096g/50ml.  

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

Pour un pH 4.6  

- Prendre 25.5ml d’acide citrique et 24.5ml de citrate de sodium.    

- Compléter à 100 ml avec l’eau distillée.  

  

0.05M (pour la préparation de l’enzyme R)  

- Acide citrique                        0.48g/ 50ml  

- Citrate de sodium                   0.73g/ 50ml  

2- Préparation de l’enzyme R  

Hémicellulase      4%  

Pectolyase          1%  

Cellulase R10      4%  

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

3- Tampon McIlvaine  

A: solution d’acide citrique         1.05g/50ml H 2 O  

B: Na 2 HPO 4, H 2 O                  1.068g/30ml   H 2 O.     

Pour un pH 7  

- Prendre 6.5ml de la solution A et 43.6ml de la solution B.  

- Compléter à 100ml par de l‟eau distillée.  

 Pour un pH 5.5  

- Prendre 43.2 ml de la solution A et 56.8ml de la solution B.  

- Compléter à 200ml par de l‟eau distillée  

  



 
 

Tampon McIlvaine pH 7 + MgSO4  

- Prendre 50ml du tampon McIlvaine (pH 7).  

- Ajouter 61.62mg de MgSO 4.  

 

4- Préparation de la chromomycine  

2mg de chromomycine pour 10ml de solution (tampon McIlvaine pH 7 + MgSO 4) .  

Entourer le flacon avec du papier aluminium pour l’obscurité et conserver à 4°C.  

  

 5- Prépartions des tampons et des enzymes pour la FISH  

20 x SSC  

NaCl                      175.3g  

Citrate de sodium    88.2g  

Eau ultra pure          qsp 1000ml  

  

4 x SSC Tween  

Tween 20               1ml  

20 x SSC                  100ml  

Eau ultra pure         400ml  

4 x SSC  

20 x SSC                100ml  

Eau ultra pure         400ml  

  

2 x SSC  

20 x SSC                100ml  

Eau ultra pure         200ml  

  

0.1 x SSC  

2 x SSC                   13ml  

Eau ultra pure          247ml  

  

Formamide 20%  

0.1 x SSC                160ml  

Formamide             40ml  

  

RNase (stock à 10mg/ml diluée à 1/100)  

RNase à 10mg/ml       16µl  

2 x SSC                     1584µl  

  

Pepsine (stock à 500mg/ml)  

Pepsine 500 mg          500mg  

HCl    0.01 M               1ml  



 
 

  

Tampon de détection (préparé extemporanément)  

5% BSA (Bovine serum albumin): 0.1g de BSA dans 2ml 4 x SSCT.  

Diluer dans un petit récipient et laisser à 37°C jusqu‟à la dilution complète.  

  

  

  

  

  

    

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 


