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*4 Introduction

Introduction

La pauvreté des sols d’Afriqgue du Nord et la ra®8 sources en matiéres azotées
destinées aux animaux justifient I'introduction dégumineuses fourrageres telles que la luzerne
(Medicagq, le trefle, le pois et le soja dans I'assoleniefiteche, 2006).

La flore d’Algérie est particulierement riche erpeses, la diversité de I'Algérie en
climats et sols lui donne une place privilégiéerpauculture et I'exploitation des plantes. Un tres
grand nombre de ces especes poussent a I'étaehatuendémique, certaines se révelent d’'une
grande valeur agronomique, car elles sont utiliséesme fourrage pour le bétail ou sous forme de

plantes alimentaires, d’autres ont une applicatiédicinale (Amrani, 2006).

Dans le but de valoriser les oasses phytogénétiques en Algérie, la connaissdase
especes a intérét fourrager et pastoral représam@epréoccupation essentielle. C'est le cas des
especes appartenant au gemedicago, plantes annuelles, bisannuelles ou vivaces qut son
capables de résister aux conditions de sécheresse.

Les espéces du geMierdicagopossedent un intérét agronomique grace a leududpta
la fixation symbiotique de l'azote, permettant ymmeduction abondante en protéines végétales
(Etienne etal., 2001), et grace a leur capacité d'enrichisser@nsols en azote organique (la
symbiose) ; ils sont souvent utilisées dans legesyss de rotation avec les céréales (Yahia et Fyad-
Lameche, 2003). En Algérie, ces plantes assuramidfioration de la flore des jacheres paturées et
entrent facilement dans la rotation avec les cése@hebouti etl., 200Q. Par ailleurs, des travaux
ont été entrepris pour utiliser des extraits fodiaides luzernes (cas Nk sativg comme aliment
destiné a des populations souffrant de carenceentaire forte, en particulier chez les enfants

(Hireche, 2006).

La sectiodesIntertextaedu genreMedicagoinclut quatre especes annuelles diploides :
M. ciliaris (L.), M. intertexta(L.), M. granadensigL.) et M. muricoleptis(L.) avec un niveau de

ploidie 2n = 2x = 16 (Jules, 1992).

Notre travail entre dans le caden projet de recherche, développé en collabamati
entre 'INRAA et TENSA (ex. INA), sur I'étude taxammique de la section ddstrtextae par
l'utilisation d’'une approche pluridisciplinaire. feaspects en relation avec la morphologie, la
biométrie, I'écologie, la symbiose et la biologielgtulaire ont été étudiés (Laouar, 2005) et notre

ﬂgxl
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travail porte sur I'étude cytogénétique des diffiésetaxons de la section dbgertextaequi vise

une meilleure connaissance des génomes.

Donc notre contribution consisteune approche cytogénétiqgue pouvant représemter u
complément d’information aux questions d’ordre taxmique relatif a ces taxons.

Les outils utilisés sont ceuxaeytogénétique classique et du fluochrome banding

Ainsi, outre l'introduction et tnclusion, le mémoire est structuré en trois itheg
Dans le premier chapitre nous effectuons une sgathéliographique basée essentiellement sur la
présentation du genrledicagq les principaux travaux sur ce théme et le ragwelquelques
notions en cytogénétiqgue. Le deuxieme chapitre coteple matériel d’étude et les méthodes

expérimentales appliquées. Les résultats et laisison constituent le troisieme chapitre.
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Chapitre: Revue Bibliographique

1 Présentation du genreMedicago

1.1 Caracteres généraux

Les espéces du gehtedicagosont soit herbacées ou arbustives, a de fortesesac
pivotantes pouvant atteindre plusieurs métres déopdeur, ses tiges portent des feuilles trifoliées
a folioles finement dentés au sommet et présendeirdidrescences en grappe, les stipules sont
larges de forme allongée ou cordiforme. Les flalost la couleur varie du mauve au jaune sont
portées sur un long raceme qui contient jusqute@s (Lapeyronie, 1982; Mathieu, 2003).

La fécondation est allogame chez espéces vivaces et autogame chez les especes
annuelles (Prosperi al., 1993). Le fruit est une gousse plus ou moins@éey soit en forme de
faucille, soit spiralée (de 1 a 4 spires) parfgéuse. La graine plus ou moins réniforme est
longue d’environ 10 mm (Mathieu, 2003; Hireche, @00

1.2 Distribution géographique du genreMedicaqo

L’origine des especes du geviedicagone fait pas 'unanimité selon les auteurs. En
effet, pour Lapeyronie (1982), elles sont distrémiéans le bassin méditerranéen (le sud de
I'Europe, I'Afrique du Nord, le proche Orient), taines ont été introduites en Amérique du Nord,
en Australie et en Europe du Nord. D’'aprés Derdkraest (1997), elles sont originaires d’Europe,
d’Asie et d’Afrique et se sont répandues dans désutontinents sous forme de mauvaises herbes.
Les travaux de Mathieu (2003) et Hireche (2006)yrafint qu’au cours de XIX siecle, Les luzernes
(les espéces du genkéedicagd ont conquit 'ensemble de la zone méditerranégansuite elles
ont envahi d'autres parties du monde, en particués continents américain et australien a

I'occasion des différents courants de la colomsatiumaine (Fig. 1).

Les luzernes s’accommodent debesésses périodiques, elles sont adaptées aeous |
types de sols qui ne sont pas trop humides (Lapeyr982).

93



2200 Krr

Figure 1: Distribution géographigue du genreMedicagodans le monde
(Source:Prolea, 2002)
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1.3 Historigue de la classification du genréMedicago

Le genr®ledicagoest proche du genmdelilotus et Trigonella. Il comprend un grand
nombre d’espéeces diploides, tétraploides, excaptltament héxaploidesM( arborea, M.
saxatilig. Le nombre chromosomique de base est x = 8, @éroeellement x = 7Nl. polymorpha,

M. praecox M. rigidula et certaines formes d. murey.

Plusieurs classifications du geviedicagofurent proposées par plusieurs botanistes et
taxonomistes (Urbard872 in Schoutteten, 200Heyn 1963; Lesins et Lesind979; Erneset al.,
1998).

Lesins et Lesins (1979) recend&niespeces herbacées, 34 annuelles et 21 pérennes,
parmi lesquelles une dizaine sont cultivées et tmpiupart sont présentes dans les paturages ou
parcours, notamment méditerranéens. lls divisegélee en 4 sous genrésipularia, Orbicularia,
Falcago,Spirocarpu3 et 14 sections (Tab.1) (Schoutteten, 2004).

Selon Ernestt al. (1998) le genreMedicago comporte 86 espéces (annuelles,
bisannuelles et vivaces) représentant I'ensemdsel@ sections et 8 sous sections.

En Algérie, parmi les especesples connues du genrgledicago ciliariset Medicago
intertextes Constituent les principales ressources en |légeusies fourragéres (André et Hubert,
1992; Laouar et Abdelguerfi, 2003Hireche 2006). Leur classification n’est pas claire. Eregff
selon la littérature ancienne et récente, quafiférdntes classifications attribuées aux deux taxa
existent et sont rapportées par Laouar et Abdeiig2803):

1M. intertextaet M. ciliaris considérées chacune comme espece (Battandieatetit]r
1890; Julien, 1894; Quézel et Santa, 1962; Leskesins, 1979; Small et Jomphe, 1988).

2M. ciliaris est considérée comme une sous-espeba deertexta(Bonnier 1927).

3- les deux taxons sont des w@si@eM. intertexta, c'est-a-dire M. intertextavar.
intertextaet M. intertextavar. ciliaris (Heyn 1963).

4- M. intertextaest considérée comme une sous-espebd ddiaris (Jauzien, 1995).



Tableau 1: Classification de différentes espéces du gétedicagoselon Lesins et Lesins (1979)

Nombre chromosomique| Type
Sub- genus Section Sub-section Espéce (2n) d'espéce

Lupularia M. lupulinae 16,32 A.B
- - M. secundiflora 16 A.B

Carstiensae - M. carstiensis 16 P

M. platycarpa 16 P

Platycarpae - M. ruthenica 16 P

Orbicularia Orbiculres - M. orbicularis 16 A
Hymenocarpos - M. radiata 16 A

Heyniana - M. heyniana 16 A

Cretaceae - M. cretacea 16 P

M. falcata 16,32 P

M. sativa 16,32 P

Falcatae M. glomerata 16 P

M. glutinosa 32 P

M. prostrata 16,32 P

Falcago M. rhodopea 16 P

M. saxatilis 48 P

Falcago Rupestres M. rupestris 16 P
M. cancellata 48 P

M. daghestanica 16 P

Daghestanicae M. pironae 16 P

M. dxhawakhetica 32 P

Papillosae M. papillosa 16,32 P

Arobeae - M. arobea 32,48 P

Marinae - M. marina 16 P

M. hybrida 16 P

Suffruticosae - M. suffruticosa 16 P

M. rotata 16 A

M. bonarotina 16 A

Rotatae M. noeana 16 A

- M. shephardii 16 A

_ M. rugosa 30 A
Spirocarpus M. scutellata 30 A
M. soleirolii 16 A

- M. tornata 16 A

M. littoralis 16 A

Pachyspirae M. truncatula 16 A
M. rigidula 14 A.B

- M. murex 14,16 A

M. constricta 14 A

M. turbinata 16 A

M. doliata 16 A

M. sauvagei 16 A

M. laciniata 16 A

M. minima 16 A

_ M. praecox 14 A

Leptospirae - M. coronata 16 A
Spirocarpus M. polymorpha 14 A.B
M. arabica 16 A

M. lanigera 16 A

M. disciformis 16 A

M. tenoreana 16 A

M. intertexta 16 A

Intertextae - M. ciliaris 16 A

M. muricoleptis 16 A

M. granadensis 16 A

A : Annuelle ; P : Pérenne : B : Bisannuelle (Jules, 199p

Qe
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1.4 Position systématigue

Régne :
Embranchement

Sous- embranchement

Classe
Sous- classe
Ordre

Famille

Sous-famille

Tribus

Genre

Plantae
Spermatophytes
Angiospermes
Dicotylédones
Rosidées
Fabales
Fabaceae
Faboideae
Trifolieae
Medicago(L.)

(Small et Jomphe, 1989)
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1.5 Les espéeces spontanées rencontrées en Algérie

Le genrgledicagoen Algérie est représenté par de nombreuses aspigartanées dont

les plus importantes sont décrites par Quézel miaSm 1962 (Tab2).

Tableau 2 Espéces spontanées en Algérie

Nom d’espéce| Type de la plante Gousse Fleur Habitat
M. intertexta Annuelle Glabre de 12 a 15 mm Jaune Paturages, Tell Algéro-
Constantinois
Velue hirsute, plus ou
M. ciliaris Annuelle moins glanduleuses de 10- Jaune Paturages, prairies, Tell §
: 15 mm sol semi salin
M. falcata Vivace Courbée en faucille ou en Jaune Paturages argileux
: anneaux, pubescente
Réniforme, fortement
M. lupulina Annuelle ou bisannuellg arquée de 2-3 mm de Jaune Paturages
' diamétre
M. Annuelle ou bisannuelle  Brun clair de 2-2.5 mm Jaune Paturages
secundiflora
M. marina Vivace Contournée en hélice Jaune Sables maritimes
Violettes ou
M. sativa Vivace glabre ou pubescente, & 2{3jaunes lavées Cosmopolite
' tours de spire de brun
M. scutellata Annuelle Hémisphérique a spires Jaune Sols argileux du Tell
: emboitées de 13-15 mm
M. orbicularis Annuelle Ovoide a 5-6 tours de spiregs  Jaune Paturages du Tell
M. rugosa Annuelle Ne dépassant pas de 9 mm  Jaune Paturages de Constantine
. Alger
M. soleirolii Annuelle Glabres jaune Paturages du Tell
: Constantinois
Glanduleuse- fortement
M. rigidula Annuelle pubescente de 10 mm Jaune Broussailles, Montagnes
M.tuberculata Annuelle Tronquée a sa base, Glabfe  Jaune Paturages arides

de 10 mm

ps
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Tronquée a ses deux
M. truncatula Annuelle extrémités Jaune Tell - Paturages
De 7-8 mm
Ovoide ou globuleuse de
M. littoralis Annuelle 10 mm Jaune Paturages
Glabres ou faiblement
M. murex Annuelle hispides Jaune Tell Algéro- Constantinois
Contournée en hélice,
M.minima Annuelles pubescente de 3-4 mm Jaune Sols pauvres
M. arabica Annuelle Glabre Jaune Tell Algéro- Constantinois
de 5-7 mm
M. laciniata Annuelle Ovoide ou sphéroidale de Jaune Paturages arides-
5-6 mm Montagnes
M. hispida Annuelle Fortement réticulée- striég Jaune Tell - Paturages
de 5-9 mm
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1.6 La section dedntertextae

Les quatre especes de la section kidsrtextae: M. ciliaris, M .intertexta, M.
muricoleptiset M. granadensissont diploides (2n = 2x =16) (Schlarbawnhal., 1983) et leurs

principaux caracteres morphologiques sont indigiaés le tableau 3 et les figures 2, 3, 4 et 5.

Tableau 3: Caracteres morphologiques des especes de la setédextae

Caracteres M. M. M. M.
morphologiques ciliaris intertexta muricoleptis granadensis
Longueur du fruit (mm) 143 16.3 7.4 5.7
Largeur du fruit (mm) 118 12.5 10.6 8.8
Nombre du fruit 6.7 7.4 5.0 5.0
Longueur des épines (mm 25 4.7 2.0 2.0
Nombre des épines 18 19 25 21
Longueur des feuilles 15.8 15.9 10.4 14.1
(mm)
Présence des 5 2 . ,
Anthocyanines dans les
feuilles (1 : non, 2 : oui, 3 :
parfois
Longueur de la fleur (mm) 7.0 7.0 6.0 45
Taille de la plante (mm) 400 400 230 250

(Schlarbaum et al., 1983)

plo




Figure 2: Medicago intertextgL.) Mill.

(Source: Small, 1989 et Bena, 2001)
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Figure 3: Medicago ciliaris(L.) All

(Source: Small, 1989 et Bena, 2001)
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Figure 4: Medicago granadensiyVilld

(Source: Small, 1989 et Bena, 2001)
13



Medicago muricoleptis

Figure 5: Medicago muricoleptislineo

14

(Source: Small, 1989 et Bena, 2001)



‘4>  Chapitre | Revue Bibliographique

1.7 Le cycle de développement

D’aprés Mathieu (2003), le cyde développement des espéces du gbtedicago

passe par différents stades végétatifs (Fig.6) :

Stade 1 :la plante est une dicotylédone (germination hyppgé

Stade 2 :I'apparition de la premiére feuille (unifoliée).

Stade 3 :les feuilles sont alternées et composées deftitiges rattachées a la tige par un pétiole
(trifoliées).

Au cours de son développemenfpriemiere tige croit en produisant des feuilles
alternées. Les feuilles sont en général de tyfdiées mais il existe des feuilles multifoliéed,ab,
6 voire de 7 folioles portées sur un pétiole.

Stade 4 :un bourgeon axillaire de la premiére feuille ulée se développe pour donner une tige
secondaire.

Deux autres tiges secondairesaiéant a sa suite depuis le niveau des cotylédass.
luzernes pérennes de type non dormant produisestdd tiges secondaires a partir du niveau des
cotylédons que les types dormants dont la croigsast stoppée en hiver. C'est cet ensemble de
tiges qui va former le collet.

Stade 5 :Le développement des tiges: on distingue des figamires, secondaires et tertiaires.

Stade 6 :floraison, maturité.

¢
=A%

raad

germination premiére  foyilles premiére tiges secondaires
hypogée feuille alternées tige ultérieures
unifoliée  trifolices  secondaire

Figure 6 : Cycle de développemerde la luzerne pérenne
(Source :Prolea, 2002)

pls
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2 Les principaux travaux

Beaucoup de travaux de recheronesté réalisés sur les différentes espéeces e ge

Medicago Nous présentons quelques uns d’entres eux.

» Les recherches de Chakass (1984) constituent umtehladion biosystématique a
I'étude d'espéeces annuelles de quatre sectionemhe idedicago(L.) sous genreéSpirocarposet
d'une espece vivace du sous-geMezlicagg sectionMarinae. Il a notamment tenté de dégager des
nouveaux criteres de classification basés sur laélation entre divers caracteres foliaires et

polliniques.

» Dans le travail de Classenat (1992), les auteurs se sont intéressés a I'atade
substances phénoliques de 47 espécddatiicago Les extraits des tissus foliaires séchés ont été
examinés par chromatographie bidimensionnelle sagues de polyamide ensuite ces données

phénoliques sont soumises a une analyse taxonenmomeérique.

> Biroljk (1993) a donné un apercu sur les connaissauacquises sur la variabilité
génétique des especes pérennes et annuelles dalMedicagoau Maroc. L'étude concerne 15
espéeces annuelles et spontanées. Leur classifidadi®ée sur les données enzymatiques s’accorde
partiellement avec la classification botanique. mNBains, I'utilisation des isozymes a permis de

lever la difficulté d’identification entre des esp8& morphologiquement trés proches.

» Une étude comparative de la production des goussgdusieurs populations de
M. orbicularis (L.) Bart et la relation avec les milieux d’origira été faite par Chebouti ak
(1995). Les résultats montrent que le poids tatal gbusses est fortement lié au nombre de gousses

et au poids moyen d’'une gousse.

» Une technique de coloration des bandes C au Giamngsa appliquée par Bauchan
et Hossain (1997) afin d’examiner la quantité etriplacement de I'hétérochromatine constitutive
chez la plante diploide (2n = 2x = 1dedicago sativa ssp. falcatd.) Arcangeli. La plupart des
accessions montraient des bandes centromériquedosar les chromosomes et une bande

hétérochromatique au niveau des organisateursalacks (NOR) et des satellites (SAT).
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Cependant, les auteurs observent aussi chez certhmmmosomes la présence des bandes C

intercalaires et télomeériques.

» L'étude de Chebouti et Abdelguerfi (1997) concelmecomportement de 48
populations déMedicago orbicularismises en essai dans deux zones agro-écologigiié@=nies :
El-Harrach (sub-humide) et Beni-slimane (semi-griddin de caractériser ce matériel végétal, ils
ont pris en compte le développement végétatif hiadeet printanier (largeur et hauteur maximales)
et la floraison (début et fin floraison). Les rdatd montrent que les populations se sont mieux
développées a El-Harrach qu'a Beni-Slimane et desgiopulations les plus précoces ont présenté

une largeur hivernale forte au niveau des deus.site

» Une étude portant sur 54 populationsMetruncatulamises en essai dans une
région sub-humide et une région semi-aride a été far Siziani et Abdelguerfi (2001) elle a
permis d’étudier les liens entre la floraison etdi&veloppement végétatif d’'une part, entre la
floraison et laltitude et la pluviométrie du milied’origine des populations d’autre part. Les
résultats montrent que les liens entre la précatgtdloraison et l'altitude et la pluviométrie du
milieu d'origine des populations different d'uneneal’'essai a une autre. En zone sub-humide les
liens ont été bien établis. En zone semi-arideeskaupluviométrie semble déterminer la précocité, i
est donc intéressant d'associer en plus de l@dtitd'autres facteurs comme la température, la
répartition annuelle de la pluviométrie, la latiydla longitude pour mieux distinguer les

populations selon leur provenance.

> L’étude de l'effet du déficit hydrique sur le déspbement et le rendement
fourrager chez quatre populationsMedicago truncatulgL.) Gaertn a été réalisé par Chebouti et
Abdelguerfi (2002). Les résultats obtenus montwpré le déficit hydrique a causé des réductions

importantes des différents parametres étudiés touees les populations d. truncatula.

» En 2007 Rabhi etl. (2007) ont étudié les effets de l'interactionrggd-déficience
ferriqgue sur lacquisition du fer et I'acidificatioracinaire induite par le manque de fer chez
Medicago ciliaris(L.). Les résultats ont montré que la croissanda éneur en chlorophylle des
plantes sont beaucoup plus affectées par les effejsgués de la salinité et de la déficience en fe

que par leurs effets individuels.
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> Khelifi et al. (2008), ont étudié le comportement de seize arivde luzerne
pérenneMédicago sativd.. conduits sous deux régimes hydriques dans d&girns sub-humide et
semi-aride en Algérie. Les résultats obtenus peemetle mettre en évidence des différences de
comportement des 16 cultivars testés. Les meilleamdements sont enregistrés sous irrigation et

sous climat sub-humide.

Principaux résultats de recherche sur la section ddntertextae

La flore algérienne est extrémeimeaiche en |égumineuses spontanées et
particulierement eiMedicago Ces especes, se développant vigoureusementetangries arides et

semi-arides. Elles constituent un patrimoine géuetiriche et diversifié.

» L’étude de la relation entre les caractéres biojogs et les facteurs du milieu du
complexe d'especed. ciliaris - M. intertexta a été effectuée par Laouar et Abdelguerfi (1999b).
Elle a pour objectif de comparer, d'une part,|liehce du milieu d'origine sur le comportement et,
d'autre part, la relation entre l'ensemble des ctamr@s biologiques (phénologiques et
morphologiques) des deux taxa. Des relations sim#aet d'autres différentes ont été remarquées

pour les deux taxa.

» Abdelguerfi et Laouar (2000a) ont effectué une eeche sur la caractérisation
des différents types d’infrutescences chez le cergld’especeM. ciliaris - M. intertexta les
résultats montrent que plus le nombre de goussedielscence est augmente plus le poids des
gousses, le nombre de graines/gousses et le pesdgrdines diminuent chék. ciliaris. Par contre

chezM. intertexta les plants produisant surtout les infructesceadesis gousses.

» Abdelguerfi et Laouar (2000b), ont étudié I'effetsdconditions bioclimatiques
d’origine sur le comportement et la floraison d8sp6pulations d&ledicago ciliaris(L.) Krocker.
Les résultats montrent que le gradient de précaoeiti floraison des populations Kl ciliaris est
en relation avec les étages bioclimatiques (SeméaBub-humide et Humide).

» Laouar etal. (2001) ont effectué un travail sur I'effet du ssehydrique sur le

comportement physiologique de dix populationd/delicago intertextalLes résultats ont montré
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une grande variabilité entre les difféerentes padpaia. Pour 'ensemble des populations le stress

hydrique a causé une réduction significative dgulantité de matiere seche.

> Les taxonsM. ciliaris et M. intertexta ont fait I'objet d’'études réalisées par
Abdelguerfi-Laouar etal. (2003) sur leur écologie et leur répartition elgékie. Les résultats
montrent queM. ciliaris se développe généralement sur des sols lourdssatithes en sodium, il a
une dispersion plus large et présente des exigeriteatiques moins strictes que celles Me
intertexta Par ailleurs, la répartition géographique Me intertextaest limitée au nord-est de
I'Algérie, sous bioclimat sub-humide et humide, sols pauvres en calcium et a moins de 250 m

d'altitude en moyenne.
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3 Rappel de quelgues notions de cytogénétigue

3.1 La chromatine

En dehors des divisions cell@sait’Acide DésoxyriboNucléique (ADN) est sous la
forme de chromatine interphasique (Fig. 7). A kaide colorants, on peut révéler sur les
chromosomes, des zones de coloration plus ou nrdsses reflétant le degré de condensation de
la chromatine. On distingue : l'euchromatine (chatime diffuse) et [I'’hétérochromatine

(Chromatine condensée) (Harry, 2001)

3.1.1 L’euchromatine (chromatine diffuse)

Elle est constituée de chromatildeondensée durant l'interphase ce qui permet la
transcription des séquences codantes qu’elle ctntie

3.1.2 L’hétérochromatine (chromatine condensée)

Elle correspond a une zone foemimcolorée qui reste condensée dans le noyau
cellulaire durant l'interphase.

On distingue deux types d’hétérochromatine: hét@ammatine constitutive et
hétérochromatine facultative (Anthonyadt, 2002; Harry, 2001; Dorkeld, 1994).

a) L’hétérochromatine facultative

Elle correspond a un état de eosdtion non permanent entrainant l'inactivatios de
séquences codantes impliquées. (Différences dansomeportement de deux chromosomes

homologues)

b) L’hétérochromatine constitutive

Elle représente, a linverse, état de condensation permanent de certaines zones,
affectant les deux chromosomes homologues. Elle ceshposée des séquences d’ADN
moyennement ou hautement répétées riches en mhireases GC et AT et se trouve dans des
régions spécifigues notamment au niveau des ceatesmmet des télomeres (Harry, 2001).
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Figure 7 : Différents états de la chromartine

(Source :Michel, 2008

3.1.3 RoOle de I'hétérochromatine

L’hétérochromatine joue un ratgbrtant dans la régulation de la méiose (attraa&s
homologues, régulation des crossing over, formatlea chiasmas) surtout dans les conditions
écologiques difficiles.

Siljak—Yakovlev (1986) a mis Ileimt sur le rble tres significatif que peut jouer
I’hétérochromatine constitutive dans I'adaptatidnl’évolution des espéeces végétales, ainsi que
dans la protection des zones vitales du génomgar{mateurs nucléolaires et centromeres).

L’hétérochromatine est révélékaale d'une technique de coloration différentielle

C-banding

3.2 Les chromosomes

Ceux sont des structures en forme de batonnets faé chromatine (matériel génétique)
nucléaire, visibles pendant la division cellulai®ir chaque chromosome sont alignés les genes
dans un ordre fixe. Chaque chromosome porte une zenconstriction primaire dénommée

centromere ; c’est le point de liaison des deupmlatides sceurs.
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Les segments chromosomiques sidigéépart et d’autre du centromeére constituent les
deux bras du chromosome. La position du centrorperenet de distinguer un bras court ou
proximal (bras p) et un bras long ou distal (braAathony etal., 2003.

Les chromosomes se classifierguatre types suivant leur forme qui est détermpeie
la position du centromére (Fig. 8) :

* Chromosomes métacentriquede centromere est en position centrale (position
meédiane) ce qui lui donne des bras de longueuesipes €gales.

* Chromosomes sub-métacentriquese centromére est presque en position centrale ;
les chromatides de ce chromosome présentent desidtangueur inégale (un petit bras « p» et un
long bras « q »).

* Chromosomes acrocentriquede centromere est plus proche de I'une des deux
extrémités (les telomeres) le bras court est treék b

* Chromosome télocentrique: présente un centromere trés proche de ses télemére
En cas de perte du centromére (anomalie), le crsome est diicentrique. D’autres anomalies
peuvent provoquer [Il'apparition d'un chromosome pdast deux centromeres nommeé
chromosome dicentrique Celui-ci est instable et peut se casser (lola degiose)
(Lemonde et Clement, 1983

Chromatides
M,

Petit bras Satellite

|  Constriction

i sacondaire
Cantromére

Métacenirigue Submetacenirigue Acrocantriqgus Telocantriqua

Figure 8 : Présentation schématique des différents types mencdsome

(Source :Andre et al.,1983)

pzz



oL
= Chapitre | Revue Bibliographique

3.3 Chromosomes surnumeéraires

Les chromosomes surnumeéraires ont été signalés poprelmiere fois par Langley
(1927 in Gorenflot et Raicu, 1980) ch&ea mays

D’aprés Jones (1975 in GorendibRaicu, 1980), 591 especes végétales appartanant
219 genres présentent des chromosomes B.

Les chromosomes surnuméraireshmamosomes B sont des chromosomes facultatifs,
plus petits que les chromosomes A, ont une rémicaardive dans le cycle cellulaire. Leur origine
et leur réle sont mal connus. Dans les especesatgBou végeétales ou on les rencontre, ils
semblent étre avantageux lorsqu'ils sont en faibi@bre et désavantageux lorsqu'ils deviennent
trop nombreux (Gorenflot et Raicu, 1980

La position du centromére chez deromosomes est souvent terminale, ils sontpke ty
hétérochromatique en ne présentent pas une hora@egt les chromosomes A.

Gorenflot et Raicu (1980) sigmaleque les cellules qui présentent plusieurs

chromosomes B sont évidemment plus riches en ARNicolierement en ADN répétitifs.

3.4 Le noyau interphasique

C’est le centre vital de la ckdluil est délimité par une double membrane. Leanoy
occupe environ 10% de volume total de la cellule.

Les chromosomes occupent degidiges distincts dans le noyau pendant l'interghas
sans dispersion de la chromatine dans tout le veldmnoyau. Ces observations démontrent que le
matériel génétique n'est pas distribué au hasand da noyau interphasique, il existe des sites
d'assemblage des machineries de réplication, tiptiso et maturation nécessaires au
fonctionnement des genes. (Hernandead.e2004)

Dans le noyau, on observe degzdortement colorablesnucléoles ».

3.5 Le nucléole

C’est une structure nucléairajspbu moins sphérique, il n'est pas délimité pae un
membrane. Il est connu depuis les années 1960 coétame le centre de synthése des Acides
RiboNucléiques ribosomaux (ARNr), le nucléole centiles génes codant pour les ARNTr.
(Hernandez edl., 2004)
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Le nombre de nucléoles est géadrant inférieur 410, tres souvent un seul nuclpate
noyau.

La taille du nucléole refléte santivité, dans les cellules végétales dormantes on
observe un nucléole tres petit, alors que chezddlsles actives il occupe 28 % du volume du
noyau.

Les nucléoles sont mis en évidegpar de nouvelles techniques en utilisant lesabigr
d’argent (AgNQ).

3.6 Les organisateurs nucléolaires

Ce sont des régions chromosonsigassociées au nucléole. Chaque organisateur
nucléolaire correspond a un groupe de génes d’ABRpités en tandem sur un chromosome.

En cytogénétique classique, le&giBhs Organisatrices Nucléolaires sont mises en
evidence par la coloration au Giemsa (N-bandingawec la coloration aux Nitrates d’argent (Ag-
NORSs) (Jiménez &tl., 1988).

La précipitation d’argent sur dge Nucleolar Organizer Regions (NORS) est liée a

I'activité transcriptionelles (Hubel, 1985).
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Chapitre Il : Matériel et Méthodes

1 Matériel

Le matériel d'étude est constitué de graines deaeapeces diploides 2n = 2x = 16

chromosomegyledicago intertexta, M. ciliaris, M. granadengsM. muricoleptisappartenant a la

section degntertextae.

Onze populations représentant les quatre especeléesd proviennent de milieux
différents (Tab. 4).

Tableau 4: Données écologiques des populations étudiées

Nom d’espéce | Numéro Code Lieu de | Altitude | pluviométrie
de récolte
population

1 M.int 756 Bejaia 20m 850 mm
7 M.int 253 Tipaza 30m 625 mm
4 M.cil 58 | Souk Ahras 860 m 649 mm

M. ciliaris 6 M.cil 242 Khenchla 980 m 450 mm
12 M.cil 11 Blida 80m 799 mm
15 M.cil 204 Relizane 250 m 448 mm
2 GAUS100 Syrie 25m -
11 GAUS 98 Palestine 200 m 550 mm
10 MAUS 95 Italie 290 m 800 mm

M. muricoleptis
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2 Méthodes

2.1 Conditions de la germination

Elle est effectuée en deux étapes:

 scarification
Elle est importante pour lever la dormance téguaientles graines du geriveedicago
» stérilisation
Elle se fait dans un mélangeu@ajavel (12°) et d'eau distillée (1:1) pendanitute
suivie d'un rincage a I'eau distillée.

Les graines sont mises a germer dans les boitBetiictapissées de papier filtre humide
a température ambiante.

Lorsque les apex racinaires atteignent environl]lsa&cm de longueur (c’est a ce stade
gue la zone de division cellulaire est plus actiMes prélevements sont effectués. Ce qui
correspond au®@®jour pourM. granadensi®t au 4™ ou 5™ jour pourM. intertexta, M. ciliariset
M. muricoleptis

Les préléevements s’effectuent préférentiellementmlatin a 9h, ou la période est
favorable a I'observation d’'un grand nombre desdons cellulaires pouvl. intertexta, M. ciliaris

et M. granadensi®t a 14h pour le taxav. muricoleptis

2.2 Technigues d’'observation des méristemes racinaires

Différentes méthodes sont décrites pattutie des chromosomes, elles mettent en jeu
I'application d’agents chimiques pour le prétraita) la fixation et la coloration des cellules en
divisions. Ces méthodes sont largement décrites anahier des « Techniques de cytogénétique
végeétale » (Jahier 1992).

L’'emploi d'une technique adéquate doit pdtree une bonne séparation des
chromosomes avec des détails morphologiques pemé&ttablissement correct du caryotype.

+ Prétraitement
Cette premiére étape a pour but :
v de bloquer les divisions mitotiques en métaphase.
v" de contracter les chromosomes.

v d’obtenir un grand nombre de plagues métaphasiques.
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Trois agents mitoclasiques ont été utilisés :
- la 8 Hydroxy quinoléine, solution de 0.02 Mol / Litre & 16 °C. Les apex nadies
sont immergés dans cette solution pendant 2h 40 mn.

- I'eau glaciale (0 °C)pendant 18 heures.

- La colchicine a 0.05 %pendant 2h & température ambiante.

 Fixation

Le but de cette étape est :

v De détruire toute vie cellulaire.

v De bloquer les divisions cellulaires en conserVartégrité structurale des chromosomes.

v' De protéger les chromosomes de l'action de 'apéntlasique de prétraitement.
La fixation est réalisée dans une solution compo&ihanol et d’acide acétique en proportion 3:1,
pendant :

- 48 h a4 °C pouM. intertexta, M. ciliariset M. granadensis

- 30 mn a la température ambiante pelmuricoleptis

« Stockage

Le matériel végétal peut étre smyué pendant plusieurs mois dans une solution
d'éthanol 70 % a 4 °C.
« Hydrolyse
Pour obtenir un meilleur étalement ddhiless, I'hydrolyse est une étape nécessaire elle
se fait dans une solution d'acide HCI (1N) a 6(p&Gdant 5 mn.
« Macération enzymatique

Pour permettre la pénétrationcdlorant dans la cellule nous avons plongé lestesin
racinaires dans I'enzyme R (Annexe) pendant 10 temgérature variant entre 30-37 °C.

« Coloration

Afin de mettre en évidence les zones n@matiques, les racines hydrolysées sont

colorées par la solution de I'acéto-orcéine pen@annn jusqu'a coloration intense.
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« Montage entre lame et lamelle

La zone méristématique hydrolytigcolorée, isolée est déposée sur une lame dans u
goutte de I'acéto-orcéine et écrasée entre lanferetlle pour assurer la dissociation des cellules.
Cette dissociation est plus difficile si les tissum été préalablement stockés dans I'alcool amdtiq

pendant une longue durée.

« Observation microscopique

Les cellules en division sontéejes au microscope photonique a l'aide d'un abgkxt
faible grossissement (X 10) puis grossissementQXpséur une bonne visualisation de I'image. Le
dernier grossissement est celui de I'objectif (0)L8 immersion.

Pour établir un caryotype lesgpkes métaphasiques sont photographiées a l'aide d'u
microscope ZEISS Axio scope sur lequel est mon& camera Sony M35 a un grossissement
X2500

2.3 Etablissement du caryotype

Différents parametres caracta@tise caryotype, tel que le nombre chromosomique de
base, la longueur totale des chromosomes, la lomge&ative de chaque paire chromosomique, la
présence de satellite, le degré de symétrie guii tempte des longueurs totales des chromosomes
et des positions centromeériques.

La détection des chromosomes homologues et landi@i@ion de I'emplacement de
chacun d’eux dans le caryogramme et la positiorcdagomeéres sont faites d’apres la méthode de
Levan etal. (1964).

Les idiogrammes sont construits d’apdés mesures effectuées sur quatre plaques
métaphasiques appartenant a plusieurs individééreifts de la méme population.

Les lames sont rigoureusement sélecfiesmpour éviter les erreurs possibles dues aux
différents niveaux de spiralisation des chromosorhesdegré de spiralisation des chromosomes
devrait étre relativement le méme pour toutes lemyes, les difféerences de longueur des
chromosomes d’une lame & une autre ne dépassaletgas!| de 10 %.

Les mesures effectuées sont les suivantes :
* Longueurs des bras courts (BC) et des bras lonigs (B
* Longueur totale de chaque chromosome
LT =BC + BL
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* Longueur totale relative de tous les chromosomes
LTR = (LT /SLT) x 100
» Valeur moyennes des rapports bras longs / lesdonass
r=BL/BC
» Différence entre la longueur du bras long et cdlidoras court
d=BL-BC
* Indices centromériques pour chaque paire chromaggmi
Ic % = (BC / BL) x 100
* Indice d'asymétrie du caryotype
las [BL x 100) /3 LT
* Rapport R entre la paire chromosomique la plusdengt la plus courte de la garniture

chromosomique

Les résultats sont présentés sous forme d’un talsielan la nomenclature chromosomique (Tab. 5)

proposée par Levan at (1964)
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Tableau 5:Nomenclature chromosomique proposée par Levah €964)

Position de Type
d r Ic
centromeére chromosomique
Position médiane 00.0 01.0 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 25.0-125 St
Région terminale 07.5-10.0 7.0 -0 12.5-00.0 t
Position terminale 10.0 0 00.0 T
M : métacentrique r : bras long / bras court
m : métacentrique senso largo d : bras longs bourt
Sm : Submétacentrique Ic : indice centromérique
St : subtélocentrique
t : acrocentrique
T : télocentrique
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2.4 Méthodes d’'étude de I’hétérochromatine

2.4.1 Coloration au Giemsa « C-banding »

Grace a cette technique, certautsurs : Masoud etl. (1991); Jahier (1992); Piumbini
et Sylvia (1998), ont effectué des travaux sur les olosomes des especes veégetales dans le but de
détecter les régions riches en hétérochromatine.

Nous utilisons la technique décpar Bauchan et Hossain (1997) Bledicago sativa

Apres prétraitement, fixation etllglyse (étapes décrites dans la technique d’observ

des méristemes racinaires) nous avons procedéapesesuivantes :

« Délaméllation
Le décollement des lamelles gepfar la neige carbonique (GOquide, -196 °C)

« Déshydratation

Toutes les lames sont rincéééthdnol 95 % et séchées pendant 24h a température
ambiante

« Dénaturation

Les lames sont trempées dansalugion d’hydroxyde de baryum Ba (O+ 6 %
pendant 5 mn a 55 - 60 °C

- Rincage
Les préparations sont ensuiteéés a I'eau distillée pendant 2 mn ensuite aeaulte
robinet pendent 45 mn
« Renaturation

Les lames sont transférées daassolution 2XSSC (0.3 M de Chlorure de Sodium et
0.03 M de Citrate Trisodique) a 60 °C pendant 60 mn

« Rincage
A l'eau distillée pendant 10 mn
« Coloration

Incubation dans le Tampon Soref&srsphate pH = 6.8 avec 5 % de Giemsa pendant
20 mn

« Montage

Se fait avec le Depex aprés 24h
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2.4.2 Technique d’obtention de protoplastes

La technique d’obtention de protoplastes est pré@@ar Rosell et Villalobos en 1992 et comprend

les étapes suivantes :

» Plonger les méristemes racinaires dans un tamp@tecD.01 M pendant 10 mn

» Transférer les méristéemes racinaires dans un derraontre contenant une solution
enzymatique (Annexe) que I'on place dans une éttgiee a 37 °C pendant 20 mn.

o Triturer le méristeme sur une lame dans une galisteide acétiqgue a 45 % sous loupe
binoculaire a I'aide d’'une aiguille

» Monter la préparation entre lame et lamelle.

2.4.3 Technigue du fluorochrome-banding «Coloration a la

chromycineA3»

Etape 1 : La coloration

* Incuber les protoplastes dans le tampon MclLvgita contenant 20 mM de Mg{b
H,O pendant 15 mn, on doit secouer les lames podélsarrasser de I'exces du tampon.

» Rajouter sur la préparation une grosse goutte deradmycine A3 (Annexe) pendant 10
mn a I'obscurité.

* Rincer avec le tampon MclLvain a pH 7.

» Contre colorer les préparations avec le vert ddwpet 0.01 % dissout dans un tampon
MclLvain a pH 5,5 pendant 10 mn.

* Rincer rapidement avec le tampon MclLvain a pH 5,5.

» Bien sécher les lames.

Etape 2 : Montage des lames

* Monter les lames dans une goutte de Citifluor lyuégol avec le tampon MclLvain + 20
mM de MgC}h, a pH 7
Etape 3 : Observation microscopique

» Observer au microscope a épifluorescence avedttengermettant une longueur d’onde

d’excitation de 450 nm et d’émission de 560 nm
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2.4.4 Coloration aux nitrates d’argent AQNO;

C’est une technique qui a été proposée par Howdllack (1980), elle permet de
mettre en évidence le nombre de nucléoles et pasécmence d’évaluer l'activité des NORs, elle
comprend les étapes suivantes :

* Rincer les racines convenablement a I'eau distifiesieurs fois jusqu'a I'élimination
totale du fixateur.

» Plonger les racines dans une solution de nitrategeht a 15 % et a pH = 5,5 & 60 °C
pendant 16 heures.

* Rincer soigneusement les racines avec de |'ealllébst

» Placer les racines dans une solution de révélétién hydroquinone + formaldéhyde
10 %) pendant 5 mn avec agitation.

* Rincer les racines quand elles deviennent jauneomar

» Ecraser la pointe racinaire entre lame et lamellesdine goutte d’acide acétique a 45 %.
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Chapitre Ill : Résultats et Discussion

1 Dénombrement chromosomique

> Mise au point de la technique de coloration degsset :

Trois agents mitoclasiques (Telbon été testés. Les conditions optimales d’olmant
des plaques métaphasiques ont été remplies gréceé alydroxy-quinoleine et I'eau froide. La
colchicine a 0.05 % ne semble pas étre un bon agiémtlasique pour notre matériel.

Tableau 6 :Mise au point de la technique d’étude

Prétraitement Durée Résultats

Bon étalement des
8 Hydroxy-Quinoleine 2h37mnal6-°C chromosomes avec une bonne
individualisation

L’'eau froide 18h-20hao-°C Bon étalement des
chromosomes

Les chromosomes restent
Colchicine 0.05 % 2 h a la température ambiante encore plus ou moins
déspiralisés

2 Analyse des plagues métaphasiques

Les mesures sont effectuées saitrg plaques métaphasiques pour chaque population.

Les résultats obtenus montrem lguniveau de ploidie chez les quatre taxons rest 2
2x = 16, les caryogrammes montrent la présencesde types chromosomiques submétacentriques
et métacentriques.

Onze idiogrammes sont tracésrskde populations récoltées : trois pddir intertexta

guatre pouM. ciliaris, trois pourM. granadensi®t un pouM. muricoleptis

2.1 Medicago intertexta

L’examen des planches 1, 2, & ¢ableau 7 indiqugue le caryotype dBl. intertexta
se caractérise par la présence de 5 paires méigoest et 3 paires submétacentriques. La
constriction secondaire (CS) est portée par le dwag de la paire chromosomique 4 (Fig. 9).

La formule chromosomique est la suivante :
2n = 2x =16 = 10t6 sm (dont 2 CS).

Les constrictions secondairesvpatujouer le réle d’organisateurs nucléolaires R¢)
c’est-a-dire qu’ils contribuent a la reconstitutida nucléole qui restera visible pendant toute
l'interphase.

e
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La longueur totale des chromosorteez les trois populations de cette espéce darie
2.4um a5.7 um, alors que le rapport entre le BC/BL de tous le®mosomes est inférieurldb

La valeur du rapport de la tadlgre la paire la plus longue et la paire la glosrteR
varie del.4a2.3et lavaleur de I'indice d’asymétri@as) varie de57.48 %a60.7 %

La différence entre les longudotales relatives de Isf’ripaire et de la®*® paire est de

10.78pour la population 15.26 pour la population 3 €&.91pour la population 7.

p.ch

I [l 1] v \Y VI VI VI
N° pop

3y &t m 38 §¥3 33

; ¥ %t 3% (3% #3 g3 ¥ kX

2 TN DR i I

Figure 9 : Caryogrammes ddgois populations d#l. intertexta

P.Ch : Paires Chromosomiques

O : Paire chromosomique portant la constriction sdaoe
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Tableau 7: Données numériques concernant la garniture chromigsede 3 populationge

Population N°1

paires
1

00 ~NO UL WN

™M

BL pm
3,117+ 0.15
2,575+ 0.05
2,275+ 0.21
1,845+ 0.02
2,436+ 0.11
2,191+ 0.01
1,834+ 0.08
1,717+ 0.05

17,994

Population N°3

paires

=

00 ~NO Ol WN

2

BL pm
2,826+0.28
2,117+0.12
2,252+0.04
1,940+0.04
1,717+0.02
2,191+0.24
2,020+0.02
1,840+0.02

16,906

Population N°7

paires
1

00 ~NO UL WN

™

BL pm
3,246+0.12
3,258+0.04
2,994+0.12
2,399+0.16
2,836+0.08
2,854+0.28
2,399+0.04
1,981+0.24

21,97

BC um
2,663+ 0.18
2,464+ 0.07
1,699+ 0.19
1,758+ 0.05
1,163+ 0.13
1,278+ 0.13
1,558+ 0.18
0,719+ 0.12

13,307

BC um
1,695+0.12
1,693+0.12
1,343+0.02
1,546+0.04
1,693+0.02
1,199+0.04
1,301+0.02
1,205+0.04

11,68

BC um
2,327+0.08
1,699+0.02
1,645+0.12
2,196+0.12
1,745x0.08

1,7£0.12
1,699+0.16
1,205+0.04

14,221

Medicago intertexta

LT pm
5,781
5,040
3,975
3,603
3,599
3,469
3,393
2,436

31,301

LT pm
4,543
3,810
3,595
3,487
3,410
3,399
3,322
3,046

28,586

LT pm
5,574
4,958
4,640
4,595
4,582
4,555
4,099
3,186

36,191

LTR
18,468
16,101
12,698

11,51
11,50
11,082
10,839
07,782

LTR
15,875
13,314
12,562
12,185
11,916
11,877
11,608
10,644

LTR
15,401
13,699

12,82
12,696
12,66
12,586
11,326
08,803

r
1,170
1,044
1,339
1,049
2,093
1,714
1,176
2,385

1,666
1,25
1,67

1,254

1,013

1,879

1,552

1,526

1,394
1,917
1,819
1,092
1,624
1,678
1,411
1,642

d Ic% Tc
0,454 46,065 m
0,110 48,902 m
0,576 42,752 m
0,087 48,792  m-cs
1,272 32,326 sm
0,913 36,841 sm
0,275 45,935 m
0,997 29,534 sm

R=2,372 las%=57,485

d Ic% Tc
1,130 37,326 sm
0,423 44,444 m
0,909 37,409 sm
0,394 44336  m-Cs
0,023 49,657 m
0,992 33,210 sm
0,719 39,169 m
0,634 39,587 m

R=1,491 Ilas%=59,14

d Ic Tc
0,918 41,760 m
1,558 34,278 sm
1,348 35,473 sm
0,203 47,791 m-cs
1,091 38,095 m
1,154 37,32 sm
0,699 41,463 m
0,775 37,839 m

R=1,749 1las % =60,705

BL : bras long, BC: bras courtLT: longueur totaleLTR : longueur totale relativer,; BL/BC, d: BL-BC, Ic: indice
centromerique TC: type chromosomiquéas: indice d’asymétrieR : rapport entre la longueur de la paire la plugien
et la plus courte

-
>
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2.2 Medicago ciliaris

D’apreés les planches 4, 5, 6t [ ¢éableau 8 ci-apres, le caryotype de ce taxonporte
6 paires métacentriques et 2 paires submétaceestidia constriction secondaire (CS) est portée
par le bras court de la paire chromosomique 2 (Foy.

La formule chromosomique:

2n=2x=16=12m + 4 sm (dont 2 CS).

p. ch

I Il [l v \% Vi VI Vi
N° pop

TR EYRNNY B un
© 13 ED B 22 2 f% 2 0
“ 4% @) %y #8 gr ay es s

5 | 13 €2 t8 &3 K% 73 %338

Figure 10 : Caryogrammes deguatre populations dd. ciliaris
P.Ch : Paires Chromosomiques

O : Paire chromosomique portant la constriction sdaoe

La longueur des chromosomes vdgi8.8 uma 6.2 um le rapportR del.4a 1.7 et
l'indice d’asymétrie d&8.62 %a60.19 %.

Au sein de chaque populationitience entre les longueurs totales relativelmgsus
grande paire de chromosomes et celle de la plute pgést pas tres importante, elle est6d@d

pour la population 45.97 pour la population 65.80 pour la population 12 €5.35 pour la
population15.

o?;‘
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Tableau 8 : Données numérigues concernant la garniture chromigsiede 4 populations de

Population N°4

paires

BL pm
3,754+0.08
2,691+0.2
2,544+0.02
2,464+0.02
2,549+0.08
2,231+0.28
2,4850.2
1,734+0.28

20,456

Population N°6

paires
1

O ~NO OIS WN

LT

BL pm
3,531+ 0.28
3,135+ 0.02
3,615+ 0.12
3,810+ 0.04
2,836+ 0.02
2,575+ 0.04
2,540+ 0.08
1,996+ 0.28

24,042

Population N°12

paires
1

0 ~NO O WN

LTY

BL pm
2,967+0.12
2,627+0.12
2,275+0.04
2,275+0.08
2,258+0.28
2,27510.04
1,883+0.16
1,996+0.24

18,560

Population N°15

paires
1

0o ~NO O DNW

LT

BL pm
2,672+ 0.07
2,333+ 0.18
2,327+ 0.06
2,297+ 0.09
1,834+ 0.01
1,745+ 0.09
1,473+ 0.08
1,699+ 0.21

16,387

BC um
1,893+0.04
1,888+0.08
1,981+0.04
1,785+0.12

1,6+0.02
1,609+0.12
1,198+0.04
1,573+0.12

13,529

BC um
2,685+ 0.08
2,834+ 0.08
2.24+0.02
1,981+ 0.12
1,996+ 0.16
1,856+ 0.04
1,439+ 0.02
1,780+ 0.04

16,814

BC um
2,135+0.08
2,056+0.12
2,159+0.02
1,411+0.08
1,278+0.12
1,13740.16
1,411+0.12
1,278+0.04

12,969

BC um
1,508+ 0.03
1,799+ 0.03
1,717+ 0.08
1,270+ 0.06
1,418+ 0.14
1,270+ 0.09
1,418+ 0.1
1,163+ 0.12

11,566

Medicago ciliaris

LT pm
5,648
4,579
4,525
4,250
4,149
3,840
3,683
3,308

33,985

LT pm
6,216
5,970
5,855
5,791
4,833
4,432
3,979
3,776

40,856

LT pm
5,103
4,683
4,435
3,687
3,536
3,413
3,294
3,274

31,529

LT pm
4,180
4,132
4,044
3,567
3,253
3,016
2,892
2,863

27,953

LTR
16,619
13,473
13,314
12,505
12,208
11,299
10,837
09,733

LTR
15,214
14,612

14,33
14,174
11,829
10,847
09,739
09,242

LTR
16,185
14,852
14,066
11,693
11,215
10,824
10,447
10,384

LTR
14,954
14,783
14,468
12,761
11,638

10,79
10,346
09,598

r
1,983
1,425
1,284
1,380
1,593
1,386
2,074
1,102

r
1,315
1,106
1,613
1,923
1,421
1,387
1,765
1,120

r
1,389
1,277
1,053
1,612
1,766
2,000
1,334
1,561

r
1,771
1,296
1,355
1,808
1,293
1,374
1,038
1,460

d Ic
2,060 33.516
0,803 41,231
0,563 43,774
0,679 42,004
0,949 38,563
0,622 41,897
1,487 32,527
0,261 47,551

R =1,707

d Ic%
0,845 43,196
0,301 47,47
1,375 38,257
1,829 34,203
0,840 41,300
0,719 41,886
1,101 36,165
0,215 47,147

R =1,646
d Ic%

0,831 41,853

0,571 43,903

0,116 48,691

0,864 38,278

0,980 36,141

1,137 33,333

0,471 42,841

0,717 39,036

R =1,558

d Ic
1,164 37,746
0,534 43,538
0,610 42,450
1,027 35,602
0,416 43,600
0,475 42,116
0,055 49,047
0,535 40,646

R =1,459

las % =60,191

Tc
m
m-cs
m
sm
m
m
sm
m

las % = 58,845

Tc
m
m-cs
m
m
sm
sm
m
m

| as % = 58,866

Tc
sm
m-cs

3

3333

las % = 58,62

BL : bras long, BC: bras courtLT: longueur totaleL TR : longueur totale relative,; BL/BC, d: BL-BC, Ic: indice centromerique ,
TC: type chromosomique, las: indice d’asymétrie,R : rapport entre la longueur de la paire la plusglan et la plus court
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2.3 Medicago granadensis

Les chromosomes de cette espepeésentés dans les planches 8, 9 et 10 sont
généralement de petite taille par rapport aux cbsmmes dé/. intertextaet M. ciliaris (Tab. 9),
dont les mesures varient & pma3.7 pm.

Le caryotype est composé de 4epade chromosomes métacentriqgues et 4 paires

submeétacentriques. La formule chromosomique est :
2n=2x=16 =8 m + 8 sm (dont 2 CS).

Les caryogrammes montrent la préseal’une constriction secondaire sur le bras court
de la paire chromosomique N° 7 chez les populatignet 8, et sur la premiére paire
chromosomique chez la population 11 (Fig. 11)

La différence entre les longueotsles relatives de 1 paire et de la®8"est de6.11

pour la population 23.11 pour la population 8 ét.73pour la population 11.

P.Ch
k | I v Vv ViV Vil

> | R KX x5 32 2% 2xGD o

g | §8 MM Nn 2% as ut@lu

n | @3 A8 AS S22 & a4 02 ve

Figure 11 : Caryogrammes des trois populationdiegranadensis

P.Ch : Paires Chromosomiques

O . Paire chromosomique portant la constriction secioada
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Tableau 9: Données numeériques concernant la garniture chromigsiede 3 populations de
Medicago granadensis

Population N°2

paires BL um BC um LT um LTR r d Ic% Tc
1 1,996+ 0.16 1,699+0.06 3,695 16,124 1,174 0,296 45,988 m
2 1,745+ 0.07 1,278+0.02 3,023 13,192 1,365 0,467 42,266 m
3 1,881+ 0.01 1,098+0.01 2,979 13 1,713 0,782 36,858 sm
4 1,818+ 0.03 1,114+0.13 2,936 12,812 1,631 0,704 37,942 sm
5 1,999+ 0.01 0,905+0.09 2,905 12,677 2,208 1,094 31,153 sm
6 1,752+ 0.04 1,027+0.07 2,780 12,131 1,705 0,725 36,942 sm
7 1,278+ 0.04 1,027+0.07 2,305 10,058 1,243 0,250 44566  m-cs
8 1,163+ 0.1 1,129+0.02 2,293 10,006 1,030 0,034 49,242 m
LTY. 13,635 9,28 22,915
R=1,611 Ilas % =59,502
Population N°8
paires BL um BC um LT um LTR r d Ic% TC
1 1,278+ 0.04 1,163+0.1 2,442 14,723 1,487 0,114 47,661 m
2 1,418+ 0.1 0,998+0.07 2,416 14,566 1,415 0,420 41,300 m
3 1,505+ 0.02 0,837+0.02 2,343 14,126 1,372 0,667 35,723 sm
4 1,405+ 0.02 0,798+0.2 2,203 13,282 1,76 0,616 36,223 sm
5 1,470+ 0.02 0,692+ 0.04 2,162 13,035 1,133 0,577 32,007 sm
6 1,263+0.1 0,746x0.1 2,010 12,118 0,985 0,417 37,114 sm
7 1,137+ 0.04 0,846+0.04 1,984 11,961 0,963 0,291 42,667  m-cs
8 1,027+ 0.02 0,898+0.02 1,926 11,612 0,923 0,128 46,659 m
LTY, 10,503 6,083 16,586
R=1,267 las% 53,324
Population N°11
paires BL um BC um LT pum LTR r d Ic TC
1 2,045+0.04 1,437+0.04 3,482 15,581 1,423 0,608 41,269  m-cs
2 2,098+0.12 1,270+0.02 3,368 15,071 1,651 0,827 37,710 m
3 2,117+0.15 1,129+0.04 3,246 14,525 1,875 0,988 34,782 sm
4 1,799+0.02 1,029+0.12 2,828 12,654 1,505 0,670 36,386 sm
5 1,778+0.4 0,937+0.16 2,715 12,149 1,386 0,640 34,511 sm
6 1,652+0.12 0,888+0.15 2,540 11,366 1,571 0,664 34,960 sm
7 1,502+0.16  0,906+0.1 2,409 10,779 1,657 0,596 37,608 m
8 0,988+0.04 0,765%0.2 1,753 07,844 1,291 0,222 43,645 m
LTY, 13,982 8,364 22,346
R=1,92 Ilas% 62,567

BL : bras long, BC: bras courtLT: longueur totaleL TR : longueur totale relativer,: BL/BC, d: BL-BC, Ic: indice
centromerique TC: type chromosomiquelas: indice d’asymétrieR : rapport entre la longueur de la paire la plugien
et la plus courte
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2.4 Medicago muricoleptis

Le caryogramme de ce taxon di@adst représenté dandifpure 12etles mesures sont
indiquées dans le tableau 10.

La taille des chromosomes variedéum a4.9 um, la différence de la longueur totale
relative des chromosomes &2 um La valeurs de l'indice d’asymétrie du caryotypés % =
60,88 %), le rapport de la taille entre la paire la plosdue et la plus courte est moins important
R=1.79

Le caryotype est composé de 4 paires métacentrejukepaires submétacentriques dont

une satellifere.

2n =2x =16 =8 m + 8 sm (dont 2 sat).

° FYRR AR A% XX @p)Ex am

Figure 12 : Caryogramme de la population 10Memuricoleptis

P.Ch : Paires Chromosomiques

O : Paire chromosomique portant la constriction secoada

Tableau 10 Données numériques concernant la garniture chromigsie de
Medicago muricoleptis
Population N°10

paires BL um BC um LT pm LTR r d Ic% Tc
1 3,273+0.02 1,717+0.08 4,990 16,28 1,906 1,556 34,404 sm
2 3,022+0.16 1,719+0.12 4,742 15,47 1,470 1,103 36,25 sm
3 2,836+0.12 1,552+0.4 4,389 14,32 1,827 1,284 35,370 sm
4 2,297+0.04 1,785+0.08 4,082 13,32 1,286 0,512 43,726 m
5 2,020£0.12 1,390+0.12 3,410 11,12 1,453 0,630 40,753 m
6 2,019+0.04 1,178+0.08 3,197 10,43 1,713 0,841 36,847 sm-sat
7 1,609+0.12 1,439+0.08 3,048 09,94 1,118 0,169 47,213 m
8 1,578+0.08 1,205%0.07 2,783 09,08 1,308 0,372 43,317 m
LTY 18,659 11,988 30,647
R=1,792 |l as % = 60,883

BL : bras long, BC: bras courtLT: longueur totaleL TR : longueur totale relative,; BL/BC, d: BL-BC, Ic: indice
centromerique TC: type chromosomique)as: indice d’asymétrieR : rapport entre la longueur de la paire la plus
longue et la plus courte
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Le tableau 11 montre les difféen entre les types chromosomiques, lindice
d’asymétrie (las %) et le rapport de taille enagdire la plus longue et la plus courte R chez les

quatre taxons.

Tableau 11 :Données caryologiques concernant les quatre espbogiées

Formule chromosomique | Longueur Rapport
totale des entre la Satellite
Nombre de paires chromoso- Indice paire la (Sat)/
2n | Métacen- | Submétacen- mes d'asymétrie| plus | Constriction
nom trique trique dans la las % | longue et] secondaire
d’espece (m) (sm) garniture la plus (CS)
‘ ' (um) courte
M.
intertexta 16 5 3 2,4-57 59,11 1,86 CS
M.
Cliaris 16 6 2 2,8-6,2 59,13 1,58 CS
M.
granadensis| 16 4 4 1,7-3,7 61,79 1,59 CS
M.
muricoleptis| 16 4 4 2,7-49 60,88 1,79 Sat
2. 42
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3

Discussion

Rappelons que le nombre chromagoende base chez le compldedicagoest x = 8.
Des travaux le confirment : Lesins et Lesins (198&hlarbaum edl. (1983); Bauchan et Hossain

(1997, 1998); Marcela etl. (2008). Nos résultats sont conformes avec celbildiegraphie.

Les taxons diploidkt intertexta, M. ciliaris, M. granadensis, M. mewieptisont des
caryotypes voisins constitués de 8 paires de chsomes (métacentriques et submétacentriques)

mais leurs garnitures chromosomiques montrentdagorce de certaines particularités :

* Longueur des chromosomes

D’aprés I'analyse des tableaumétiques on a constaté gl ciliaris possede la plus
grande taille chromosomique par rapport aux a@segces comme le montre I'histogramme de la

Figure 8.

4,5
4
35
3 .
2,5
2
1,5
1 a
0,5
(0}

LT

M. intertexta M. ciliaris M. granadensis M. muricoleptis

égpeces

Figure 13 : Histogramme de la longueur total (LT) des chromcs®hez les quatre espéces
étudiées

» La présence d’'une constriction secondaire ou satit

L'analyse du caryotype des 4 eepé met en évidence un polymorphisme
interspécifique relatif & la présence ou I'abseduse constriction secondaire ou d’'un satellite
portés par des chromosomes différents (PIl. 1 a\.luricoleptisse différencie des autres especes
par la présence d’un satellite. Cette differenogudiarise cette espéce des 3 autres. Son isolement

reproductif décrit par Frenzel en 1968 pourraitligxer cette particularité.
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e L’asymétrie

Lewisky (1931) est le premienaiautilisé la notion d’asymétrie dans la desaadptdu
caryotype. Stebbin (1957) adopte et développe Imenéoncept sur un grand nombre d’espéces. I
proposeune classification des caryotypes suivant leur @eggsymétrie en se basant surtout sur le
rapport des longueurs (BL/BC) (Siljak—Yakovlev, 68

Un caryotype symétrique présaids chromosomes approximativement de la méme
taille et de type méta ou submétacentrique, celujudonne un aspect homogeéne. Un caryotype
asymétrique posseéde des chromosomes de taillegratifes et de type subtélocentrique,
télocentrique ou acrocentrique (Siljak—Yakovlev3ap

D’apreés les valeurs de cet indideciliaris et M. intertextapossedent le caryotype le
plus primitif (las = 59.13 % et 59,11 %). muricoleptisetM. granadensiprésentent un
caryotype tendant vers I'asymétrie (60.88 % et %6].

+ Evolution du caryotype dans la section dektertextae

Selon Sinoto et Sato (1940 inl&baum etal. 1983) la section dektertextaeest
considérée comme un modéle d’évolution du caryotgpela symétrie vers l'asymétrie. Le
caryotype deM. ciliaris représente le caryotype de base de la sectiolg earyotype déu.
granadensisest le plus évolué. Nos résultats confirment degfmthese.

Lesingt al. (1971) proposent que dans la section ldésrtextag si on considere que
I'évolution du caryotype s’est faite des grandeggsachromosomiques et symétriques vers les
paires plus petites et asymétrigquds intertextaet M. ciliaris sont les ancétres dé&. granadensi®t
M. muricoleptis Cette proposition est appuyée sur la chorologiirgerfertilité des especes a
partir desquelles Lesinst al. avancent deux hypotheses relatives a la spéciatiosein de cette
section. La premiére hypothése est dde muricoleptiset M. granadensissont issues d'une
hybridation entréM. ciliaris et M. intertexta La deuxieme hypothése est que les deux espetes on

evolué indépendamment a partir d’especes communesrdplexe.
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 La présence ou I'absence de chromosomes B

Heyn (1963) est le premier a algnla présence d’'un chromosome B chez I'espkce
granadensis Agarwal et Gupta (19830 Bauchan et Hossain (1999) montrent la présence de
chromosomes B chez plusieurs espéces du déadicago: M. ciliaris All, M. intertextaMill , M.
murexWilld et M. littoralis Rohde

Ce résultat a été aussi confiari@ide des travaux de Schlarbaumakt(1983) sur la
section desntertextaeou ils ont signalé I'existence d’un chromosome B.

La présence des chromosomes swéraires chezM. ciliaris (pop 4 et 6) pourrait étre
expliquée par la grande amplitude altitudinale (98& et 860 mm). Chekl. intertextaet M.
muricoleptisles facteurs du milieu (pluviométrie et altitushe semblent pas avoir I'effet sur cette
caractéristique, d’autres facteurs du milieu, nogs @n compte dans notre étude, pourraient avoir un
effet. Toutefois, comme l'affirme Bidant (197ih) Laouar et Abdelguerfi (1999) les variations au
niveau des populations peuvent étre purement @éatou en rapport avec des caractéristiques
géographiques ou écologiques.

D’aprés Siljak-Yakovlev en 19&ggrincipal réle du chromosome B est qu’il permet d

meilleures adaptations des populations a un namgtonnement.

* Japrésence ou I'absence des liaisons inter-chronwmiques

Un réseau de fibres interchromagoes probablement d’origine hétérochromatique a
été mis en évidence grace a la coloration a l'ac&téine chea. intertexta(Pop.1),M. ciliaris
(Pop. 6 et 12) eM. muricoleptis(Pop.10) Ces fibres se révéelent étre trés solides, puisgg’el
résistent a différents traitements qui normalenpeowoquent leur rupture (PI. 15).

Ce résultat se rapproche de célabli par Siljak-Yakovlev (1986) a propos
d’associations entre les chromosomes chez I'eSpentaurea alpina.

Selon l'auteur, la persistancecde liaisons entre les chromosomes affaiblitue te la

variabilité et entraine une hérédité en bloc deages caracteres.
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4 C-Banding

Nous avons effectué plusieurdatives de C-banding sur les quatre taxons étudiés.

Cette technique s’aveére difficile.

» Analyse du C-banding

Par la technique de coloratidifédentielle exposée au chapitre précédent noussapa
mettre en évidence la présence de bandes héténoatiqaoes sans pouvoir réaliser le caryotype
complet (PI. 12).

La mise en évidence des bandess reo permis d’identifier trois types de bandes :
télomériques, centromériques et intercalaires agiani des bras longs et courts des chromosomes.

On remarque que les quatre espestediées sont riches en hétérochromatine
constitutive.

M. ciliaris et M. muricoleptispossedent de I'hétérochromatine en plus grandatiggia
(les bandes intercalaires sont plus intenses) estiexpliqué par Siljak-Yakovlev (1986) par
'existence d’une corrélation entre la quantité @@rochromatine et la répartition altitudinal des
différents espécel. ciliaris occupe des habitats a des altitudes relativemenéés (980 m), alors

gueM. muricoleptispousse a 290 m.

La surcharge en hétérochromatimrrait étre une réponse a des nouvelles condition

écologiques. Lespinase (1980) Siljak-Yakovlev (1986).

Nos résultats sont conformesux @&ablis par Bauchan et Hossain (1999)\Medicago
sativa ssp. falcatél.) Acrangeli, ou ils ont remarqué I'existence lwlndes d’hétérochromatine au

niveau centromérique, télomérique et intercalairdesbras court et long de tous les chromosomes.

5 Le fluochrome banding (chromomycineA3)

La coloration a la chromomycin8 ACMA3) a mis en évidence les séquences
d’hétéréchromatine répétées riches en base GCi d@éssbandes de CMA+ sont détectées sur la
plupart des chromosomes chdzintertextaetM. muricoleptis.

ChezM. intertexta la technique a révélé le marquage de 16 chromcsanee des spots
de CMA+ (pl. 13, a) :
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03 paires chromosomiques présentent des bandes rénimoes.
02 paires chromosomiques présentent des bandes rénimoes et télomériques du bras court
02 paires chromosomiques présentent un marquage dé&+Cad niveau télomérique des bras
courts.
01 paire chromosomique présente un marquage CMA+iaaum télomérique des bras longs et
courts ce qui pourrait correspondre aux régionsoaganisateurs nucléolaires et par conséquent aux
constrictions secondaires.

CheM. muricoleptis7 paires présentent des signaux au niveau centiquraéet la 8"
paire au niveau télomérique des bras courts esatelites (pl. 13, b).

Les travaux de Cerbalakt(1999) sur I'espéchl. truncatulamontrent la présence des
larges bandes riche en bases GC au niveau desmengs et les régions des NORs (constriction

secondaire).

6 Nitrates d’'argent (Ag-banding)

La technique de coloration autratés d’argent (AgNE) a permis de mettre en
evidence le nombre de nucléoles dans les celluletmphasiques et révéle I'activité des genes
ribosomiques.

Le comptage des nucléoles escafe sur 50 cellules étudiées du méme individb.(Ta
12).

Tableau 12:Détermination du nombre de nucléoles par cellbkzdes quatre taxons étudiés

Nombre de
Espéce cellules 1 nucléole 2 nucléoles
M. intertexta 50 45 5
M. ciliaris 50 42 8
M. granadensis 50 47 3
M. muricoleptis 50 48 5
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Nos observations (planche 14dableau 12) ont mis en évidence I'existence dewn
deux nucléoles avec une majorité de un nucléolepgau. Le nombre de nucléoles correspond au
nombre de sites NORs actifs chez ces especeqagtoitre expliqué par la fusion de deux NORs
pour n'en former qu'un seul nucléole ou alors eation d'un seul site en interphase (Siljak-
Yakovlev, 1986).

La constriction secondaire peuier le réle d’organisateur nucléolaire c'est-a-dju’il
contribue lors de la télophase a la reconstitudam nucléole qui restera visible pendant toute
l'interphase (Gorenflot &dl., 1980).

La taille des nucléoles differare cellule a une autre. Elle est grande quamdyila

gu’un seul nucléole et elle est relativement mogeguiand les nucléoles sont au nombre de deux.

D’aprés Van Gansen et Alexand®97), chaque organisateur nucléolaire est ledgite
formation d’'un nucléole. Cependant, comme les mletefusionnent et ségrégent facilement leur
nombre qui n'est pas stable ne peut pas étre upeirdl nombre d’organisateurs nucléolaires

présent dans le noyau interphasique.

Hayes (2000) signale que lesagiorganisatrices nucléolaires colorées par lhodét
Ag-NOR occupent des positions bien définies dasslgomosomes, parfois visibles comme une

constriction secondaire, mais leur nombre vari@arganisme a un autre.
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Conclusion et Perspectives

L’objectif de ce travail était eircontribution a la caractérisation cytogenétique d
complexe d’espéces déedicagode la section demtertextae Au cours de ce travail, nous avons
appligué des méthodes de cytogénétique classiqoiergtion a l'acéto-orceine, aux nitrates

d’argent et C-banding) et du fluochrome banding.

Le niveau de ploidie a été conér2n = 2x = 16 .Le caryotype pour chaque espéce se
caractérise de la fagcon suivante :

Medicago intertexta :

Cing paires de chromosomes métagees dont une avec une constriction secondaire
et trois paires submétacentriques. La valeur dpadple la taille entre la paire la plus longuéaet
paire la plus courtéR) est comprise entre.4 et 2.3La longueur totale (LT) varie d24um a5.7
um, la valeur de la longueur totale relative (LTR) estrel2.46et12.59

Medicago ciliaris :

Six paires de chromosomes métageres dont une avec une constriction secondaire e
deux paires submétacentriques. La valeur du rapmjeolé taille entre la paire la plus longue et la
paire la plus courtéR) est comprise entre.4et1.7. La longueur totale (LT) varie d&8 pma6.2
pum, la valeur de la longueur totale relative (LTR) estrel2.43et12.49

Medicago granadensis :

Quatre paires de chromosomesgrataques dont une avec une constriction secomdair
et quatre paires submétacentriques. La valeur ghorade la taille entre la paire la plus longue et
la paire la plus court@R) est comprise entre26et1.92 La longueur totale (LT) varie de7 pma
3.7 um la valeur de la longueur totale relative (LTR) @stre12.49et12.51
Medicago muricoleptis :

Quatre paires de chromosomes aaateques et quatre paires submétacentriques dont
une avec un satellite. La valeur du rapport daileetentre la paire la plus longue et la pairellss
courte(R) est égale d.79 La longueur totale (LT) varie d27 pma 4.9 um la valeur de la
longueur totale relative (LTR) e$2.49

Cette section est caractérisédgpprésence de chromosomes B. Leur présencegiiourr

expliquer I'adaptation de ces populations aux domas de milieu difficiles.
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Les caryotypes des quatre taxnostrent la présence des chromosomes métacentriques
et submétacentriques. D’apres les valeurs de tendi’asymétrieM. ciliaris et M. intertexta
possedent le caryotype le plus primit. muricoleptiset M. granadensigprésentent un caryotype

tendant vers I'asymétrie.

La recherche des séquences mEpéth tandem tels que I'hétérochromatine par
I'application de la méthode de C-banding a morggidtence de I'hétérochromatine constitutive

localisée dans les régions centromérique, intareadd télomerique.

La coloration a la chromomycin8 8hezM. intertextaet M. muricoleptisa mis en
evidence des bandes hétérochromatiques riches s ®& localisée principalement dans les
centromeres et les télomeres. Chez ces deux esf@cesgions des organisateurs nucléolaires

montrent des signaux CMA+.

La coloration aux nitrates d’arpea mis en évidence l'existence de un ou deux

nucléoles avec une majorité de un nucléole parunogagui indique qu’il y a un site actif.

En perspectives, afin de mieuxpeendre I'organisation du compleiXdedicago et

confirmer ou infirmer les relations phylogénétiqueedre les espéces de la section Idesrtextae
les pistes de recherche suivantes doivent étreesené

- analyse de marqueurs moléculaires tels que: laH F(Eluorescent In Situ
Hybridization), la GISH (Genomic In Situ Hybridizan). Ces méthodes permettront de
comprendre I'organisation hétérochromatique, lalisation des genes ribosomiques, I’homologie
des génomes.

- étude de la taille du génome (cytométrie en flux).

- étude d'autres espéces du complebezlicago
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a : Plague métaphasique; Caryogramme ¢ : Idiogramme.
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Planche 2 :Caryotype de la population 3 b intertexta
a : Plaque métaphasique; Caryogramme ¢ : Idiogramme.
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Planche 3 :Caryotype de la population 7 i intertexta

a : Plague métaphasique; Caryogramme ¢ : Idiogramme.
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Planche 4 :Caryotype de la population 4 d ciliaris.
a : Plagque métaphasique; Caryogramme ¢ : Idiogramme.
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Planche 5 :Caryotype de la population 6 d& ciliaris.
a : Plaque métaphasique; Caryogramme ¢ : Ildiogramme.
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Planche 6 :Caryotype de la population 12 b ciliaris.

a : Plaque métaphasique; Caryogramme ¢ : Idiogramme.
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Planche 7 :Caryotype de la population 15 M ciliaris.
a : Plaque métaphasique; Caryogramme ¢ : Idiogramme.
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Planche 8 :Caryotype de la population 2 t granadensis

a : Plague métaphasique; Caryogramme ¢ : Idiogramme.
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Planche 9 :Caryotype de la population 8 t granadensis
a : Plagque métaphasique; Caryogramme ¢ : Ildiogramme.
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Planche 10 :Caryotype de la population 11 Nt granadensis

a : Plague métaphasique; Caryogramme ¢ : Idiogramme.
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Planche 11 :Caryotype de la population 10 Nt muricoleptis

a : Plague métaphasique; Caryogramme ¢ : Idiogramme.



\ 3un 3 3um

Planche 12 :Coloration au Giemsa « C-banding ».

a, b, ¢ M. granadensis d : M. ciliaris; e :M. muricoleptis f: M. intertexta



Planche 13: Chromomycine banding.

a :M. intertexta b :M. muricoleptis



Planche 14 :Nucléoles colorés aux nitrates d’argent.

a :M. intertexta b :M. ciliaris; c :M. granadensis d : M. muricoleptis



Planche 15 :Liaisons interchromosomiques.

a, b :M. ciliaris; c :M. intertexta d : M. muricoleptis
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Preparation des solutions utiliseés

Préparation du tampon Mc ILvain

Solution mére : 0.21g acide acétique dans 1050l H........... (A)

1.78g MAPOy, 2HO .o (B)
Pour une solution MclLvain pH 7 : (43.6ml de B 5@l de A) + HO distillé = 100ml au total.

Préparation de la chromomycine A3

* La chromomycine est une poudre jaune trés toxiqpesparer 1 jour a I'avance
dans du tampon Mc llvain PH7 + 10ml Mg®H,O
e On prépare 2 mg de CMApour 10ml de solution

Préparation de I'enzyme R

Tampon citrate 0.05 M 10ml pH =4.5
Pectolyase vy.23 0.1g 50 ml
Hemicellulase (sigma) 0.4g
Cellulase 29

Préparation de I'acéto-orcéine

* Solution mere dorcéine (solution de conservatiah¥soudre par ébullition
ménagée 2.2 g d’orcéine dans 100 ml d’acide acg&titpcial, laisser refroidir, agiter et filtrer.

* Solution standard a 1 %
La dilution se fait au moment de I'emploi : 4.5 de solution meére, 5.5 ml d’eau distillé.
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Préparation de 8 hydroxy-quinoléine 0.002mol / &tr

* 0.03 g de la 8 hydroxy-quinoléine dans 100ml d'distillée.

Préparation de I'éthanol acétique

* On prend 3 volumes d’éthanol pour un volume d’acidétique

Préparation de HCI 1 N :

* Prendre HCI fumant, PM=36.46¢/l, d=8.1 HCl:37%
P/v=d —» v=p/d=36.46/1.18G&Bml/l

Soit: 30.36 x 100/ 37 = 82.78 ml dans 1litre



-~ Résumé

Résumeé

Une étude caryologique détaillée de quatre espliptsides de la sectiomtertextaedu
genre Medicago est réalisée a l'aide des techniques de cytoggprediclassiques (coloration a
l'acéto-orceine, la coloration différentielle aue@isa et la coloration aux nitrates d’argent AGNO
et du fluochrome banding. Les résultats obtenudircoent le niveau de ploidies de cette section
qui est 2n = 2x = 16 avec un nombre de base xLlZé8&blissement du caryotype chez les quatre
taxons diploides a mis en évidence la présenceube tgpes chromosomiques submétacentriques et
meétacentriques. Nous avons également observé ftemmé de chromosomes B et des liaisons
interchromosomiques. La coloration différentielleu aGiemsa a démontré ['existence
d'hétérochromatine constitutive localisée dans ftégions centromérique, intercalaire et
télomerique. La coloration a la chromomycine A3zkk intertextaet M. muricoleptisrévele des
bandes riches en GC localisées principalement ldansentromeres et les télomeéres, les régions des
organisateurs nucléolaires montrent des signaux €NLA coloration aux nitrates d'argent a permis
de détecter un nombre de nucléoles variant de ave@e une majorité de 1 nucléole par cellule ce

qui indique gu’il y a un site actif.

Mots clés:
Medicago intertexta, Medicago ciliaris, Medicago agadensis, Medicago muricoleptis,
Hétérochromatine, Caryotype, Acéto-orceine, C-bagdichromomycine A3, Organisateurs

nucléolaires (NORS)
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Summary

The karyological study of fouphltiids species witch comprises thetertextaesection
of the genudMedicagohas been carried on the basis of classical cy&ige(method of orcein, C-
banding, AgNOS3 nucleolus staining ) and fluochrcemdiing (chromomycin A3 witch map repeated
sequences GC). Coloration with orcein revealed @aladpecies were found to have 2n = 2x = 16
chromosomes. This karyotyps are composed of metazepairs and submetacentrics pairs. We
also observed the presence of B chromosomes améciions interchromosomes. Coloration with
Geimsa (c-banding) has revealed the existence rdtitotive heterochromatin localized in regions
centromeric, telomeres and intercalated. The cotwravith the chromomycin A3 awl. intertexta
and M. muricoleptishas revealed bands rich in GC, localised essbnirathe centromeres and at
the telomeres. Regions of the NORs shows signalé @Ml he nitrates coloration allowed to detect
a number of nucleolus vary from 1 to 2 with a migyoof 1 nucleolus by cell what indicates that
there is an active site

Key words:

Medicago intertexta, Medicago ciliaris, Medicago agadensis, Medicago muricoleptis,
Heterochromatin, Orcein staining, C-banding, ChrowpanA3, The nucleus organizing regions
(NORs).
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