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Introduction

Introduction

Compte tenu de sa position géographique privilégiée, entre la Méditerranée au Nord, le
Sahara au Sud, et grace a la diversité de son relief et de ses conditions bioclimatiques,
I’ Algérie présente une grande diversité bioécologique et une gamme trés importante de
milieux naturels. Cette position lui confere une flore trés diversifiée. Sur les 5402 taxons
décrits par Quezel et Santa (1962) dans la nouvelle flore de I'Algérie et des régions
désertiques meridionales, ZERAIA (1983) dénombre 168 especes endémiques algériennes

et 1286 especes rares ou tres rares.

L'Union internationale pour la conservation de la nature (UICN), dans son rapport de 2009
sur I’état de la biodiversité dans la méditerranée, dresse un bilan inquiétant sur la flore
algérienne. L'Algérie est le troisieme pays renfermant le nombre le plus important
d'especes menacées en Afrique du Nord. Les principaux facteurs de menace recensés par
I’UICN sont la destruction des habitats liée a I’expansion des activités humaines
(Développement économique, urbanisation, aménagements), le changement climatique et
l'introduction des espéces exotiques invasives. Face a cela, I'TUCN préconise comme 1°¢

action a mener afin de préserver cette biodiversité « de bien connaitre la biodiversité».

Notre travail, qui fait partiec d’un programme de recherche initi¢ au laboratoire de
génétique biochimie et biotechnologie végétale s’inscrit justement dans cette optique de
mieux connaitre notre flore afin de sauver ce patrimoine environnementale et permettre la

découverte de la richesse de notre biodiversité qui est plus que jamais menacé.

Sur la base de cette approche, cette étude s’est attelée a 1’investigation caryologique et
palynologique de deux taxons d’astragales, Astragalus monspessulanus subsp.
monspessulanus et Astragalus echinatus, deux plantes présentes en Algérie en plus du fait
qu’aucun des deux taxons n’a fait 1’objet, a notre connaissance d’aucune recherche en

Algérie.
La présentation de nos travaux peut étre répartie comme suit :

Le premier chapitre consacré a 1’étude bibliographique du genre Astragalus, son histoire
taxonomique, son intérét, la description botanique de nos deux taxons ainsi que quelques

notions de cytogénétique et de palynologie.

[1]
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Le deuxiéme chapitre traite la présentation des techniques et méthodes de cytogénétique et

de palynologie.

Le troisieme chapitre renferme la discussion des résultats obtenus et enfin une conclusion

et des recommandations a suivre.

[2]
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1- Généralités sur le genre Astragalus L
1-1- Historique de la taxonomie

Dans la littérature, le genre Astragalus L a toujours suscité beaucoup de controverses.
Dans ce genre, la délimitation et la subdivision des groupes sont trés difficiles vu le grand
nombre d’espéce et la grande ressemblance des caracteres morphologiques (Kazempour
Osaloo et al., 2005; Wojciechowski et al., 1999; Zarre et Azani, 2013).

La premiére classification de ce groupe fut proposée en 1700 par de Tournefort qui fait état
de deux genres tres proche: Tragacantha et Astragaloides. Quelques années plus tard,
Linné (1753) a proposé une nouvelle classification qui regroupe les deux genres
Tragacantha et Astragaloides en un seul genre, Astragalus et crée un troisieme genre
Phaca (Chaudhary et al., 2008). Par la suite, de Candolle (1802) a présenté une nouvelle
classification qui subdivise le genre Astragalus en deux groupes distincts et tres
voisins Astragalus et Oxytropis sur la base de différence morphologique des carenes et la

position de la suture de la gousse.

Plus tard, les études systématiques se sont beaucoup intéressé a la classification infra
générique d’Astragalus, dont les plus importantes sont celles de Bunge (1868) qui a établit
huit sous-genres (Pogonophace, Trimeniaeus, Phaca, Hypoglottis, Calycophysa,
Tragacantha, Cercidothrix et Calycocystis) et 105 sections. Cette classification fut remise
en cause par Podlech en 1982 qui a souligné la ressemblance des caracteres
morphologiques utilisés dans la classification infra générique de Bunge et suggére de
ramener le nombre de sous genres a trois, selon la présence de trichomes simples ou
latéraux et de distinguer le genre Astracantha du genre Astragalus. Cependant, la derniere
classification de Zarre et Podlech (1997) et apres évaluation des différences

morphologiques et anatomiques, réintégre ce genre dans celui d’Astragalus (Fig. 1).

3]
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Tournefort (1700) Astragalus
Linnaeus (1753) Astragalus

De Candolle (1802) Oxytropis Astragaus

l

Gray (1864) Astragalus
Bunge (1868) Astragalus

Podlech (1982) Astragalus

Voo

Zarre & Podlech (1997)  Oxytropis Astragalus

T—

Tragtlmamha Astragaloides
| |

Phaca

v
Rydberg (1929) Astr m\* Phaca
|
l /:/
|
Bameby (1964) Astragalus '

Astracantha

Figure 1: Historique de la taxonomie du genre Astragalus (Chaudhary et al., 2008).

1-2- Origine

Le genre constitue un groupe taxonomique trés élevé estimé a plus de 3000 espéces

(Scherson et al., 2008). Le centre d'origine le plus probable est le sous continent Hindou-

Persique (Lock et Simpson 1991; Podlech 1986), d’ou il s’est diversifié dans un premier

temps vers la zone circum-méditerranéenne et ensuite, vers le continent nord et sud

Américain (Wojciechowski et al., 1999).

1-3- Répartition géographique

Le genre Astragalus couvrent des aires géographiques tres diversifiées comprenant 1’ Asie

du sud (1500 especes), I’Europe (500 espéces), ainsi que les deux continents nord et sud

[4]
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Américain (500 et 150 espéces respectivement). Dans les pays Nord Africain, 50 espéces
ont été identifiées (Johandiez et Maire 1932; Quézel et Santa 1962; Raynaud 1982).
Concernant A. monspessulanus subsp. monspessulanus et A. echinatus, se sont des espéces
spécifique des régions Sud Européenne et Nord Africaine comme le montre la figure 2.

Ainsi, on les retrouve en:

- [Espagne, Sicile, Tunisie, Algérie et Maroc pour A. monspessulanus subsp.

monspessulanus.
- Au Portugal, Espagne, Sicile, Tunisie, Algérie et Maroc pour A. echinatus.

En Algérie, ces deux espéces sont des plantes communes qu’on retrouve surtout dans les
foréts claires, paturages, broussailles et terrains argileux des régions du Tell (Quezel et
Santa, 1962).

A. monspessulanus subsp.
monspessulanus
A. echinatus

Figure 2: Distribution d’4. monspessulanus subsp. monspessulanus et A. echinatus
(CJSG ,2015).

(5]
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1-4- Description morphologique
1-4-1- A. monspessulanus subsp. monspessulanus

A. monspessulanus subsp. monspessulanus est une plante vivace, acaule a inflorescences
en grappe naissant directement de la souche (Fig. 3a). Les fleurs sont purpurines ou
violacées disposées sur un pédoncule aussi longue que les feuilles (Fig. 3b). Celles-ci sont

constituees de 10-20 paires de folioles. Les fruits sont des gousses arquées linéaires de 3-4

cm de longueur (Fig. 3c) (Quézel et Santa, 1962).

Figure 3: Morphologie d” A .monspessulanus subsp. monspessulanus (a: aspect général de

la plante, b: inflorescence (grappe), c: fruit) (Photos K. Baziz).

(6]
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1-4-2- A. echinatus

A. echinatus est une plante annuelle blanchatre et velue qui peut atteindre 40 cm (Fig. 4a).
Les fleurs et les fruits sont sessiles ou sub-sessiles réunies en grappe fructifére s’insérant
sur un axe trés court (Quezel et Santa, 1962). Les fleurs de couleur purpurine ou violette
sont au nombre de 7-15 sur des pédoncules plus long que la feuille correspondante (Fig.
4b).

Le fruit est une gousse d’une longueur de 10-12 mm & parois recouverts de tubercule plus

au moins lamellaires hispides, devenant coriace a maturité (Fig. 4c et 4d).

Figure 4: Morphologie d’A. echinatus. (a: aspect général de la plante, b: inflorescence

(grappe), c-d: fruit) (Photos K. Baziz).

(7]
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1-5- Position systématique

Selon Lock, Schrire (2005) et Quézel, Santa (1962), A. monspessulanus subsp.

monspessulanus et A. echinatus, ont la classification suivante :
Régne: Plantae.

Sous Régne: Tracheobionta.

Phylum: Phanérogames.
Embranchement: Spermatophytes.
Sous embranchement: Angiospermes.
Classe: Dicotyledones.

Sous classe: Rosidaceae.

Ordre: Fabales.

Famille: Fabaceae.

Sous famille: Papilionaceae.

Tribu: Galegeae.

Sous Tribu: Astragalées.

Genre: Astragalus L.

1-6- Nombre chromosomique et sa relation avec la distribution géographique

D’un point de vue systématique, la diversité du nombre de chromosome dans le genre
Astragalus a conduit a décrire deux grands groupes fortement liés a la distribution

géographique (Spellenberg, 1976):

- Une groupe d’especes qui ont un nombre de base x = 8 (Ledingham, 1960) et qui
correspond a une distribution eurasienne. Dans ce groupe, on rencontre également des
especes 5, 6 ou 7 (Badr et Sharawy, 2007; Maassoumi, 1987; Malallah et al., 2001). Badr

[8]
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et al. (1996) estiment que ces especes proviennent des especes a Xx= 8 par un processus de
diploidie descendante.

- Un groupe dont le nombre de base fluctue entre 11, 12, 13, 14 ou 15 (Chaudhary et al.,
2008; Ledingham, 1960; Ledingham et Rever, 1963) et qui correspond a une distribution

ameéricaine.

Selon Polhill (1981), I’irradiation de ces espeéces vers le continent Américain serait due a la
fragmentation et a I’isolement des populations, conséquence des événements historiques,
environnementaux et climatiques survenus en région méditerranéenne. A la faveur de leur
grande capacité adaptative aux conditions climatiques extrémes (climats froid et aride) et
édaphique (sol rocailleux et sol sablonneux), ces espéces sont parvenue a augmenter le
nombre chromosomique de base grace a un processus de micro spéciation. Ceci a amené

Ledingham (1960) a suggérer un nouveau genre pour les espéces d’astragales américaines.
1-7- Intéréts médicinales, industrielles et alimentaires

Le vaste genre Astragalus regroupe en son sein de nombreuses plantes utiles relevant des

applications médicales, industrielles, alimentaires ou encore agricoles.

L’intérét médicale découle du fait que les astragales constituent une source trés importante
de substances hypoglycémiante et lactifere (Chaudhary et al., 2008), de substances
renfor¢ant I’immunité lors de traitement anti- cancéreux (Anand et al., 2010; Duan et
Wang, 2002; Mao et al., 2006; McCulloch et al., 2006; Tin et al., 2007). Selon Verbeken
et al. (2003), A. malacophyllus Benth. ex Bunge présente des activités antituberculeuses,
antitussives et de purification du sang. D’autres espéces du genre sont utilisées pour leur
faculté de régénération des tissus et de cicatrisation des plaies en médecine traditionnelle
chinoise (Gao et al., 2001).

L’intérét industriel résulte du fait que beaucoup d’especes de ce genre fournissent des
produits industriels comme A. gummifer Labill, A. microcephalus Willd, A. strobiliferus
Royle ex Benth. Qui sont une source de gomme adragante, substance largement utilisée
dans I'industrie pharmaceutique comme gélifiant et dans la production de divers produits
alimentaires tels que les cremes glacées, les lotions, les spiritueux et les gommes a macher
(Gentry,1957; Zarre-Mobarakeh, 2000).

[9]
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L’intérét agricole se résume quand a lui, dans l’utilisation de certains astragales dans
I’alimentation du bétail comme signalé par Belkassaoui et al. (2007) et comme fertilisant
des grandes cultures (Mao et al., 2006).

1-8- Travaux cytogénétiques et palynologiques fait sur le genre

La caryologie du genre Astragalus L. reste encore assez mal connue a cause des variations
du nombre chromosomique due a la polyploidie et la large distribution géographique
(Wojciechowski et al., 1999). Les recherches cytologiques sur ce genre sont limitées a
I'étude des mitoses somatiques, les objectifs de ces études visant a déterminer le nombre
chromosomique, leur morphologie et parfois I'établissement des caryotypes (Spellenberg,
1976; Cartier, 1976, 1979; Davis et al., 1988; Cobanoglu et Altan, 1989; Sahin et al., 1990;
Tunbel, 1993; Kandemir et al., 1994, 1996; Engin et al., 1994; Civelek et al., 1997; Aytac,
1997; Ekici et Aytag, 2001; Wang et al., 2002; Hamzaoglu, 2003; Ekici et al., 2005;
Martin et al., 2008). Nous n’omettrons pas de signaler quelques travaux liés a la
distribution des ADNTr et a la quantité d’ADN (Kim et al., 2006; Abdel Samad et al., 2014;
Sang Eun Han et al., 2013; Baziz et al., 2014).

Dans le domaine palynologique, la morphologie du pollen, et en particulier le type
apertural, a beaucoup été étudiée chez les astragales. A ce titre, on citeras les travaux de
Perveen et Qaiser, (1998), Akan et al., (2005), Dane et al., (2007); Ekici et al.,( 2008), Al
Ghamadi et al., (2013), Ding et al. (2013).

2- Rappel de quelques notions palynologiques et cytogénétiques
2-1- Notion cytogénétique
2-1-1- Définition de la cytogénétique et de caryotype

Jahier et al. (1992) définissent la cytogénétique comme étant 1’étude morphologique du
matériel genetique sous forme de chromosomes. En pratique, cela consiste a établir un
caryotype qui est le dénombrement et identification des chromosomes d’une cellule

(Guerra, 1988).

[10]
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2-1-2- Morphologie du chromosome
a- Centromere

C’est une constriction primaire du chromosome constituée les séquences répétées). La
fonction du centromeére c’est le maintien de la cohésion des chromatides sceurs jusqu’a

I’anaphase (Fournier, 2009).

Selon la position de ce centromere, les chromosomes se classifient en quatre types suivant

leur forme:

- Chromosomes meétacentriques: le centromére est en position centrale (position
médiane) ce qui lui donne des bras de longueurs a peu pres égales.

- Chromosomes sub-métacentriques: le centromere est presque en position centrale ; les
chromatides de ce chromosome présentent des bras de longueur inégale (un bras court et
un bras long).

- Chromosomes acrocentriques: le centromere est plus proche de I’'une des deux
extrémités (les télomeres) le bras court est tres bref.

- Chromosome télocentrique: présente un centromere tres proche de ses télomeéres. En

cas de perte du centromere (anomalie), le chromosome est dit acentrique.

b- Télomere
C’est une structure particuliére se trouve a I’extrémité du chromosome pour protégée le

chromosome de la dégradation (Le Bel, 2004).

c- Bras

Le bras est constitué de deux chromatides, qui sont attachées 1’une a 1’autre au niveau du
centromeére et ont une taille variable en fonction des chromosomes, mais on reconnait

toujours un bras court « p » et un bras long « q » (Anthony et al., 2002). (Fig.5)

[11]
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< Télomere

Bras court

Centromere

Bras long

Chromatide

Figure 5:La structure du chromosome (Anthony et al., 2002).

2-2- Notion palynologique
2-2-1- Définition de la palynologie et le grain du pollen et la viabilité
a- Palynologie

La palynologie est I’é¢tude de la forme et des caractéristiques morphologiques des grains de
pollen. Cette discipline permet de déterminer la plante qui produit le pollen (Maghini et al.,
2013).

b- Grain du pollen

Le pollen est un organisme composés de deux a trois cellules a deux parois cellulaires,
I’exine et I’intine (Erdtman, 1952; Richard, 1988; Edlund et al., 2004). L’exine comporte
des apertures qui correspondent a une région plus fine que le reste de la paroi (Erdtman,
1947). Les apertures servent de site de germination du tube pollinique et de porte d’entrée
pour I’eau ou d’autres substances (Furness et Rudall, 1999; 2004, Wodehouse, 1935).
L'aperture se présente soit sous forme allongée (sillon) soit sous forme arrondie (pore), et
de ce fait, définit le type apertural (Cerceau et Hideux, 1983; Erdtman, 1947). (Fig. 6)
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c- La viabilité

C’est la capacité du pollen & germer. Son évaluation a partir d'un pollen fraichement
récolté ou encore conservé, est conseillée avant son utilisation pour la pollinisation. Elle
contribue aussi a sélectionner le meilleur type de pollen car provenant de males

génétiquement différents et possédant des degrés variables de viabilité (Djerbi, 1994).

exine

pore

Figure 6: Organisation du grain de pollen (Reille, 1990).

2-2- Intérét de la palynologie

L’intérét de 1’étude du pollen réside selon Donadieu (1982) et Diot, 2000) dans le sens ou
les caracteres morphologique des grains de pollen sont spécifiques de chaque taxon
Wodehouse (1928) abonde également dans la méme direction en signalant que chez
quelques famille, a I’image des Poacées et des Brassicacées les grains de pollen de toutes
les especes sont treés semblables. Enfin Pons (1958) estime que 1’étude de la morphologie

pollinique permet la compréhension de la phylogénie entre especes.

[13]
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1- Matériel végétales

Notre matériel est constitué d’une population d’A. monspessulanus subsp. monspessulanus
et d’une population d’A. echinatus récoltés respectivement le 05 mai 2014 et le 20 mai
2014 dans la région du Mont Chenoua, wilaya de Tipaza par K. Baziz. Les caractéristiques

des stations d’échantillonnages sont données dans le tableau 1.

Ao
L S
£ -

=" "A._monspessulanus subsp. 7‘(""“\&
monspessulanus 9
A eehfrratus

‘Sans titre - Repere

St -

By Tl &,

Figure 7: Localisation des stations de récoltes (Photos prise sur Google earth, date de

consultation: Juin 2014).
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Tableau 1: Caractéristiques et données bioclimatiques des stations de récolte.

Espéce Latitude Longitude Altitude | Pluviométrie*
A. monspessulanus
36°37°32°N 02°22°30E 319 m 580 ml
subsp. monspessulanus
A. echinatus 36°37°21°N 02°20°59°E 432 m 580 ml

* Source : Office national de météorologie, date de consultation : Juin 2014.
2- Méthodes
2-1- Etude cytogénétique

L'étude caryologique est effectuée sur des méristémes racinaires des graines qui germinées
par différentes étapes permettent une bonne séparation et une bonne morphologie des
chromosomes au cours de la phase métaphase a partir de la mitose (Jahier et al., 1992).

Cette étude comporte les étapes suivantes :
- Scarification

La paroi externe de la graine qui empéche le développement de la racine est retiré a ’aide

du papier verre sans détacher la radicelle.
- Stérilisation

Les graines de chaque espece sont versées dans un bécher contenant 50% d’eau distillée et

50% d’eau de javel durant 10 min afin de tuer les microorganismes qui sont sur la graine.
- Ringage

Les graines de chaque espece sont versées dans un bécher qui contient I’eau distillée

environ 2 heures pour faciliter la germination.
- Germination

A I’aide d’une pince, les graines de chaque espéce dans une boite de pétri tapisse de papier

filtre humide ensuite mis en germination a température ambiante.

[15]
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- Prétraitement

Aprés germination, les racines sont prélevées a 09h du matin puis trempées dans une

solution de 8-hydrox-Quinoléique 17° C pendant 3h 10 min a 3h30 min.
- Fixation

Les racines sont fixées dans une solution de Carnoy | (75% éthanol, 25% acide acétique) a

4° C pendant 2 jours.

- Conservation et stockage

Les racines sont stockées dans une solution d'éthanol 70 % a 4°C jusqu’a utilisation.
- Hydrolyse avec HCI

Apres le ringage, et a 1’aide d’une pince, les racines sont prolongées dans une solution

d’HCI1 (0,1 N) dans une étuve a 62° C pendant 10 min a 15 min.
- Hydrolyse enzymatique

Apres le rincage par la solution de tampon de citrate, les racines sont mises dans une
solution de I’enzyme (R) ensuite sont mises dans une boite de pétri a I’étuve a 37C°

pendant 10 min.
- Coloration

Apres le rincage, les racines sont colorées soit dans une solution d’ Acéto-Orceine soit dans

une solution de Carmin Acétique pendant 10 min a 15 min.
- Montage des lames

La partie méristématique est découpée a 1’aide d’une lame puis déposé sur la lame avec
une goutte de solution d’Acéto-Orceine. On recouvre avec une lamelle et on écrase

soigneusement la pointe 1’aide d’une d’allumette.
- Observation et photographie

L’observation et la prise de photos se font au grossissement x100 a I’aide d’un le
microscope Leica DM 4000 B Led.

[16]
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2-1-2- Etablissement de caryotype

L’établissement de caryotype se fait a partir de 3 plaques métaphasiques. Les
chromosomes sont dénombrés, mesurés, appariés et alignés de la plus grande paire a la
plus petite selon la méthode de Levan et al. (1964). Le caryogramme est construit par la
détection des chromosomes homologues et la détermination de 1I’emplacement de chaque

chromosome (Levan et al., 1964).
L’idiogramme est construit d’apres les mesures suivantes :
- Longueurs des bras courts (BC) et des bras longs (BL).

- Longueur totale de chaque chromosome:
LT =BC + BL.

- 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.

- Longueur totale et relative:
LTR= (LT /YLT) x100.

- Indices centromériques pour chaque paire chromosomique:
Ic % = (BC/ BL) x100.

- Indice d'asymétrie du caryotype:
Tas = (Y. BL x 100) / YLT.

- Pourcentage de la forme totale selon la formule de Huziwara (1962):
TF= (Y BC x 100)/ YLT.

- Rapport (R) entre la paire chromosomique la plus longue et la plus courte de la garniture

Chromosomique.

Toutes les mesures sont résumées dans le tableau suivant :

[17]
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Tableau 2: Nomenclature chromosomique proposée par Levan et al. (1964).

Position du Type
. D r Ic )
centromeére chromosomique
Position
o 00.0 1.0 50.0 M
médiane
Région
o 00.0-02.5 1.0-1.7 50.0-37.5 m
médiane
Région
o 02.5-05.0 1.7-3.0 37.5-25.0 sm
submédiane
Région
) 05.0-07.0 3.0-7.0 25.0-12.5 st
subterminae
Région
i 07.0-10.0 7.0-0 12.5-00.0 t
terminale
Position
) 10.0 o0 00.0 T
terminale

d: bras long (BL) - bras court (BC); Ic: indice centromérique (bras court/ longueur total du
chromosome); M: métacentrique; m: métacentrique senso largo; r: bras long (BL)/ bras
court (BC); sm: Submétacentrique; st: subtélocentrique; t: acrocentrique; T:
télocentrique.

2-2-Etude palynologique
2-2-1- Prélévement du grain de pollen

Les grains du pollen sont prélévi par simple agitation de 1’anthére des fleurs avant

I’anthese afin d’éviter tout risque de contamination par un pollen étranger.

2-2-2- Etude de la viabilité du pollen

L’estimation de la viabilité du pollen se fait par la coloration au carmin acétique selon la
description de Jahier et al. (1992). Pour estimer la viabilité nous avons dénombré 300
grains de pollen sur cinq fleurs médianes par espéce provenant chacune d’un individu.

L’observation et la photographie de la viabilité des grains du pollen se fait sur microscope
Leica DM 4000 B Led.
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2-2-3- Morphologie du pollen

La détermination de la morphologie des grains du pollen se fait par la technique
d'acétolyse d'Erdtman (1952) modifiée par Siljak-Yakovlev (1986).

Avant I’observation en microscopie photonique, le pollen est lavé plusieurs fois dans
I’alcool absolu directement sur lame, puis monté dans la gélatine glycérinée colorée par la
Fushine. Pour effectuer les mesures, 30 grains de pollen provenant de 3 individus sont

observés puis photographiés.

Concernant les caractéres morphologiques des grains du pollen, sont calculés grace au
logiciel METAMORPH : le diametre polaire; le diamétre équatorial ; la longueur du sillon
et la largeur du sillon; I’apocolpium (la distance entre deux sillons), 1’ectoaperture;
I’endoaperture, la largeur de 1’exine, le mésocolpium (la distance entre deux pores). Les
données statistiques sont traités par le logiciel EXCEL .La nomenclature adoptée est celle
de Punt et al. (1994).

[19]
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Résultats
1-Caractéristiques caryologiques

Notre travail qui s’insére dans le cadre d’un programme de recherche au sein du laboratoire
de Geéneétique, Biochimie et Biotechnologies Végétales nous a permis de déterminer dans
un 1* temps, le temps de prétraitement, de dénombrer les chromosomes et enfin d’établir
le caryotype pour les deux taxons étudiés. Pour cela, deux colorations ont été utilisés:

Acéto-Orceine et Carmin Acétique.

Nous avons ainsi pu observer que 1’Acéto-Orceine donne une meilleure coloration que le
Carmin Acétique, d’ou son utilisation pour le reste des expérimentations. Nous avons pu
également obtenir les meilleures plaques métaphasiques apres un preé traitement de 03h10 a

la 8- Hydroxy-Quinolieine.

Chez A. monspessulanus subsp. monspessulanus, nous avons pu établir le nombre de
chromosome a 2n = 16. Le caryotype d’A. monspessulanus subsp. monspessulanus (Fig.
8a) est caractérisé par la présence de cing (05) paires de chromosomes métacentriques. Il
s’agit des paires 2, 5, 6, 7 et 8. Nous noterons que la paire métacentrique 2 présente une
constriction secondaire sur le bras long. Les paires 1, 3 et 4 sont quand a elles
submétacentriques. La formule chromosomique est donc: 2n =2x= 10m (dont 2

constrictions secondaires) + 6 sm.

Le caryogramme et 1’idiogramme (Fig. 8b et 8c) montre une faible variation dans la taille
entre les chromosomes. En effet, le chromosome le plus long est de 3,59 pum alors que celle
du plus petit chromosome est de 2,60um. L’indice d’asymétrie (Ias %) nous donne une
faible valeur de 61, 84 % (Tab.2).

A. echinatus se révéle a 2n = 28. Son caryotype est composé de huit (08) paires
métacentriques. Ce sont les paires 2, 6, 8, 9, 11, 12, 13 et 14. Les paires 1, 3, 4, 5, 7, 10,
sont submétacentriques avec la particularité de la présence d’une constriction secondaire
sur le bras long de la 1% paire (Fig.9a). La formule chromosomique est : 2n = 4x = 16 m +
12 sm (dont 2 constrictions secondaires). Le caryogramme et 1’idiogramme (Fig. 9b et 9c¢)
montre une différence plus nette entre les chromosomes, ou le plus grand chromosome
atteint une taille 3,56 um tandis que le plus petit est de 1,22 um. L’indice d’asymétrie
(las%) est également plus élevé (62,72%) que chez le taxon précedent (Tab.3).
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Figure 8: Caryotype d’A. monspessulanus subsp. monspessulanus (a): Plaque

métaphasique, (b): Caryogramme, (c): Idiogramme.
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Tableau 2: Données numérique de la garniture chromosomique de sous espéce A.

monspessulanus subsp. monspessulanus.

N® d r
BL (um) BC (um) LT (um) LTR IC% | TC
CHZz (um) | (um)
1 2,38 (0,31)* | 1,21(0,27) | 3,59(0,29) | 14,87 | 1,17 | 1,96 | 33,70 | sm
m
2 2,01(0,24) | 1,36(0,08) | 3,37(0,21) | 13,96 | 0,65 | 1,47 | 40,35 ()
cs
3 2,02 (0,19) | 1,12(0,31) | 3,14 (0,28) 13 0,9 | 1,80 | 35,66 | sm
4 1,89 (0,26) | 1,10(0,15) | 2,99 (0,23) | 12,38 | 0,79 | 1,71 | 36,78 | sm
5 1,8 (0,29) 1,15(0,08) | 2,95(0,26) | 12,24 | 0,64 | 1,55 | 39,10 | m
6 1,63 (0,20) | 1,20(0,13) | 2,83(0,29) | 11,72 | 0,43 | 1,35 | 4240 | m
7 1,62 (0,09) | 1,05(0,18) | 2,67 (0,25) | 11,06 | 0,57 | 1,54 | 39,32 | m
8 1,58 (0,14) | 1,02 (0,24) | 2,60(0,24) | 10,77 | 0,56 | 1,54 | 39,23 | m
> 14,93 9,216 24,14
las% = 61, 84% R=1,38um

cs: Construction secondaire, *: Ecart-type.
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Figure 9: Caryotype d’A. echinatus. (a): Plague métaphasique, (b): Caryogramme, (c):
Idiogramme.
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Tableau 3: Données numérique de la garniture chromosomique de I’espéce A. echinatus.

cl\:z BL(um) | BC(um) | LT@um) | LTR (ucrln) (“:n) IC% | TC
1 | 267(037)* | 089(0,14) | 356(034) | 1219 | 178 | 3 | 25 (SCT)
2 | 173(007) | 1.21(0,25) | 2,94 (018) | 10,07 | 052 | 1,42 | 4115 | m
3 | 155(0,06) | 0,91(0,06) | 2,47 (0,07) | 846 | 064 | 1,70 | 36,84 | sm
4 | 162(020) | 081(037) | 243(002) | 832 | 081 | 2 |3333]sm
5 | 1,35(013) | 0,76 (0,06) | 2,11(0,06) | 7,22 | 059 | 1,77 | 36,01 | sm
6 | 1.22(015) | 0,77(0,07) | 1,99(0,09) | 681 | 045 | 158 | 38,69 | m
7 | 1.28(006) | 068(0,03) | 1,96(0,06) | 671 | 06 | 1,88 | 34,69 | sm
8 | 1,13(004) | 0,78(007) | 1,91(0,07) | 654 | 035 | 1,44 | 40,83 | m
9 | 114(014) | 0,76 (0,06) | 1,9(007) | 650 | 038 | 15 | 40 | m
10 | 115(0.12) | 0,69 (0,07) | 184 (012) | 630 | 046 | 1,66 | 375 | m
11 | 1,05(0,15) | 0,79(0,03) | 1,84(0,13) | 6,30 | 026 | 1,32 | 42,93 | sm
12 | 093(0,14) | 0,65(0.10) | 158 (0,06) | 541 | 028 | 143 | 41,13 | m
13 | 081(001) | 0,63(0,05) | 1,44(0,04) | 493 | 018 | 1,28 | 4375 | m
14 | 068(0,08) | 054(0,02) | 1.22(0,08) | 418 | 014 | 125 | 4426 | m
5 18,31 10,88 29,19

las% = 62,73% R=2,34 um

cs: Construction secondaire, * : Ecart-type.
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2-Caractéristiques morphologiques des grains des pollens

L’examen de la viabilité des grains de pollen basée sur la coloration au carmin acétique
nous montre un taux de viabilité extrémement élevé : il de 99 et 97 % respectivement pour

A .monspessulanus subsp. monspessulanus et A. echinatus (Tab .5)

L’examen au microscope montre que les deux taxons présentent des grains de pollen
isopolaire, 1égérement longiaxe, a symétrie radiale et de forme prolé sphéroidale. En vue

polaire, le grain de pollen est circulaire (Tab.5 et Fig.11).

Le systéme apertural est du type trizonocolporé : on distingue trois (03) pores équatoriaux
et a trois (03) sillons.

Les mesures effectuées sur les grains de pollen (Tab.5) nous montrent une différence entre
les deux taxons aussi bien pour la taille du pollen que pour les autres caractéres observés
(excepté rapport P/E) : le pollen d’A. monspessulanus subsp. monspessulanus est plus petit
que celui d’A. echinatus.

[25]



Chapitre I11: Résultats et Discussion

- -
. a
‘/v e ®
@ wy
=%
-
k!
i - oW
- e

£ ] & ®

- ®
" ® o
L 40um

‘\v 40pm

Figure 10: La viabilité des grains de pollen. (a): A .monspessulanus subsp.

monspesulanus; (b): A. echinatus.(V: viable, NV: non viable).
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Figure 11: Les grains de pollen d’A. monspessulanus subsp. monspessulanus (a, b, ¢) et

d’A. echinatus (d, e, f). (a, d): vue polaire; (b, €): vue équatoriale; (c, f) : le pore et le sillon.

Tableau 5: Viabilité et morphométrie des grains de pollen.

Taxon \Y P (um) E (um) P/E |Slg (um) | Sla (um) | Eda (um) | Eca (um) | Ex (um) Forme Aperture
A. monspessulanus 243 22,2 18,0 3,74 6,78 9,08 1,40 Prolate
subsp. 99 N 1,10 o Trizonocolporé
monspessulanus (2’48) (0'99) (1:11) (0161) (0172) (0,65) (0,24) spher0|dal
37,7 33,2 29,29 9,57 8,92 12,03 1,72 Prolate
A. echinatus 97 1,13 ) Trizonocolporé
(2,08) | (1,82) (2,47) | (1,06) (1,04) (1,49) (0,45) sphéroidal

V : viabilité (%) ; P: Diameétre polaire; E: Diameétre équatorial; Slg : Longueur du sillon ;

Sla : Largeur du sillon ; Eda : Endoaperture ; Eca : Ectoaperture; Ex : Largeur de I’exine.
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Discussion
1- Caractéristiques caryologiques

Chez les especes algériennes, la détermination du nombre de chromosome a été réalisé
pour la 1% fois par Baziz et al. (2014). Le nombre chromosomique observé est 2n = 16
pour les especes A. armatus subsp. numidicus, A. armatus subsp. tragacanthoides, A.

cruciatus et A. pseudotrigonus.

Durant notre étude 1’observation des plaques métaphasiques nous a permis de dénombrer
2n = 16 chromosomes pour A. monspessulanus subsp. monspessulanus avec un nombre de
base x = 8. Ceci est conforme avec les travaux de Colombo, Marceno et Princiotta (1982).
D’autres travaux effectués sur le genre Astragalus ont montré que x = 8 est le nombre de
base le plus fréquent chez les especes « Eurasienne » (Ledingham, 1960; Ledingham et
Fahselt, 1964).

A. echinatus présente 2n = 4x = 28 chromosomes en conformité avec les travaux de
Fernandes, Santos et Fatima (1975) et Fernandes et Queiros (1978). Le nombre de base est
probablement x = 7. Bien que pas tres courant, le nombre de base x = 7 est présent chez les
espéces du bassin méditerranéen comme signalé chez A. cymbicarpos (Fernandes, Santos
et Fatima, 1975; Fernandes et Queiros, 1978), chez A. pauciflorus (Pretel et Sanudo, 1978)
et chez A. annularis, A. mareoticus et A. vogelii (Badr et Sharawy, 2007). Selon Badr et al.

(1996) les especes x = 7 sont issues des espéeces & X = 8 par disploidie descendante.

Nous avons pu également observer la présence de constriction secondaire chez les deux
taxons. Ces constrictions ont déja été signalées chez A. armatus (subsp. numidicus et
subsp. tragacanthoides) et A. cruciatus (Baziz et al., 2014) chez le bras long de la 1% paire
chromosomique et 4°™ paire respectivement. A notre sens, la présence de constriction
secondaire, signalé jusqu’ici que chez les espéces algériennes (Baziz et al., 2014) pourrait

étre une spécificité a celle-ci.

Aucun travail caryologique concernant le caryotype de ces deux taxons n’a été publié
auparavant. Nos résultats, comparés a ceux des travaux antérieurs sur la caryologie
d’Astragalus montrent que les longueurs des chromosomes d’A. monspessulanus subsp.
monspessulanus ne sont pas différentes de ceux observées chez les especes de ce groupe
(Dvorék et al., 1977; Badr et Sharawy, 2007; Martin et al., 2008; Sheidai et al., 2009;
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Cetin et al., 2010; Kazem et al., 2010). La longueur la plus grande est observée chez A.
pseudotrigonus (6.98 um) (Baziz et al., 2014) alors que la taille la plus petite est observée

chez A. talimansurensis (0.75 pum) (Sheidai et Gharemani-nejad, 2008).

A. echinatus possede des chromosomes plus grands en comparaison avec les especes a 28
chromosomes. La taille la plus élevée chez ceux —ci est rencontrée chez A. annularis (1,50

pm) alors que la plus petite se trouve chez A. vogelii (0,88 pum) (Badr et Sharawy, 2007)

La différence de taille des chromosomes chez les deux taxons est faible, ce qui semble
indiquer que nos caryotypes sont symétriques et homogenes. Ceci conforte les travaux déja
publié sur le genre (Liu, 1984; Kim et al., 2006; Badr et Sharawy, 2007; Sheidai et
Gharemani-nejad, 2008; Sheidai et al., 2009; Cetin, 2010; Kazem et al., 2010; Baziz et al.,
2014). Siljak-Yakovlev (1986) estime que plus les caryotypes sont symétriques, plus ils
sont primitifs. Dans ce sens, nous pouvons donc affirmer que nos taxons sont considérés

comme étant primitifs.
2-Caractéristique morphologique des grains des pollens

Selon Towill (1985), la coloration au carmin acétique est un test suffisamment efficace
pour I’estimation de la viabilité du pollen. Nos travaux ont révélé un trés grand taux de
viabilité des grains de pollen qui approche les 100%, ce qui traduit un déroulement optimal
de la microsporogénese. Par ailleurs Char et al. (1973), Qureschi et al. (2002) ainsi que
Ozeker et al. (2006) considérent qu’un grand taux de viabilité est considéré comme
indicateur d’adaptation des espéces aux conditions écologiques prévalent dans le milieu.

On pourrait donc suggeérer que nos taxons sont bien adaptés a leurs milieux.

Les grains de pollen ont montré la méme forme chez les deux taxons c’est-a-dire une
forme prolé spheroidale. Ceci est en accord avec la description des grains de pollen de
différents taxons d’Astragalus effectuée par Perveen et Qaiser (1998), Akan et al. (2005),
Ekici et al. (2005, 2008), El-Sayed et al. (2010); Al Ghamadi et al. (2013), Ceter et al.
(2013), Ding et al. (2013) et Baziz (2015). Nous avons pu également observer que les
apertures sont situés dans la zone équatoriale au niveau des sillons, ce qui correspond aux
nombre et types d’apertures retrouvés chez 1’ensemble des taxons d’Astragalus étudies

jusqu'a présent.

[29]



Chapitre 111: Résultats et Discussion

Concernant la taille, les grains de pollen d’A. monspessulanus subsp. monspessulanus se
sont révélé plus petit que ceux d’A. echinatus, et encore plus petit que ceux déja recense
dans la littérature (El-Sayed et al., 2010; Al Ghamadi et al., 2013; Ceter et al., 2013; Din¢
et al., 2013). Cette réduction de la taille du pollen pourrait entre expliqui par la réduction
du nombre de base. En effet, Siljak-yakovlev (1986) signale que chez Reichardia
picroides, la réduction du nombre chromosomique de base s’accompagne d’une réduction

de la taille des grains de pollen.
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Conclusion

Conclusion

Les espéces du genre Astragalus ont depuis longtemps suscité la curiosité des scientifiques
de par leurs intéréts chimiques, biochimiques et médicinales ce qui explique les
nombreuses études effectuées de ce point de vue. Ces travaux méritaient d’€tre complétés

par une approche cytogénétique et palynologique pour plus de connaissance.

Au cours de ce travail, nous avons essayé de mettre au point le protocole d’obtention et
d’observation des chromosomes, d’établir le caryotype d’étudier les caractéristiques des
grains de pollen de deux taxons d’Astragalus, A. monspessulanus subsp. monspessulanus

et A. echinatus, prélevés dans la région du mont de Chenoua (W. de Tipaza).

A partir de nos observations, nous avons pu confirmer le nombre chromosomique de ces

taxons en relation avec les travaux parus avant.

Nous avons également pu établir le caryotype et mettre en évidence la présence de
constrictions secondaires chez les deux taxons, ce qui semble étre une caractéristique des
especes algériennes de ce genre, puisqu’a ce jour, aucune publication n’a fait état de cette

caractéristique.

L’étude palynologique a mis en évidence un type pollinique analogue a celui déja décrit
dans de nombreuses publications. Néanmoins, nous avons pu remarquer que le pollen d’A.
monspessulanus subsp. monspessulanus est plus petit que ceux déja décrit, ce qui semble

accompagner la réduction du nombre chromosomique de base chez ce taxon.

A la fin, il serait judicieux de continuer les caractérisations cytogénétique et palynologique
du reste des especes du genre Astragalus, d’échantillonner plus de populations d’A.
monspessulanus subsp. monspessulanus, sinon d’espéce a un autre nombre de chromosome
que X = 7 ou 8 pour voir si vraiment la réduction du nombre de chromosomes

s’accompagne de la réduction de la taille des chromosomes.
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Annexe

Préparation de produits pour coloration a I’Acéto Orceine:

1- La 8 Hydroxy- Quinoléine & 0.002%:
Ajouter de 0.03g de la 8 Hydroxy- Quinoléine dans 100 ml d’cau distillée.

2- Acéto Orceine a 1%:
Porter a ébullition 45 ml d’acide acétique a 45% et 55 mL d’eau distillée.
Rajouterlg d’Orceine et laisser bouillir pendant 10 min. Laissé refroidir puis filtrer et stocker

au réfrigérateur.

Préparation de I’enzyme R:

L’enzyme R utilisé est I’enzyme de la composition suivante :
Tampon citrates : 0,05 M, 10 ml, ph=4,5.

Pectolyase Y 23 :0,1g, 50 ml.

Hémicellulase (sigma) : 0,4 g.

Cellulase: 2 g.

Conserver au congélateur.

Préparation du fixateur 3V/1V:
Mélanger 20 ml d’acide acétique pure a 60 ml d’éthanol a 95%.

Préparation de la gélatine glycérinée:

Igr de gélatine + I’eau. Mélanger pendant 2h. Enlever de ’eau et dans cette gélatine hydratée
ajouter la méme quantité de la glycérine.

Chauffer légerement dans un bain- marie en mélangeant trées doucement (formation des
bulles).
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Résumé:

Notre travail qui a été effectué au sein du laboratoire de Génétique, Biochimie et
Biotechnologies Végétales, est une contribution a la connaissance caryotypique et
palynologique de deux taxons appartenant au genre Astragalus L : A. monspessulanus subsp.

monspessulanus et A. echinatus.

L’¢tude du caryotype nous a permis d’établir le nombre de chromosome chez ces deux
taxons: 2n= 16 pour A. monspessulanus subsp. monspessulanus et a 2n= 28 pour A.

echinatus.

Les caryotypes A. monspessulanus subsp. monspessulanus et A. echinatus signalent la
présence d’une paire a constriction secondaire et sont composés de chromosomes

métacentriques et submétacentriques, indiquant clairement des caryotypes symétriques.

L’¢étude palynologique nous a révélé que les deux taxons présentent de type trizonocolporé de

forme prolé sphéroidale.
Mots clés :

Caryotype, Astragalus monspessulanus subsp. monspessulanus, Astragalus echinatus, grain

de pollen.



Abstract:

Our work which was carried out within the laboratory of Genetics, Biochemistry and Plant
Biotechnology, is a contribution to both caryotypic and palynologic knowledge two taxa
belonging to the kind Astragalus L: A. monspessulanus subsp. monspessulanus and A.

echinatus.

The study of the karyotype enabled us to determine the number of chromosome at these two

taxa: 2n = 16 for A. monspessulanus subsp. monspessulanus and 2n = 28 for A. echinatus.

The karyotypes A. monspessulanus subsp. monspessulanus and A. echinatus signal the
presence of a pair of secondary constriction and are composed of chromosomes metacentric

and submetacentric, indicating clearly symmetrical karyotypes.

The palynologic study revealed that both taxa present trizonocolpord type of prole spheroidal
shape.
Key words:

karyotypes, Astragalus monspessulanus subsp. monspessulanus, Astragalus echinatus, grain

of pollen.
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Résumé :
Notre travail qui a été effectué au sein du laboratoire de Génétique, Biochimie et Biotechnologies

Végétales est une contribution a la connaissance caryotypique et palynologique de deux taxons
appartenant au genre Astragalus L : A. monspessulanus subsp. monspessulanus et A. echinatus.

L’étude du caryotype nous a permis d’établir le nombre de chromosome chez ces deux taxons : 2n = 16

pour A. monspessulanus subsp. monspessulanus et a 2n = 28 pour A. echinatus.

Les caryotypes A. monspessulanus subsp. monspessulanus et A. echinatus signalent la présence d’une
paire a constriction secondaire et sont composés de chromosomes métacentriques et submétacentriques,

indiquant clairement des caryotypes symétriques.

L’étude palynologique nous a révélé que les deux taxons présentent un pollen de type trizonocolporé et de

forme prolé sphéroidale.

Mots clés : Caryotype, Astragalus monspessulanus subsp. monspessulanus, Astragalus echinatus, grain

de pollen.
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