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Résumé:

Le travail que nous avons entrepris a permis d’élargir nos connaissances en
caryomorphologie de 1’espéce Pisum sativum L. (Onword, Sefrou ), en
appliguant la technique de coloration classique.

Nous avons pu déterminer et caractériser les caryotypes de chaque variéte.
Une paire satellite est mise évidence sur les chromosomes de la variété
Onword . De ce fait, la formule caryotypique de la variété Sefrou est décrite
comme suite: 2n=2x=12t+ 2m=14 et celle de la variété Onwerd est= 1st +
3sm + 3m (1sat) =14. Donc, Le caryotype de pisum sativum. est
polymorphe et possede 7 paires chromosomiques , mais avec deux formules
caryotypiques différentes .

Egalement, signalons, la présence des chromosomes B observés
particulierement chez la variété Onwerd. Cette variéteé srait bien adaptée aux

conditions climatiques défavorables.

Mots clés :  Pisum sativum L., formule caryotypique, chromosome B , satellite,



Abstract:

The work we have undertaken has enabled us to broaden our knowledge of
karyomorphology of the species Pisum sativum.L (Onword, Sefrou), by

applying the classic staining technique.

We were able to determine and characterize the karyotypes of each variety. A
satellite pair is found on the chromosomes of the Onword variety. Therefore,
the karyotypic formula of the Sefrou variety is described as follows: 2n = 2x
=12t + 2m = 14 and that of the Onwerd variety is = 1st + 3sm + 3m (1sat) =
14. Therefore, the karyotype of pisum sativum. is polymorphic and has 7

chromosome pairs, but with two different karyotypic formulas.

Also, note the presence of B chromosomes observed particularly in the

variety Onwerd. This variety is well suited to unfavorable climatic conditions.

Key words : Pisum sativum L., karyotypic formula, B chromosome, satellite,
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Introduction

Introduction :

Les légumineuses alimentaires constituent une trés grande importante source
de protéines végetales qui peut corriger le déficit en protéines animales. En
plus, elles sont riches en minéraux essentiels et en lysine, de ce fait, elles
sont complémentaires des profils nutritionnels des céréales (Duranti et Gius,
1997).

En outre, elles ont un usage médicinal non négligeable. En plus de leur
importance dans le régime alimentaire humaine et animale, elles ont un
intérét particulier dans le concept de D’agriculture durable. Leur introduction
dans I’assolement instaure la rotation des cultures, la diversification des
productions et la protection du sol contre 1’érosion. L’introduction de ces
especes dans un systétme de culture est, impérativement, tributaire de
I’amélioration de leurs performances agronomiques (Ben Mbarek, 2011).

La moitié des superficies occupées par la culture des légumineuses
alimentaires dans le monde est le continent asiatique, avec une superficie de
49%. Alors que le quart des superficies cultivées se localise en Afrique, mais
la production est jugée faible avec 21,68%, suivie par le continent américain
avec 18.97%. (FAO, Stat, 2013).

Les légumineuses alimentaires en Algérie ont toujours occupé, sur le plan de
la superficie, le troisieme rang aprés les céréales et les fourrages. Leur
superficie soit de 1’ordre de 90 mille ha représentant 0,21 % de la superficie
agricole totale en 2014. Les espeéces les plus cultivées sont dans 1’ordre : la
feve, la feverole, le pois chiche, le pois sec, les lentilles et 1’ haricot sec
(MADR, 2014).

En Algérie, le pois a existé depuis fort longtemps. D’anciens écrits mettent en
évidence sa présence dans notre pays. |l a été décrit par Desfaontaines en 1798.
Battandier et Trabut ,(1888) ont mentionné la présence de différentes sous especes
de pois cultivé en Algérie. Aussi, Quezel et Santa, (1962), dans leur ouvrage « la
nouvelle flore d’Algérie et des régions désertiques méridionales », ont spécifie

I’existence de variétés cultivées.
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Dans les années 1965-1970, I’Algérie a procédé a une introduction massive de
variétés a haut potentiel génétique (Rahal-Bouziane, 2015), ce qui a conduit au
remplacement des variétés traditionnelles par de nouvelles variétés introduites. Ces
variétés censé augmenter les rendements n’ont pas toujours donné les résultats
escomptés mais ont surtout contribu¢ a la négligence voire I’oubli des variétés
locales (Arbouche et al., 2011),

Les travaux de caractérisation sur le pois sont nombreux. Plusieurs chercheurs ont
effectués des évaluations agro-morphologiques sur différents genotypes de pois
collectés dans divers lieux dans le monde (Benbrahim et Gaboun, 2008 ; Bashir et
al., 2017 ; Igbal et al., 2017 ; Rafiul Alam Khan et al., 2017). Aussi, des analyses
moléculaires ont éte réalisés sur cette espéce (Cupic et al., 2009 ; Haider Ashraf et
al., 2013).

Dans le cadre d’un projet de recherche portant sur une ’étude cytogénétique des
Fabacées (Légumineuses alimentaires), mené au laboratoire de Génétique,
Biochimie et Biotechnologies Végétales, nous nous sommes intéressés a 1’¢tude
comparative caryomorphologique de deux Variétés appartenant a  I’espece
légumineuse Pisum sativum.L (2n=2x=14) dévoilées par la technique de
coloration classique.

Il s’agit de mettre en évidence :

-L’ identification des chromosomes du génome de cette espece.

- ’établissement et la Caractérisation des différents caryotypes.

- L’analyse comparative entre les chromosomes des variétes étudiées.

Le travail comporte 3 chapitres :

e Le premier chapitre porte sur une analyse bibliographique des especes
d’étude Pisum sativum L , ainsi que des caractéristiques générales sur la
cytogénetique.

e Le 2 éme chapitre est consacré a la méthodologie de travail adopté au
laboratoire.

e Le dernier chapitre est consacre aux résultats et discussion.

On cl6ture ce travail par une conclusion dont laquelle on récapitule les

connaissances acquises lors de ce travail suivis par des perspectives.
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Presentation générale des légumineuses

Les légumineuses (ce qui signifie légume dont le fruit est une gousse) comptent 714
genres et plus de 18 000 especes (Lewis et al., 2005). Les légumineuses avec les
graminées sont les deux familles botaniques les plus utiles a 1’alimentation dans le
monde (Klein et al., 2014). Aujourd’hui, les cultures de légumineuses alimentent
deux filieres : la premiére pour I’alimentation animale représentée par les
l[égumineuses fourrageres (luzerne, pois, tréfle, soja, etc.) et la deuxiéme pour
I’alimentation humaine, ce sont les Iégumineuses a graines (haricots, lentilles, pois,
pois chiches, féves, etc.) (Denhartigh et al., 2015).
Les légumineuses sont caractérisées par :

- Des fleurs papilionacées (en forme de papillon) pour la plupart des especes
cultivées ;
- Une gousse contenant des graines (la gousse étant le fruit issu de 1’ovaire de la
fleur) ;
- Et pour la majorité des membres de cette famille, la capacité d’utiliser 1’azote
atmosphérique (N2) pour produire ses propres composants protéiques.
Par cette troisieme caractéristique, et contrairement aux autres especes cultivées, la
culture de légumineuses n’a en général pas besoin d’apport de fertilisants azotés
pour exprimer une croissance optimale, et elle représente une porte d’entrée d’azote
symbiotique dans les systémes de production agricole (Schneider et Huyghe, 2015)

Tabeau 1 : Composition des graines de légumineuses (Chaillet et al., 2011).

Amidon % MS | Fibres % MS Lipides %MS | Protéines % MS
Pois 50 15 2 22 -25
Féverole 43 18 2 28 — 32
Lupin blanc 1 22 10 35-39
Soja 2 20 20 36 — 40
Blé 70 20 20 36 — 40

1- Famille des fabacées :

Les Fabaceae sont des arbres, des arbustes ou des lianes ligneuses, caduques ou
persistantes, ou encore des herbes annuelles, vivaces ou pluriannuelles. Quelques

especes tropicales sont épiphytes, et, d'autres, grimpantes, développent des tiges

3
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vrillées, tournant généralement dans le sens des aiguilles d'une montre, plus
rarement dans le sens inverse (Phaseolus, Wisteria), ou des vrilles axillaires, ou
encore des crochets. Quelquefois, les feuilles sont reéduites, les fonctions
photosynthétiques étant transférées aux tiges, ou modifiées en phyllodes.
L'heterophyllie est parfois présente, mais bien plus rare que chez les Mimosaceae.

Les Fabacées constituent la troisieme famille des angiospermes, elles ont une
distribution quasi cosmopolite et se trouvent dans les zones tropicales, subtropicales
ou tempérées, Cette famille s’accommode d’une trés large gamme d’habitats, et
inclut autant de plantes herbacées, aquatiques ou xérophytes, que des arbustes, des
arbres ou des plantes grimpantes a lianes volubiles ou a vrilles (Heywood, V.H,
1996).

3 Présentation des especes d’étude :
3-1 Origine et historique

Théophraste, trois siécles avant notre ére, dans son livre intitulé "recherches sur les
plantes” a décrit plusieurs espéces de la famille actuelle des légumineuses et
notamment™ le pois (Davies et al., 1985). 1l est consommé depuis environs 5000 ans
avant Jesus Christ, et était déja tres apprécié dans les civilisations anciennes (Smart,
1990). Les origines primaires du pois se situent vraisemblablement dans le sud
Ouest d’Asie, Abyssinic en Afghanistan et les régions avoisinantes (Zohary et
Hopf, 2002) ;, la région méditerranéenne constitue un centre secondaire. A partir de
ces centres, le pois se serait dispersé dans le reste de I'Europe et de I'Asie (Kay,
1979 ; Makasheva, 1985 ; Coussin 1997).

Base sur la diversité génétique, quatre centres d'origines ; I'Asie centrale, le Proche
orient, I'Abyssinie et la Méditerranée ont été identifiés (Gritton, 1980).

De nombreux botanistes ont décrit différentes formes sauvages qui ne different que
par quelques caracteres morphologiques. Parfois, ces types ont constitué des
especes différentes,

dont la dénomination rappelle fréquemment le lieu d'origine. Mais le plus souvent,

ils sont considérés comme appartenant a des sous espéces de Pisum sativum : Pisum
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sativum arvense(Linng), elatius (Bieb Stev), abyssinium (Braum), jomaradi
(Schrank), asiatium, humile transcaucasium, aethiopium et unbellatum. Tous ces
groupes peuvent étre croisés entre eux, il est donc logique de les considérer comme
faisant partie de la méme espéce. Par contre, les croisements avec les genres voisins
. Lathyrus, Vicia et Lentis n‘ont jamais pu étre obtenus (Coussin, 1996).

3-2 Description de la plante

Le petit pois (Pisum sativum L) c’est une plante diploide :( 2n=14 chromosome),
appartient a la famille des légumineuses (Fabacées) (Krajinski et al., 2011),
autogame (Deulvot et al., 2010), annuelle, parfois cultivée comme une bisannuelle.
Sa croissance est indéterminée suivant les variétés, c’est-a-dire que le nombre de
noeuds de la tige n’est pas fixé génétiquement mais reste sous la dépendance de

facteurs externes (Prioul et al., 2004).

-’\- r =y ~ X" : “ﬁ’

Figure 01 : Port générale de petit pois (Pisum sativum L.)

Appareil végétatif
Systeme racinaire :
Le petit pois forme une racine principale pivotante et des racines secondaires

latérales. La racine principale est peu développee, et se ramifie fréquemment, les

5
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racines secondaires sont assez nombreuses portant des nodosités abondantes dans
les 30 premiers centimétres. Le systéme racinaire au début de sa croissance est
infesté par les bactéries symbiotiques fixatrices d’azote, la racine réagit par la
formation des nodosités qui vont croitre avec la croissance racinaire jusqu’a la
floraison de la plante (Weeden et al., 1998).

Les nodules développés sur les racines permettent la fixation symbiotique de 1’azote
atmosphérique pour satisfaire 80% des besoins de la plante en azote assimilable.
Cette fixation symbiotique est a son optimum a la floraison et chute trés rapidement

par la suite (Slama, 1998).

Figure 02 : Systéeme racinaire du petit pois.

e Feuille et tige
Les feuilles sont composeées, alternes et se présentent sous différentes teintes, du
vert jaune au vert bleu foncé, les folioles sont entiéres ou plus au moins dentées, de
forme ovale au elliptique, leur extrémité est arrondie, pointue ou tronquee ; leur
nombre est variable, le pétiole se termine par plusieurs vrilles qui tiennent la place
des dernieres folioles (Prioul et al., 2004). Actuellement il existe d’autres types de

morphologies foliaires issues de mutation, les principaux types cultives sont :
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v' Les semis leafless, dont la forme afila : folioles transformées en vrilles et
stipules normales.

v" Les leafless : folioles transformées en vrilles et stipules réduites : type Filby

v Les rogues a ’oreille de liévre : folioles et stipules allongées type : progteta.

A la base de chaque feuille figurent deux grandes stipules souvent plus amples que
les folioles. Selon la variété, la face supérieure des stipules comporte plus au moins
de taches blanches appelées macules, correspondant un décollement de 1’épiderme
(Loridon et al., 2005). La tige de petit pois est herbacée de hauteur variable,
creuses et gréles, arrondies ou légérement angleuses (Prioul et al., 2004). La hauteur
de la tige principale, est mesurée a la fin de la récolte de toutes les gousses dont les

graines ont atteint leur maturité physiologique (graine sec) (Ferdaous, 2015).

Figure 03 : feuille et tige du petit pois.

e Fleur et fruit
La fleur est caractéristique des papilionacées : zygomorphe (Symétrie bilatérale),
pentameére, hermaphrodite, cyclique (Verticilles successifs de pieces florales) (Xing
et al., 2005).
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La fleur se développe en une gousse de longueur variable entre 6 et 8 cm et contient
4 a 12 graines. La couleur des gousses varie du vert jaunatre au vert foncé, elles
peuvent étre, tronquées ou pointues, arquées ou droites. Les gousses se presentent
soit a 1’état isol¢ (caractere monocosse), ou par deux (caractere bicosse) et parfois
méme par trois.

Les graines de petit pois sont riches en protéines qui s’accumulent au cours de leur
développement, a la maturité des graines, les quantités relatives des protéines
changent, les températures moyennement élevées accéléerent la maturation des
graines, nuisent leur qualité et provoquent I’éclatement prématuré des gousses

(Nakamura et al., 2008).

Figure 04 : fleur et fruit du petit pois.

Figure 05:. Lignée sans anthocyane et a fleur blanche
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Figure 6 : Intensité de la pigmentation anthocyanique de 1‘étendard A) Rose pile ;
B) Rose

Figure 7 : Les différentes formes de courbure de gousses des génotypes étudiés

3_3Classification systématique

L'espece Pisum sativum appartient au genre Pisum, classé dans la tribu des Fabeae
(ou Viciae), qui regroupe diverses especes de plantes herbacées annuelles, réparties
en cing genres : Lathyrus L. (gesse/pois doux, environ 160 especes), Lens (lentilles,
4 espéces), Pisum

e P.sativum L Subsp. sativum (comprend var. sativum et var. arvense)

e Subsp.elatius

e P.fulvum

e P. abyssinicum

La classification du petit pois, selon (Cronquist 1988) :
Regne : Plantae
Sous-réegne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Rosidae
Ordre : Fabales

Famille : Fabaceae

Genre : Pisum



Chapitre I: Synthese bibliographique

Espéce : Pisum sativum
3_3Classification génétique

L’origine et les ancétres de Pisum sativum sont mal connus. Les premieres traces de
culture du pois datent du début du néolithique (environ 7000 ans av. J-C). Il a été
probablement domestiqué au proche orient ou ’on a trouvé les sous-eSpeces
Syriacum Berger (plante de steppe qui serait I’ancétre direct des pois cultivés) et
elatius. Le pois fait alors partie du premier cortege de plantes qui ont fondé
I’agriculture en Europe, en Asie Centrale et en Egypte, puis en Ethiopie (Doré et
Varoquaux, 2006).

Au début du XXe, le pois était uniqguement destiné a la consommation humaine
comme légume frais (pois potager et pois mangetout) ou sec (pois de casserie).
Entre les années 1950 et les années1970, la production globale de pois potager a
quintuplé grace au développement des industries de conserve. Ce succes, lié a la
possibilité de consommer le pois toute ’année, s’est appuyé sur I’amélioration
génétique qui est a ’origine de I’apparition de nouvelles variétés spécialement
adaptées.

C’est aussi grace au petit pois que le botaniste autrichien Johannes Gregor
MENDEL a pu en 1865 établir les premieres lois de la génétique moderne. Il a
défini les principes d’homozygotie et d’hétérozygotie, de dominance et de
récessivité et il a établi la loi de la pureté des gametes a partir de croisement entre

pois a grain lisse et pois a grain ridé (Doré et Varoquaux, 2006).

10
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Tribu Genre  Espece
Lens L. culinaris (lentil) 1
=Viceae Vicia V. faba (faba bean)
Pisum > ; rarden pe
) S P. sativum (garden pea)
Melilotus M officinalis (sweet clover)
ot Légumineuses tempérée
b Trifolicac Trifolium T pratense (red clover) ’ B (('alcgoidcs‘bpc
preme .
Medicag M. sativa (alfalfa)
edicago M. truncatula
(icereae Cicer C. arietinum (chickpea)
Loteae Lotus L. japonicus J

Phascolus P vulgaris (common bean) §

Vigna V. radiata (mung bean)

> Légumineuses tropicale
(Phaseoloides)

Thuat Glycine G, max (soybean)

Cajanus . cajan (pigeonpea)

Papilionoideae

Figure 8 : Dendrogramme représentant les relations phylogénétiques des Iégumineuses
Papilionoideae (Zhu et al., 2005)

4-Types de petit pois :

L’espéce Pisum sativum fournit plusieurs types d’aliments tant pour 1’homme
que pour les animaux : Les pois sec, c’est-a-dire les graines récoltées a
maturité, constituent un légume sec, et sont aussi donnée aux animaux
domestiques soit telles quelles (volailles, oiseaux) soit sous forme de farines
(ovins, bovins et caprins) : ces graines sont aussi une matiére premiere pour
I’industrie de transformation (amidonnerie, extrait protéique). Les pois frais,
soit sous forme de graines immatures, soit de gousses entiéres également

immatures, un légume frais, appelé petit pois. La plante entiere fournit un

11
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fourrage au ruminant, soit en sec, soit en vert, frais ou ensilé, les pailles
sont aussi utilisées, c’est-a-dire les fanes restant sur le terrain apres la récolte
des gousses ou des graines (Khairi et Lamani, 2009).

1. Les variétés de petit pois:

= Le pois lisse : présente une semence bien ronde. Il produit un grain
fin dont la teneur en amidon est élevée (42 a 49%). Ce qui lui
confere une saveur légérement farineuse ; sa richesse en amidon permet
une reprise en eau au cours de la stérilisation, et par conséquent un
bon rendement industriel (Moreno, 2009).

. Le pois ridé : produit des grains de plus gros calibre présentant des
flétrissements a 1’état sec. Sa teneur en amidon est plus faible que
celle dulisse (20 a 35%), et sa nature différente, ce qui lui donne une
texture moins farineuse et un go(t plus sucré. La plus forte proportion
d’amylose du pois ridé accroit par ailleurs capacité de rétention d’eau,
d’ou un démarrage de la déshydratation retardée par rapport au pois
lisse qui explique une plus grande souplesse a larécolte (Loridon etal.,
2005).

- variétés cultivées en Algérie

Les variétés les plus cultivées sont: Utrillo, Onward, Merveille de kelvedon,
Senador Cambados. . (ITCMI ,2018)

5- Importance économique et intéréts agronomiques :

5-1 Importance des légumineuses en Algérie :

En Algérie les espéces de légumineuses alimentaires les plus cultivées sont la
lentille (Lens culinaris L.) le pois chiche (Cicer arietinum L), le pois (Pisum
sativum L), la feve (Vicia faba L.) et le haricot (Phaseolus L.). La culture des
légumineuses alimentaires a fait I’objet de beaucoup d’attention de la part des
services agricoles pour augmenter les superficies et améliorer les niveaux de
rendements, mais les résultats n’ont pas été a la hauteur des efforts consentis
(Abdelguerfi, 2003). La diversification des cultures fourragéresest trés limitée,

parmi les especes cultivees, le pois fourrager est utilisé pour I’alimentation dubétail
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soit comme fourrage vert, soit sous forme de grains. Cette espece, qui a connu un
développement conséquent dans les années 1980 subit un net recul en matiére
d’utilisation.

Il est a noter aussi que le pois est utilisé en associations fourrageres séches (pois-
avoine, pois triticale, pois-orge). Bien que le genre Pisum soit assez bien représenté
dans la flore algérienne, il semble que la totalité des variétés cultivées aient été
introduites. Le pois protéagineux a été introduit trés récemment, et sa culture est
restée assez limitée malgré son importance stratégique (FAO, 2006). La culture de
cette légumineuse enrichit également le sol en azote, donc induit une diminution en
apport en engrais et assurer un assolement et une rotation (graminées et
[égumineuses) pour optimiser I'exploitation agricole et la diversification de la
production agricole

5-2 le petit pois

e Intérét économique

1. Dans le monde
Selon les statistiques de l'organisation des Nations unies pour l'alimentation et
I'agriculture (FAO,2016), la production mondiale de pois frais s'est élevée a 8 264
769 tonnes pour une surface ensemencée de 1 087 674 hectares, soit un rendement
moyen de 7,6 quintaux par hectare. Les deux principaux producteurs de pois frais,
sont la Chine et I’Inde, qui représentent pres de 70 % du total mondial (Tableau 2).
Tableau 2: Production du petit pois dans le monde (FAO, 2016).

pays (milliers (quintaux-hectare)  (milliers de tonnes)
d’hectares)
Chine 251.0 10.0 2 508.5
Inde 282.0 8.1 2292.7
Etats-Unis 87.0 10.1 875.0
France 30.5 11.6 330.0
Royaume-Uni 33.3 9.9 355.0
Egypte 27.0 104 280.0
Algérie 25 3.5 87.5
Maroce 18.0 6.1 110.0
Turquie 14.5 7.0 101.4
Hongrie 16.5 5.6 92.0
Italie 13 6.9 90.0

13
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2 Production en Algérie:

En Algérie, le pois a été cultivé avant 1830 dans les jardins et les champs en
Kabylie

(Laumont et Chevassus, 1960). La culture a pris un développement important en
1945, elle a connue par la suite un essor remarquable de 1947 a 1952. En 1980,
10800 ha ont été consacrés a cette culture. Durant cette dernieére décade ; c’est en
1993 qu’on a enregistré la superficie la plus importante avec 20800 ha, alors que le
rendement le plus important a été enregistré en 2001 sur une superficie de 19970 ha
(FAOSTAT,2004).

En 2016, cette superficie passe a 28 724 ha avec une production annuelle de
1029707 gx, soitun rendement de 35.8 gx/ha (MADR, 2016). Les principales

wilayas productrices du petit pois sont Mascara, Boumerdes, Biskra et Tlemcen.

e Intérét Agronomique

Du point de vue agronomique, le pois comme les autres Iégumineuses, a la capacité
de fixer ’azote atmosphérique grace a la symbiose qui s’opére dans les nodosités
entre la plante et les Rhizobium, cette fixation se fait concurremment avec
I’absorption de I’azote du sol par les racines (Aubrineau et al., 2002). Et I’'important
systeme racinaire de ces especes est a I’origine de 1’amélioration de la structure du
sol (Belakroum et sardi,1999).

Par ailleurs, la rotation des cultures avec ces plantes permet d'économiser les
engrais azotés, trés colteux en énergie fossile et contribuant a I'effet de serre via
I'émission de grandes quantités d'oxyde nitrique (Fossou, 2011).Le petit pois est
considéré comme unetres bonne téte de rotation et une téte d'assolement, il laisse un
sol enrichi en azote de 30 a 50Kg/ha

(Moule, 1972 et Senaoui, 2001).

e Intérét nutritif
Frais ou secs, les pois ont en commun d'étre des aliments riches en énergie et en
protéines. Les pois secs sont comparables a d'autres Iégumineuses (haricots secs,

lentilles, feves séches, pois chiches), et aux céréales par leur valeur énergétique

(330 kcal/100 g). La partie glucidique des pois est formée essentiellement d'amidon
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(50 %) et de sucres (6 %) saccharose et oligosaccharides (Varela et al., 2004) .1ls
sont aussi riches en protéines (Holwach, 1982). Celles-ci, a teneur élevée en lysine,
sont toutefois deficientes en certains acides aminés essentiels comme la méthionine
et le tryptophane. En les associant avec des aliments a base de céréales tel que le
pain, qui sont au contraire déficients en Ilysine, on obtient une bonne
complémentarité.

Les pois sont une bonne source de minéraux: potassium, phosphore, calcium et fer;
ainsi que de vitamines B, notamment de (folate, vitamine B9). lls se distinguent
également par leur trés faible teneur en matiéres grasses. Les petits pois sont plus
riches en eau (74 %), n‘apportent que 92 kcal/100 g (crus) mais plus énergétiques
que la majorité des légumes verts. lls sont plus riches en sucres solubles que les pois
secs. lls sont aussi intéressants pour leurs apports en lysine et en fibres. Les petits

pois sont aussi une bonne source de vitamine C (Tableau3).

Tableau 3 : Valeur nutritionnelle moyenne pour 100 g de pois (Tacques, 1985)

Glu/Lip/Prot | Vitamines Sels Minéraux Acides Divers
aminésessentiels

Vitamine B1 Calcium 60mg Isoleucine 930mg Eau 129
Glucides 0,7mg Chlore 50mg Leucine 1480mg Fibres 15¢
569 Vitamine B2 Fer 5,5mg Lysine 1620mg Cellulose 5g
Lipides 1,79 0,2mg Potassium 930mg  Methionine 210mg
Protides 23g Vitamine B3 Magnesium Phénilalanine1000mg
3,lmg 130mg Thréonine 860mg

Vitamine C 3mg Sodium 40mg Triptophane 210 mg
Vitamine K 930mg | Phosphor 380mg Valine 1000mg
Soufre 219mg
Zinc 3,5mg

6-Caractéristiques cytogénétiques
6 -1 Génome :
Le génome est défini comme un lot haploide de chromosomes issu d’une espece

diploide élémentaire et désigné par une lettre majuscule (CauderonY, 1989).

6-2 Caryotype :
Le caryotype est une représentation systématisée des chromosomes d’une cellule

mitotique (ou meéiotique), tenant compte du nombre, de la forme, de la taille et de
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tous autres caracteres morphologiques des chromosomes qui peuvent etre
représentatifs des génomes d’un type cellulaire, d’un individu ou d’une espece
(Thugues, 1966). 11 est constitué d’un caryogramme et d’un idiogramme.

Il existe deux types de caryotype : symétrique et asymétrique.

6-3 Critéres d’identification des chromosomes :

6-3-1 Forme des chromosomes

Lorsque la cellule se divise, les fibres du fuseau sont attachées au centromére de
leurs chromosomes et turent les chromatides soeurs aux pdles opposées. Un
chromosome a deux centromeres est appelé dicentrique, le chromosome acentrique
est celui auquel il manque le centromere. Ces deux types de chromosomes sont
instables lors les divisions cellulaires. Seuls les chromosomes qui ont un centromere
unique sont régulierement transmis des parents aux générations (Harl et al, 1995).
La morphologie des chromosomes est marquée par la position de la constriction
primaire ou centromeére. Différentes méthodes ont été employées pour localiser le
centromere, ce qui a €galement entrainé 1’apparition de diverses nomenclatures de
la morphologie chromosomique.

Un colloque sur la nomenclature des chromosomes humains a eu lieu 1960 a
Denver. A cette occasion, deux formules pour localiser le centromeére ont été
adoptées :

- Le rapport des longueurs des bras : r= BL/BC.

- L’indice centromérique : 1=BC/LT*100.

Plus tard, trois auteurs suédois (Levan et Freda,1964) développent et précisent une
terminologie qui différe tres peu de celle de Denver. En plus du rapport BL/BC et
I’indice centrométique, Levan et al (1964) conseillent pour déterminer le type
chromosomique d’indiquer en outre la différence entre les longueurs des bras longs
et des bras courts :

d=BL-BC (Siljakyakovlov. et Cartier. 1986).

Ainsi, on peut distinguer six types morphologiques de chromosomes

-Chromosome métacentrique (m) : le centromeére est position médiane, et la valeur

du rapport BL/BC et comprise entre 1 et 1.7. on parle de metacentriques sensu
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stricto (M) lorsque le rapport est exactement égal a 1 et dont le centromere se trouve
alors au point médain.

-Chromosome submeétacentrique (sm) : le centromére est situé dans la région
submédiane et la valeur du rapport BL/BC vade 1.7 a 3.0.

-Chromosome subtélocentrique (st) : le centromere est situé dans la region
subterminal et le rapport BL/BC varie de 3,0 a 7,0.

-Chromosome acrocentrique (t) : le centromére est dans la région terminal et les
valeurs du rapport BL/BC vont de 7,0 a I’infini. Si le centromeére se trouve au point
terminal strict, on parle de chromosome télocentrique (T) (Khlfallah ,1990).

Pour la distinction entre chromosomes acrocentriques , métacentriques et
submétacentriques on suit le tableau de la nomenclature chromosomique proposée

par Levan et al, (1964).

Tableau 04: Nomenclature chromosomique proposée par Levan A. et al, (1964)

Position du Type chromosomique
X D R I.C
centromere
Position 0.00 1.00 50.00 Métacentriquesensustricto M
Médiane
X 0.00-2.50 1.0-1.70 50.00-37.50 Meétacentriquesensu largo M
Région 2.50-5.00 1.70-3.00  37.50-25.00 Submétacentrique Sm
submédiane
Région 5.00-7.50 3.00-7.00 25.00-12.50 Subtélocentrique St
subterminale
Région 7.50- 10. 7.00-12.50 12.50-0.00 Acrocentrique T
terminale
Point 10.00 00 0.00 Télocentrique T
Terminal .
[00}
(0/0)
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6-3-2 chromosomes surnuméraires ’B’’

6-3-2-1 définition

Les chromosomes B font I’objet de recherches intenses, leur présence et leurs effets
sont largement décrits dans la littérature.

Le nombre de chromosomes B varie d’une cellule a I’autre, d’un individu a ’autre,
d’une population a I’autre et d’un taxon a 1’autre. Cette extréme variabilité a fait
I’objet d’études considérables par plusieurs auteurs.(Hammouda,2013).

En comparaison avec des chromosomes ordinaires (chromosomes “’A’’), les
chromosomes “’B’” sont des petits chromosomes qui prennent I’aspect globulaire
dont la position du centromeére est souvent terminale.

6-3-2-2 Role des chromosomes °’B”’

L’apparition des chromosomes “’B’’ est une forme d’adaptation des espéces dans
des conditions défavorables et difficiles. Selon la région, cette adaptation se traduit
par la présence de ces chromosomes.

Les chromosomes B sont nommé les chromosomes surnuméraires ou mes extra-
chromosomes, typiquement ils ont peu d’effet sur le phénotype d’un individu (Jones
et Hoben, 2008), ils sont présentes dans 15% des especes eucaryotes (Maria Teruel
et al. 2009) et leur nombre varie d’une espéce a l’autre de zero a plusieurs
(Jonathan, 2007).

Des études de biologie moléculaire ont montré que la majorité des chromosomes B
contient ’ADN répétitif, en outre I’ADN ribosomique , ’ADN centromérique et
télomérique, ainsi que les transposant qui sont fréquemment présents chez les
chromosomes surnumeéraires (Camatchou, 2005).

- Les chromosomes B ont particuliérement les caractéristiques suivantes :

-ils sont toujours plus petits que les chromosomes A et généralement, ils
sont hétérochromatiques.

- les chromosomes B ne sont pas indispensables a I’espéce qui les possede.

- ils n’ont pas d’influence sur la viabilité de I’organisme.

- ils varient entre les cellules, tissus, individus et populations.

- ils ne présentent pas d’homologie avec les chromosomes A.
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- ils affectent le comportement mitotique par élimination de distribution
préférentielle (Reiger et al, 1991).

- ils augmentent le taux de crossing-over et les fréquences de
recombinaison.

- ils causent I’augmentation des chromosomes impairs (I’ infertilité).

6-3-2-3 Le Satellite
Le satellite du chromosome est un segment chromosomique séparé de la partie
principale du chromosome par la construction nucléolaire secondaire. L'ensemble

du satellite et de la construction nucléolaire secondaire est appelé la région satellite.
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Chapitre II: Matériel et méthode

1 Matériel
Le matériel d’étude porte sur deux variétés de 1’espéce Pisum sativum (2n=2x=14),

fournie par I’institut technique des grandes cultures (1.T.G.C). Les caractéristiques
de chaque variété et son origine sont décrites dans le tableau suivant :

Tableau 5. : Liste des variétés introduites dans une étude cytogénétique.

Variéeté Source Origine Caractéristiques
Onward CNCC France Pois potager a grain ronds.
Séfrou CCLS Algérie Pois potager a grain ronds.

2 Méthode utilisée :
Nous avons utilisé la technique de coloration classique décrite par Shafique et al,

(1992), elle a pour objectif la réalisation de préparations chromosomiques qui
permettent de dénombrer les chromosomes et d’étudier leur morphologie pour
I’¢établissement de caryotypes. Cette méthode comporte les étapes suivantes :

1/ Germination

Les graines du Pisum sativum L. sont scarifiées et ensemencées, apres leur
désinfection dans 1’cau de javel diluée a 50% pendant 5-7 minutes. Par la suite, les
graines sont imbibées pendant 24h pour les petits pois. Les graines sont mises a
germées dans des boites de pétri, tapissées de papier filtre imbibé d’eau distillé dans
la lumiere et a température ambiante.

2/ Prélevement

Nous avons déterminé la période durant laquelle le coefficient mitotique est le plus
élevé, il est situé entre 3 jours et 7 jours, ou les radicules atteignent une longueur de
0.5alcm.

3/ Prétraitement :

| se fait par trempage des tissus en division dans un agent mitoclassique, cette
opération vise un double objectif :

a- Bloquer les divisions mitotiques au stade métaphase.

b- Contracter les chromosomes.
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Il existe, parallelement a la colchicine et 1’eau glaciale, d’autre agents
mitoclassiques tel que ; o a-bromonaphtaléne, 8-hydroxyquinoleine.

Nous avons effectués un prétraitement a la 8-hydroxyquinoleine. La durée de ce
prétraitement varie d’une espece a une autre et d’une variété a une autre :

-Pisum sativum L. : a une durée de 17h a18h.

4/ Fixation

Le fixateur détruit toute vie cellulaire, ils doivent avoir une action rapide pour
bloquer toute évolution des divisions cellulaires et permettent de conserver
I’intégrité structurale des chromosomes. La fixation s’effectue dans une solution
éthanol acide acétique (3V-1V) pendant 48h au réfrigérateur.

5/ Stockage

Les points racinaires sont conserves au réfrigérateur a éthanol 70%". Certains
fixateurs comme le carnoy peuvent également étre utilisé comme solution de
stockage.

6/ Hydrolyse

Cette étape est nécessaire pour obtenir un bon étalement des cellules et des
chromosomes entre lame et lamelle.

L’agent le plus employé pour la destruction de la paroi pectocellulosique est la
solution enzymatique (2% cellulase et 0.2% pectinase).

Mais lemanque d’enzymesnous a en mener a utilisé 1’acide chlorhydrique ’HCL 1IN
a 60°C. En outre I’acide chlorhydrique libére les groupements aldéhydiques sur les
molécules de sucre de I’ADN par destruction des liaisons entre les bases puriques et
les désoxyriboses.

Elle permet aussi de ramollir les parois rigides « pectocellulosiques » pour faciliter
I’écrasement, mais ce n’est pas le cas des Fabacées.

Cette hydrolyse est faite par différentes durées pour chaque espéce :

-Pisum sativum L : a une durée de 10 minutes.

7/ Coloration :

La coloration est réalisée par le réactif de Shiff pendant 20 minutes a ’obscurité et a

température ambiante, la réaction spécifique entre les groupements aldéhydes
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libérés lors de I’hydrolyse et la fushine basique donne une coloration rouge aux
chromosomes.

8/ Ecrasement :

L’écrasement des demi-pointes se fait entre lame et lamelle dans une goutte de
I’océto orceine, cette étape assure une bonne dispersion des chromosomes.

9/ Observation et photographies :

L’observation et la prise des photos de meilleures plaques métaphasiques
s’effectuent sous 1’objectif 100d’un photomicroscope de type Leica DM 4000.

10/ Analyses statistiques

Les donnéesmorphométriques, concernant les garnitures chromosomiques des

varietéesétudiées, sontcalculéescommesuivant :

e Lecture des valeurs de longueurs des bras longs (BL) et des bras courts (BC) en
mm .

e Calcule des valeurs moyennes de la longueur des bras longs et des bras courts en
mm et des erreurs standards correspondantes..

e Calculs des longueurs totales (LT=BL+BC).

e Le rapport des bras longs sur les bras courts (r = BL/BC).

e Calcul de I’indice d’asymétrie du caryotype (I.a.s =X BLx 100/ X LT).

e Le rapport entre la paire chromosomique la plus longue et celle la plus courte de

la garniture chromosomique.
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Chapitre III: Résultats et discussion

I11-1 Résultats

Nous avons pu identifier les chromosomes mitotiques de deux variétes ( Sefrou et
Onwerd) appartenant 1’espéce Pisum sativum L .

Rappelons que, les variations dans la forme des chromosomes (plaques
métaphasiques) sont di au fait que le degré de spiralisation ou de condensation n’est
pas le méme pour tous les chromosomes métaphasiques.

Les données morphométriques, concernant les garnitures chromosomiques des

deux étudiées, sont effectuées selon les statistiques des chromosomes (voir chap I1).
1-1Description des Caryotypes:

Nous décrivons les caractéres caryomorphologiques des chromosomes, qui

caractérisent le caryotype de chaque variété.
Variété Onwerd

Le caryotype de la variété (onword est caractérisé par la présence de 7 paires
chromosomique. Les calculs de I’indice centromérique (I.C) et le rapport des bras
longs sur les bras courts (r) (Tableau 6) nous ont permis de déterminer les
chromosomes homologues et classer les différents types chromosomiques. Trois
types chromosomiques sont observes (Fig. ure 9). :

e Une paire sub-télocentrique (paire 1)

e Trois paires sont sub-métacentriques (paires 2, 3,4)

e Trois paires sont métacentriques (5, 6, 7).
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Figure 9 : caryotype de ’espéce Pisum sativum .L ( variété Onwerd).

2n=2x= 1st + 3sm + 3m (1sat) =14

a- Plaque métaphasique.
b- Caryogramme.

c- Idiogramme.
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Tableau 6: Données morpho métriques de la variété Onwerd.

Chr | Types LT Braslong | Bras r (L/R)
(mm) court
1 sub télocentrique 14.67 11.25 2.97 3.78
(0.33) (0.25) (0.02) (0.01)
2 su métacentrique 12 12.25 5.25 2.35
(0.01) (0.13) (0.17) (0.5)
3 su métacentrique 16.33 11.67 4.66 2.5
(0.01) (0.05) (0.01) (0.09)
4 su métacentrique | 14.67 10.33 4.34 2.38
(0.25) (0.13) (0.33) (0.05)
5 Meétacentrique 13.67 7.90 5.80 1.36
(0.25) (0.33) (0.15) (0.25)
6 Métacentrique 12.5 5.25 1.38
7.25
(0.05) (0.35) (0.05) (0.33)
* Meétacentrique 10.5 6.25 4.25 1.47
(0.25) (0.03) (0.03) (0.05)

* = présence de satellites
l.a.s=46.17 %

R=1.39 mm

e La longueur totale moyenne (LT) des chromosomes est comprise entre
14.67mmet 10.5 mm

e - lerapport entre la longueur des bras longs et des celles des bras courts(r)
varie entre 1.36 et 3.78

e Le rapport entre la paire chromosomique la plus longue et celle la plus courte
(R) est de. 1.39 mm

o Cette variété se caractérise par la présence de deux satellites localises au
niveau de la paire chromosomiques 07.

e ¢galement, signalons la présence d’un chromosome B.
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Variété Séfrou :
caryotype de la variété Séfrou  est caractérisé par la présence de 7 paires
chromosomique Les calculs de I’indice centromérique (I.C) et le rapport des bras
longs sur les bras courts (r) (Tableau 7) nous ont permis de déterminer les
chromosomes homologues et classer les différents types chromosomiques. Deux
types chromosomiques sont observes (Figure 10).

e trois paires sont sub-métacentriques (paires 2, 3,4)

e (uatre paires sont métacentriques (1,5, 6,7).

Tableau : Données morphométriques de la variété Séfrou

Chr | Types LT (mm) | Bras long Bras court r (L/R)

1 Meétacentrique 19.5 12.5 6.5 1.29
(0.05) (0.32) (0.32) (0.01)

2 su 17.5 12.25 5.25 2.35
métacentrique (0.01) (0.13) (0.17) (0.5)

3 su 16.33 11.67 4.66 2.5
métacentrigue (0.01) (0.05) (0.01) (0.09)

4 su 14.67 10.33 4.34 2.38
métacentrique (0.25) (0.13) (0.33) (0.05)

5 Meétacentrique 13.67 7.90 5.80 1.36
(0.25) (0.33) (0.15) (0.25)

6 Meétacentrique 12.5 7.25 5.25 1.38
(0.05) (0.35) (0.05) (0.33)

7 Meétacentrique 10.5 6.25 4.25 1.47
(0.25) (0.03) (0.03) (0.05)

l.a.s =65.10 %
R=1.85 mm

e La longueur totale moyenne (LT) des chromosomes de cette variété est
comprise entre 19.5 et 10.5.

e Le rapport entre la longueur des bras longs et celles des bras courts (r) varie
entre 2.5 et 1.47.
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e Le rapport entre la paire chromosomique la plus longue et celle la plus courte
(R) entre 1.85 mm

S

11/4m

FigurelO : caryotype de I’espéce Pisum sativumL variété Séfrou
2n = 2x = 3sm+4m = 14
a- plague métaphasique.

b- caryogramme.

c- idiogramme.
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Discussion :

Les méthodes cytogénetiques a travers le dénombrement chromosomique (
réalisé généralement sur le méristeme apical des pointes racinaires) permettent
dans un premier temps de déterminer :

- le niveau de ploidie de I’espéce.

-le type de caryotype a travers 1’analyse chromosomique des variétés de 1’espece.
Plusieurs parameétres interviennent dans la description de la morphologie des
chromosomes :

> La position du centromeére et la taille des chromosomes..

» L’existence ou non de satellites et les constrictions secondaires qui
identifient les chromosomes marqueurs portant les régions organisatrices
nucléolaires (N.O.R).

> La présence ou non des chromosomes surnumeéraires B.

D’autres caracteres sont utilisés pour I’étude des caryotypes : la longueur totale des
chromosomes (LT), la taille relative des chromosomes (LR), I’indice d’asymétrie de
caryotype (l.a.s) et le rapport de la plus longue paire chromosomique et celle de la
plus courte (R).

La Comparaison chromosomique intra spécifique

Les chromosomes 1:

Ces types de chromosomes different ; sub télocentrique pour la variété onward et
métacentrique pour la variété séfrou.

Les chromosomes 2,3,4 :

on remarque le méme type chromosomique pour les deux variétés ( chromosomes

sub métacentriques) (figures 9).

Les chromosomes 5,6,7 : remarque le méme type chromosomique pour les deux
variétés ( chromosomes métacentriques).présence le satellite dans le chromosome 7

de la variété onword .
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Donc, la comparaison des chromosomes du caryotype onward par rapport a ceux du
caryotype séfrou montre 1’absence de type sub-télocentrique chez le caryotype

de la variéte sefrou, qui permet de donner un autre type de caryotype.

Le caryotype de pisum sativum. est polymorphe et possede 7 paires

chromosomiques , mais avec deux formules caryologiques s différentes:

2n=2x= 1st + 3sm + 3m (1sat) =14

2n =2x = 3sm+4m = 14

L’hypothése qu’un caryotype symétrique est considéré comme un caryotype
primitif, en comparaison a un caryotype asymétrique, d’abord formulée par
Levitzky,(1931) repris par Stebbins,(1971) est celle généralement admise dans la
literature concernant 1’évolution de la morphologie des chromosomes chez les
plantes. Bien que I’hypothése inverse ait aussi été invoquée (Jones, 1984).Dans
notre cas, les caryotpes des variétés sont symetrique pour sefrou et asymetrique

pour onward.
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Figure 11 : comparaison des paires chromosomique (en caryogramme et idiogramme ) entre les deux variétés onword (A) et
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les résultats obtenus chez Pisum sativum sont similaires par rapport a ceux des
auteurs (Samatadze et al , 2002 M.m Parca-fontes et al ,2014). D’aprés ces auteurs,
les chromosome, 6 et 7: sont de type métacentriques, alors que Les
chromosomes 2, 3 et 4 : sont des types sub-métacentriques, ce qui est notre cas (
figure 9), sauf pour le chromosome 5; qui est définie comme un chromosome
acrocentrique par le méme auteur en 2014.

Dans notre cas, Les chromosomes 1 : un chromosome subtélocentrique, ce type de
chromosome n’est pas observé par Samatadze et al ,(2002) ni par M.m parca-
fontes et al. (2014).

nous avons pu mettre en évidence une paire de satellites sur le bras court du
chromosome 7 de la variété Onwerd (figure 9) , alors que, Le caryotype étudié par
Samatadze et al, (2002) contient deux chromosomes satellites ; chromosome 4 et 7.
Rappelons que les stellites sont des marqueurs génétiques ( régions organisateurs
nucléolaire) portés par des chromosomes marqueurs.

Egalement, nous signalons la présence d’un chromosome surnuméraire B chez la
méme variété, ce qui absent chez les travaux des auteurs (figure9).. Les
chromosomes B sont observés chez la petit pois (variété Onwerd) . D’apres les
auteurs (Sarvella, 1959 ; Stebinn, 1971 ; Amirouche, 2007 ; Houben et al, 2011 ;
Hammouda et Khalfallah , 2008, 2013 : Hammouda et al., 2017, Hamadi et
Hammouda, 2018), la présence des chromosomes B jouent un réle important dans
I’adaptation du végétal aux conditions défavorables du milieu.

Par ailleurs Ostaschevsky, (1996) montre que, I’addition des chromosomes "B" peut
améliorer les régions organisatrices nucléolaires (N.O.R) du vegétal.

Les méthodes de la cytogénétique classique peuvent étre trés efficaces pour
étudier la variabilité inter-variétale sur le plan chromosomique, le type et le nombre
de chromosomes peut étre un moyen d’identification de la variété, comme appuis on
prend les deux caryotypes utilisés dans notre étude qui présentent des similitudes et
des différences avec d’autres caryotypes de la méme espéce mais de différentes

variétes.
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Conclusion et perspectives

Le travail que nous avons entrepris a permis d’élargir nos connaissances sur les
aspects caryo-morphologiques des deux varetees d’une espéces légumineuses
alimentaires, Pisum sativum L. (onward et Séfrou, 2n=2x=14).

Dans le protocole expérimental, nous avons utilisé le méme traitement, et les
résultats suivants ont été obtenus :

Chez la variété onward : le caryotype est asymétrique avec un indice =46.17 %
1 paire chromosomiques de type sub telocentrique et 3 paires submétacentriques et
3 paire métacentrique.

- La présence de satellites localisés sur le chromosome 7.

- La présence d’un chromosome surnuméraire B .

Chez la variéeté Séfrou : le caryotype est symétrique tant pour la forme que pour la
taille avec un indice = 65.10 % 4 paires submétacentriques.et 3 paire
métacentrique.

-Absence de satellites et.de chromosome B.

Le caryotype de pisum sativum. est polymorphe et posséde 7 paires

chromosomiques , mais avec deux formules caryotypiques différentes.

2n=2x= 1st + 3sm + 3m (1sat) =14
2n = 2x = 3sm+4m = 14

La variété Onwerd serait bien adaptée aux conditions climatiques défavorables en

présence de chromosome B.
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Résumé:

Le travail que nous avons entrepris a permis d’¢largir nos connaissances en
caryomorphologie de I’espéce Pisum sativum.L (Onword , Sefrou ), en appliquant
la technique de coloration classique.

Nous avons pu déterminer et caractériser les caryotypes de chaque variété. Une
paire satellite est mise évidence sur les chromosomes de la variété Onword . De
ce fait, la formule caryotypique de la variété Sefrou est décrite comme suite:
2n=2x=12t+ 2m=14 et celle de la variété Onwerd est= 1st + 3sm + 3m (1sat) =14.
Donc, Le caryotype de pisum sativum. est polymorphe et possede 7 paires
chromosomiques , mais avec deux formules caryotypiques différentes .
Egalement, signalons, la présence des chromosomes B observés particuliérement
chez la variété Onwerd. Cette variété srait bien adaptée aux conditions climatiques
défavorables.
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