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Résumé :
L’¢étude cytogénétique que nous avons réalisé sur les chromosomes de 1’espéce
pisum sativum (variété séfrou , locale), est ceci dans le but d’ élargir nos connaissance
en caryo morphologie sur cette espece par 1’utilisation du technique de coloration

classique.

Nous avons pu identifier et caractérisé le caryotype de la variété. Trois
constrictions secondaires et un satellite sont mises en évidence sur les chromosomes
marqueurs. Rappelons que les satellites sont munis de régions organisatrices
nucléolaires (N.O.R) codant pour les genes ribosomiques. De ce fait sa formule
caryotypique est décrite comme suite 2n=2x=4sm+3 m=14 et ce caryotype est

symetrique.

Mot clé : caryotype, chromosome marqueur, constriction secondaire, Pisum sativum

L., satellite.



Abstract:

The cytogenetic study that we carried out on the chromosomes of the species pisum
sativum (Sfrou variety, local), is in order to expand our knowledge in
karyomorphology on this species by using the classic staining technique.

We were able to identify and characterized the karyotype of the variety. Three
secondary constrictions and a satellite are highlighted on the marker chromosomes.
Remember that the satellites are provided with nucleolar organizing regions (N.O.R)
coding for ribosomal genes. Therefore its karyotypic formula is described as a
sequence 2n = 2x = 4sm + 3 m = 14 and this karyotype is symmetrical.

Keyword: karyotype, marker chromosome, secondary constriction, Pisum sativum L.,
satellite.
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Introduction

Introduction

Les Légumineuses constituent la seconde famille de plante cultivées apres les
céréales en termes de surfaces et de quantité produite. Elles sont les premiéres
plantes consommées et cultivées depuis plusieurs milliers d’années par différents
peuples : haricots en Afrique du nord, soja en Orient, haricots au Mexique, etc....
(Michael C. Latham, 2001). Ces légumineuses tiennent une part trés importante des
travaux accomplis dans divers domaines tel que : 1’agronomie, la cytogénétique,
I’entomologie, la phytopathologie, et la physiologie (Baudoin, 2001). Leur
capacité a fixer I’azote atmosphérique génére un double intérét, économique par une
moindre utilisation d’engrais azotés de synthése, et écologique par une limitation des
fuites azotées.

Les Légumineuses a graines représentent 33% des cultures primaires utilisées en
source de protéine et 35% des huiles végétales (Graham et Vance, 2003). Les
graines des légumineuses contiennent au moins 20 a 40% de protéines et sont riches
en minéraux essentiels pour 1’alimentation humaine et animale.

Le petit pois est 'une des légumineuses qui a toujours occupé une place
importante dans 1’ensemble des 1égumes secs (Chaude et Foury, 1994). En Algérie,
le pois a existé depuis fort longtemps. D’anciens écrits mettent en évidence sa
présence dans notre pays. Il 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 spécifié I’existence de
variétés cultivées.

Le pois Pisum sativum est une plante légumineuse, annuelle cultivée a travers le
monde et utilise en alimentation humaine et animale. La production mondiale en
pois a atteint son optimum en 1990 avec une production qui avoisine 16,5 millions
de tonnes (FAOSTAT, 2004). A partir des années 2000, la production mondiale s’est
stabilisée autour de 10 millions de tonnes.

En Algérie les conditions pédoclimatiques et du sol sont trés favorables a
sa culture, laquelle s’étend sur une superficie de 28 724 ha , avec une
production annuelle de 1029 707 gx, soit un rendement de 35.8 gx/ha (DSASI, 2016).

Les wilayas productrices sont Mascara, Boumerdes, Biskra et Tlemcen.




Introduction

Le présent travail s'inscrit dans un cadre de projet de recherche portant sur une
étude cytogénétique des legumineuses alimentaires (espece Pisum sativum), mené au
laboratoire de Génétique, Biochimie et Biotechnologies végétales. nous nous portons
une attention particuliére a I’étude des chromosomes et leur morphologie observés
chez la variété Séfrou (locale) appartenant a Pisum sativum (2n=2x=14), dévoilés par
la technique de coloration classique afin d’établir Le caryotype par identification
morpho caryologique des chromosomes.

Le travail comporte 3 chapitres :
e Le premier chapitre porte sur une analyse bibliographique de I’espéce d’étude

Pisum sativum que des caractéristiques générales sur la cytogénétique.

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

laboratoire.
e Le dernier chapitre est consacré aux resultats et discussions.

On cl6ture ce travail par une conclusion dont laguelle on récapitule les connaissances

acquises lors de ce travail suivis par des perspec
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1- Les Légumineuses :

Les légumineuses ou Fabaceae sont classées parmi les Angiospermes,
Eudicotylédones. Elles sont les sceurs des Polygalacée e, composant avec les familles
des Quilla ja cea e et Suriana ceae, les Fabales (Judd et al., 2001). Il s’agit de la
troisiéme plus grande famille des Angiospermes en nombre d’espéces (apres les
Orchidacea e et les Asteraceae), avec 727 genres et pres de 20 000 especes (Cronk et
al., 2006).

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 I’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 1égumineuses 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 Huygh, 2015).
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Figure 01 : Quelques graines de légumineuses.

1.1 Fixation de I’azote atmosphérique

Les légumineuses présentent I’énorme avantage par rapport aux autres plantes de
pouvoir s’associer a des bactéries du sol du genre rhizobium. Cette association aboutit
a la formation d’un petit organe particulier au niveau des racines, le nodule, au sein

duquel les bactéries, grace a leur activité nitrogénase, fixent 1’azote atmosphérique et
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transférent celui-ci a la plante sous une forme combinée assimilable. En contrepartie,
la plante fournit les éléments nutritifs assurant le développement de la bactérie
(Giraud, 2007).

Les nodosités ne deviennent efficientes que lorsque I’azote du sol devient
limitant (moins de 50 kg/ha). Dans le cas inverse, les légumineuses absorbent
préférentiellement 1’azote du sol car ce processus est moins coliteux en énergie pour
la plante que la fixation de 1’azote de I’air. L’apport d’azote (minéral ou par les
engrais organique) provoque une diminution du nombre de nodules et donc une baisse
de P’activité symbiotique de fixation d’azote atmosphérique (Arvalis, 2010). Le
nombre de nodosités produit est proportionnel aux besoins en azote de la plante pour
sa croissance. Pour valoriser au mieux leur role, les légumineuses sont donc a
implanter lorsque I’azote est peu disponible. L’azote de I’air fix¢é par les 1égumineuses
est restitué a la culture suivante via la décomposition des résidus de culture (parties
aériennes et souterraines). Les résidus les plus facilement dégradables (feuilles, tiges
peu ligneuses au rapport C/N faible), vont se décomposer et libérer de 1’azote en
quelques semaines, alors que les parties ligneuses (tiges, racines) vont minéraliser
plus lentement (Agri-bio, 2016). Une étude réalisée par N’Dayegamiye et al. (2012)
a évalué la contribution réelle des légumineuses en considérant les rendements du blé
et du mais dans les sous parcelles non fertilisées en azote. Les parcelles avec
Iégumineuses ont permis des augmentations de rendement de 0.6 a 1 t/ha pour le blé
et de 1.3 a 3.2 t/ha pour le mais, en comparaison avec celles sans légumineuses. Ces
résultats démontrent que les légumineuses ont contribué fortement a la nutrition

azotée de la culture suivante.

Si la présence trés importante d’azote dans le milieu réduit le fonctionnement de
la symbiose, il en est de méme pour d’autres facteurs parmi lesquels on peut citer la
salinit¢ du milieu, ’acidité, la pauvreté en phosphore, la sécheresse, les basses
températures, la limitation en nutriments ou le manque d’oxygéne (Waligora et Tetu,

2008).

1.2 Légumineuses et alimentation humaine

Les légumineuses sont mentionnées dans la plupart des recommandations

nutritionnelles pour leurs apports en fibres, protéines (complémentaires de ceux des
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céréales), glucides a faible indice glycémique et micronutriments (minéraux et
vitamines) (Champ et al., 2015).

Les légumineuses contiennent une teneur importante en protéines. Elles en
constituent pour la plupart des populations des pays en développement la principale

source.

Les Iégumineuses sont un excellent complément alimentaire pour les nourrissons
et les jeunes enfants, et les aident a atteindre leurs besoins énergétiques quotidiens.
Leur teneur élevée en nutriments en fait également un aliment idéal pour les
végétariens et les végétaliens, garantissant un apport suffisant en protéines, en

minéraux et en vitamines.
Citons quelques avantages des légumineuses (FAO, 2016) :

» Dotées d’un faible indice glycémique, a faible teneur en graisse et a haute
teneur en fibres, les Iégumineuses sont adaptées aux personnes atteintes de
diabete. Leur teneur élevée en fibres augmente la satiété et aide a stabiliser
la glycémie et le taux d'insuline, ce qui réduit les pointes apres les repas et
améliore la résistance a l'insuline. Cela fait des Iégumineuses un aliment
idéal pour la gestion du poids.

> Les légumineuses peuvent contribuer a réduire les risques de maladies
coronariennes. Elles sont riches en fibres solubles, connues pour leurs
effets positifs sur le taux du LDL-cholestérol, un facteur de risque reconnu
de la maladie coronarienne.

» Les légumineuses sont de bonnes sources de vitamines, telle que la
folacine, qui aide a réduire le risque d'anomalies du tube neural (ATN),
comme le spina-bifida chez les nouveau-nés.

» Leur haute teneur en fer fait des légumineuses un aliment excellent pour
prévenir I'anémie ferriprive chez les femmes et les enfants, notamment si
elles sont accompagnées d’aliments riches en vitamine C qui améliore
I’absorption du fer.

> Elles sont sans gluten, ce qui en fait un aliment bénéfique pour les

personnes allergiques au gluten ou souffrant de la maladie coeliaque.
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> Les légumineuses sont riches en composés bioactifs tels que les composés
phytochimiques et les antioxydants qui pourraient contenir des propriétés

anti-cancer.

1.3 Légumineuses et alimentation animale

Les légumineuses fourragéres sont caractérisées par leur richesse en protéines au
niveau de leurs feuilles (fourrage consommé en vert ou séche) et dans leurs graines
(consommées comme complément alimentaire) (Pointereau, 2001). Aussi, elles
présentent une digestibilité élevée et une bonne teneur en calcium (supérieure a celles
des graminées). Par rapport aux graminées, la valeur alimentaire des légumineuses
comme le tréfle diminue moins rapidement avec 1’age des plantes, ce qui permet une
souplesse d’exploitation et [’obtention dun fourrage de qualité plus stable
(Decruyenaere et al., 2016).

Les protéines qui sont constituées par environ 3/4 de globulines et 1/4 d'albumines

sont considéréees comme de valeur alimentaire intéressante. Riches en lysine, mais
hélas carencées en méthionine, cystéine et tryptophane. La complémentation par les
céréales et l'apport de méthionine de synthese sont souvent les sources de
rééquilibrage du régime alimentaire, pour corriger ces carences (Duc, 1996)
Hormis la luzerne et le sainfoin qui peuvent se cultiver en pure, les autres
légumineuses sont trés souvent associées a une ou des graminées ainsi qu’a d’autres
légumineuses. La grande majorité des légumineuses sont bien adaptées a une
exploitation en fauche (Knoden, 2016).

A titre d’exemple, les fourrages a base de graminées-légumineuses (mélange
graminees-légumineuses ou prairies naturelles qui contiennent généralement 20% de
Iégumineuses), exploités au stade optimum, permettent, dans [I'élevage laitier,
d'assurer (tant au niveau des protéines que des calories) ce qu'il faut a une vache pour
produire 20 litres de lait par jour.

On notera, au passage, que les fourrages paturés sont beaucoup plus riches que les
fourrages stockés sous forme de foin ou d'ensilage, traduisant une perte a la récolte.
La durée de paturage est donc un bon critére de gestion des ressources fourrageres
(Pointereau, 2001)
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2- présentation de I’espece d’étude :
2.1 Description de la plante:

Le petit pois (Pisum .sativum) est une plante grimpante herbacée annuelle,
autogame (Free, 1993; Pouvreau ,2004) . Son génome comprend sept paires
de chromosomes (2n=14).

La morphologie générale du pois est décrite dans la figure 2. La croissance de
la tige est plus ou moins indéterminée (Coussin, 1996).

Sur le plan botanique, il est décrit comme une plante annuelle, autogame,
herbacée. La plante est dotée d’un systeme radiculaire a pivot, relativement peu
développé et a racines secondaires, tertiaires et méme quaternaires pouvant
atteindre une profondeur d'un meétre dans des conditions de sol favorables, mais
cependant tres ramifié, surtout dans la couche superficielle du sol , On peut
noter la présence de nodosités qui vont permettre a la plante de fixer 1’azote
atmosphérique . Ses feuilles sont alternes et se composées d’une a quatre paires
de folioles sessiles, opposées et terminées par une vrille simple ou ramifiée. Les
fleurs sont blanches, longues de 3 a 4 cm (Aubineau et al. 2002). Ces dernieres
donnent des gousses allongées et renflées, remplies de graines rondes (Couplan,
2011) (Figure 4).

La formule du diagramme floral du petit pois est la suivante : 5S + 5P +
(9+1)E+1C.

Floramon, noustson
Fécondaton ato-gene
Floranon imadtemrminde
Deux & wois Neurs par
dtage sur 4 & 7 otages

Freommeor ¢1age flora &
Nnauvteur vanable survant
vardté, denstd of date e
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Fré-fountes (dcailtes) 4
"amsetle dosquotes
partent les rarmificatons
Lo nombe Oe

rarrefic athiors dépersd de s
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& Gate A& sarres
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Figure 02 : Schéma général d’une plante de pois (Boyeldieu, 1991).
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Figure. 03 : Systéeme racinaire (Bissuel, 2012).
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Figure 04 :La fleur de pois (Koirala, 2018).

2-2 Origine et historique :

L’origine et les ancétres de Pisum sativum sont mal connus. La région
méditerranéenne, 1’Asie centrale et occidentale et ’Ethiopie ont été envisagées
comme centres d’origine. La FAO a désigné 1’Ethiopie et 1’Asie occidentale comme
centres de diversité, avec des centres secondaires dans le sud de I’Asie et

la région méditerranéenne (Cousin et Bannerot, 1992 ; Brink et Belay , 2006).

Le petit pois est une plante trés anciennement cultivée dans I'’Ancien monde,
puisque sa culture a vraisemblablement commencée il y a environ 8 000 ans
dans la région du Croissant fertile, dans le méme processus que certaines céréales

(blé, orge) et d'autre légumineuses (vesce, lentille). Ils ont été découverts dans
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des sites archéologiques du Néolithique de la Gréce a I'lrak entre 7 500 et 5 000 ans
avant Jésus-Christ, des restes provenant soit de plantes de cueillette, soit de
plantes domestiquées. Par la suite, sa culture s'est diffusée vers l'ouest (Europe)
et vers l'est (Inde). On en trouve trace notamment dans le site archéologique de
Troie, en Europe centrale (vers -4 000 ans), en Europe occidentale et en Inde (vers -
2 000 ans) (Cousin et Bannerot, 1992). Des restes de pois ont été retrouveés
notamment dans des habitats lacustres du début de I'dge du bronze en Suisse et en
France (lac du Bourget) (Pitrat et Foury, 2003).

3-Classification :
3-1-Classification botanique :

Le pois, petit pois ou encore pois rond est une plante annuelle de la famille des
Iégumineuses (fabacees), largement cultivée pour ses graines. La classification
botanique de cette plante est résumée de la fagon suivante : Classification APG I

(2009)

Regne: Plantae

Clade: Angiospermes
Clade: Dicotylédones vraies
Clade: Noyaues Dicotylédones vraies
Clade: Rosidéees

Clade: Fabidées

Ordre: Fabales

Famille: Fabaceae

Espéces: Pisum sativum. L
Genre: Pisum

L'espéce Pisum sativum L. rassemble plusieurs sous-especes, classées comme suite :

» Pisum sativum elatius (pois sauvage) : C’est la forme la plus
ancienne de pois, caractérisé par une longue tige (> 1.5m) (Zlatkovic
et Mikic, 2010). Elle a eté considérée pendant longtemps comme une

espece a part entiére, mais a éte finalement acceptée comme une sous-

10

—
| —



Chapitre | Données bibliographique

espéce de Pisum sativum. La forme sauvage du pois a été prospectée
en Algérie par Vavilov(1949) (Maxted et Ambrose, 2001).

- " \ .-'7 ¢
y A » \
) PN
A\ -

Figure 05: petit pois sauvage

» Pisum sativum arvense Poir (pois des champs, ou pois fourrager) :
Chez ce type de pois, les tiges présentent de nombreuses
ramifications. Les fleurs sont en genéral colorées en violet rose, et les
gousses sont petites. Le pois fourrager produit une quantité élevée en
matiére verte a I’hectare, il est cultivé seul ou en association avec une
céréale pour une production importante de fourrage vert destiné a

I'alimentation animale apres ensilage (Cousin, 1996).

Figure 06: pois fourrager
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» Pisum sativum hortense Asch et Graebn (pois des jardins, pois
potager ou petit pois) : Le pois potager présente des feuilles plus
larges que le pois fourrager, ses gousses sont relativement longues et
les grains assez gros. Le pois mangetout est voisin du pois potager
mais présente des gousses sans parchemin (caractere déterminé par
deux génes récessifs) et qu’on peut consommer en intégralité. Les

gousses sont cueillies lorsqu'elles ont atteint une dimension maximale

et que le grain commence a grossir (Cousin, 1996).

Figure 07 : pois des jardins.
3-2 Classification génétique :

L'espéce 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 especes), Pisum L. (pois, 3 espéces), et Vicia L.
(vesces ; environ 140 especes) et le genre monotypique Vavilovia (Smykal et
al., 2011).

Tribu CGenre Espéce

Lens L. wslimaaris (lentil) ’
\‘wcns—{\ [ r 1 ot (laba baan )
Fassarm 4% sativam (garden pea)

Meolidotus AL wfficimelis (savat clover)
Trifolic Inifolium T pratense (rod chover) } LAGETIRRmA S SAupLEas

(G alegoldes)

Modicageo | M Sertiver (alfalta)
AL trvencatiela

T A —— T € wriesinnm (Chackpea)

“ Laostus L. Joaprnmicaen J

Fhasealus  7* wudgewiy (commmon baan )
_E Vigne V. resliceta (mang bean )y 1
§ > I éguminenses trophonle
roobeac Gilyvine €. s (woytean) o

(Phascololdes)

Cajanus € cupam I prgeonpes )

Papilionoideae

Figure 08 : Dendrogramme représentant les relations phylogénétiques des

Iégumineuses Papilionoideae (Zhu et al., 2005).
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3-3 Ressources phylogenétique :

base pour la sélection des variétés locales« land races » Les agriculteurs ont
pratiqué la sélection de variétés adaptées a une grande diversité d’environnements
depuis I’aube de I’agriculture, voici plus de 10 000 ans (Plucknett et al., 1990). Cette
sélection s’est faite a partir d’une variabilité génétique déja existante, constituant un
“réservoir de génes” au sein duquel 1’espéce peut s’approvisionner pour s’adapter a
des conditions écologiques nouvelles. Cette diversité est générée par des mécanismes
évolutifs extrémement efficaces (Kremer, 2000). La sélection humaine a abouti a
I’obtention de variétés souvent qualifiées de locales , traditionnelles ou « de pays »
(land races) (Marchenay et Lagarde, 1987). Fruit des efforts de tous les paysans qui
les conservaient, les variétés locales ont un intérét particulier du fait qu’elles sont
adaptées aux conditions du milieu. En effet, elles représentent une précieuse source de
résistance aux ravageurs, aux maladies et aux contraintes abiotiques (Jilal, 2011 in
Rahal-Bouziane, 2016), et eclles s’adaptent bien aux conditions pauvres en intrants
comme les engrais et les pesticides (FAO, 2007). En outre, Les études ont clairement
démontré 1I’'importance de ces variétés dans la lutte contre la sécheresse et 1’assurance
de la sécurité alimentaire des populations (FAO, 2004). 1l est également nécessaire de
rappeler que la diversité génétique des cultures apporte de la stabilité aux systémes de
productions agricoles a une échelle locale, nationale et globale. Ainsi, Les pertes dues
a un probleme d’une espece ou d’une variété particuliere sont compensées par les
rendements des autres ce qui permet d’atténuer La variabilit¢ des rendements. Les
risques liés a une trop grande uniformisation des especes et des variétés cultivées

(vulnérabilité génétique) peuvent avoir des conséquences trés graves (FAO, 2007).

La sélection traditionnelle effectuée par des paysans a été progressivement
remplacée par une sélection scientifique. A cet effet, des variétés récentes de pois ont
été mises au point avec un bon niveau de résistance au froid et présentant une
originalité quant a certaines caractéristiques (la couleur par exemple) selon leur
débouché et la préférence du consommateur (Tognite, 2013). ). D’autres critéres de
sélection ont intéressé les chercheurs a savoir : la précocité, le rendement et les
exigences des conserveurs. En ce qui concerne le pois protéagineux, les principaux

objectifs de sélection sont : le rendement élevé en grain sec, la teneur élevée en

13

—
| —



Chapitre | Données bibliographique

protéines, la qualité et 1’absence de facteurs antinutritionnels (Cadot et Leclerc,
2010).

La sélection scientifique est exercée par des spécialistes regroupées dans un petit
nombre d’entreprises ouvertes sur le marché mondial et donc soumises aux
contraintes de 1’économie internationale agricole. Cette économie est basée sur un
petit nombre de variétés homogénes qui se substituent aux précédentes ; les
agriculteurs dont chacun possédait des semences différentes ne font plus leurs
sélections, la diversité sur le terrain diminue, on assiste alors a une érosion génétique
(Marchenay et Lagarde, 1987).

4- types de petit pois :

Variétés de petit pois Les espéces de petit pois sont divisées en trois groupes

principaux:

> Petit pois lisse : il est plus résistant au froid (Messiaen, 2010), 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).

» Petit 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
du petit pois lisse (20 a 35 %) et, sa nature différente. Ce qui lui donne
une texture moins farineuse et un godt plus sucré. La plus forte
proportion d’amylose du pois ridé accroit par ailleurs la 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 la récolte
(Loridon et al, 2005).

» Le pois Mange-tout : des pois que I’on récolte plus jeune et que 1’on
mange avec la cosse (Messiaen, 2010).

Ces trois variétes peuvent aussi étre des variétés « naines » ou « a rames » :
e Pois naines : les plantes ne dépassent pas 50 cm de hauteur.
e Pois a rames : les plantes peuvent atteindre 2 m 50 et nécessitent plus d’espace

(Messiaen, 2010).
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Figure 09 : Pois a soupe Saint Hubert (lisses)

Figure 10 : Pois a écosser Kelvedon (ridés) (B) (Boidron,
2017).

5- Importance économique et intéréts agronomiques:

5-1 Importance mondial :

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 (Tableaul).

15
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Tableau 1: Production du petit pois dans le monde (FAO, 2016).

Chine
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 10.4 280.0
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

5-2 Importance National:

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 consacres a cette culture. Durant cette derniere 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, soit un rendement de 35.8 gx/ha (Madr, 2016). Les
principales wilayas productrices du petit pois sont Mascara, Boumerdes, Biskra et
Tlemcen.

5-3-Intérét agronomique :

Du point de vue agronomique, le pois comme les autres Iégumineuses, a la
capacité¢ de fixer 1’azote atmosphérique grace a la symbiose qui s’opere dans les
nodosités entre la plante et les Rhizobium, (Aubrineau et al., 2002) .Sa capacité de
fixer I’azote atmosphérique par les azotobacters au niveau du Systéme racinaire,
permet de réduire les apports azotés, et donc limiter la pollution des nappes
phréatiques par les engrais azotés (Androsoff et al., 1995).

Le pois est considéré comme trés bonne téte de rotation, il laisse un sol enrichi en
azote de 30 a 50 Kg /ha (Boyeldiou, 1991).
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5-4 Intérét nutritionnel :

Dans I’alimentation humaine, le pois peut étre consommé a 1’état frais ou encore

sous forme de grains secs récoltés a maturité compléte

La richesse du petit pois en protéines permet de remplacer certaine protéine

animale dans 1’alimentation, les teneurs en protéines des graines varient de 17,25 a

32,2 génotypes et les conditions de production (Mossé et al., 1987).

La composition de la graine du pois (tableau) en a fait une légumineuse trés

intéressante pour 1’alimentation humaine et animale.

Tableau 2:Valeur nutritionnelle moyenne pour 100 g de pois (Tacques, 1985).

Glucides 56g Vitamine B1
. 0,7mg
Lipides 1,79

Vitamine B2
Protides 23g  9:2Md

Vitamine B3
3,1mg
Vitamine C
3mg

Vitamine K

930mg

Calcium 60mg

Chlore

Fer

50mg
5,5mg

Potassium

930mg

Magnesium

130mg Sodium

40mg
Phosphor

380mg Soufre

219mg
3,5mg

—

Zinc

17

Isoleucine 930mg
Leucine 1480mg
Lysine 1620mg
Methionine 210mg
Phénilalanine1000mg
Thréonine 860mg
Triptophane 210 mg
Valine 1000mg

Eau 129 Fibres
15g Cellulose

59
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6- Caracteristiques de Cytogénétique :

La cytogénétique est 1’une de nombreuses disciplines sur lesquelles s’appuie
I’amélioration des plantes.

Elle participe & : La connaissance du nombre de chromosomes matériel végétal
utilisé, 1’établissement des cartes génétiques, L’exploitation de la variabilité
intraspécifique, interspécifique ou induite et ’amélioration des plantes (Jahier et al.
1992).

6-1 Génome :

Le génome est défini comme un lot haploide de chromosomes issu d’une espéce

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

6-2 Caryotype :

L’étude de parameétres caryologiques et de 1’organisation des chromosomes, peut

fournir des indications évolutives. La technique classique de Feulgen permet de
construire un caryotype pour chaque especes .L’étude des caryotypes se fait
généralement en métaphase mitotique ou les chromosomes sont bien individualisés et
présentent la meilleure morphologie. Différents parameétres interviennent dans la
description de la morphologie des chromosomes :la taille ,la position du centromere,
la présence de satellites et les constrictions secondaire. D’autres caractéres sont
¢galement utilisés pour 1’étude des caryotypes ;la longueur totale des chromosomes,
la longue relative des chromosomes 1’asymétrie du caryotype mesurée par 1’indice
d’asymétrie (I1As %) le rapport de la plus longue paire de chromosomes sur la paire
de chromosomes la plus courte.
Différentes méthode sont été employées pour localiser le centromére ce qui a
engendré ’apparition de diverses nomenclatures de morphologie chromosomique
cependant la nomenclature du caryotypes la plus sensuel est celle de Levan(1964 )
(tableau 3).

Le caryotype est représenté par une plaque métaphasique, un caryogramme et un
idiogramme. .Le caryotype qui consiste, a partir d’une photographie d’une cellule en
métaphase a juxtaposer les chromosomes homologues par ordre décroissant de
longueur. L’idiogramme est la représentation idéale des chromosomes selon un

diagramme établi a partir des mesures statistiques d’au moins 3 plaque
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métaphasique.il est le plus souvent haploide .dans le cas ou il existe une homéologie
(non homologie) entre les chromosomes d’une paire, il est souhaitable de présenter un
idiogramme diploide.

Tableau 3: nomenclature chromosomique proposée par Levan et al 1964.

Position du D : Type chromosomique
centromere

Position 0.00 . 50.00 Métacentriquesensustric M

médiane to

X 0.00-2.50 1.0-1.70 50.00-37.50 Meétacentriquesensu m
largo

Région 2.50-5.00 1.70-3.00 37.50-25.00 Submétacentrique sm

submediane

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

D : distance
R : Le rapport des bras longs sur les bras courts (r = BL/BC).
I.C : I’indice d’asymétrie du caryotype (I.a.s =X BLx 100/ X LT).

6-3 Chromosome métaphasique :

Le caryotype ainsi que | ’idiogramme s'établissent a partir de
chromosomes métaphasiques (Figure .11), qui comportent une zone de
constriction primaire dénommée centromére qui est un point de liaison
des deux chromatides sceurs, qui contient le kinétochore , centre
d'organisation des microtubules, responsable de la fixation des
chromosomes au fuseau mitotique lors de la mitose. La position du centromeére
permet de distinguer un bras court (BC).
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chromalides Soauwrs —.

elomore

bras
du chromosome
conNnsinchon .

primaire — inotochore

microtubules
Kinatochonans

CONSINCHON
secondaire

telomeéere

s '
chromosome mdétaphasique

Figure 11 : Chromosome métaphasique (Callen, 2005).

Il existe quatre types de chromosomes :

v" Chromosomes métacentriques : le centromere est en position centrale
(position médiane) ce qui lui donne des bras de longueurs a peu pres
égales.

v' Chromosomes sub-métacentriques: le centromere est presque en
position centrale ; les chromatides de ce chromosome présentent des

bras de longueur inégale (un petit bras « p» et un long bras « g ».

v" Chromosomes acrocentriques: le centromére est plus proche de I’'une

des deux extrémités (les télomeéres), le bras court est trés bref.

v' Chromosome télocentrique: présente un centromere trés proche de

ses telomeéres (figure 12).
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(a) Télocentrique (b) Acrocentrique (c) Métacentrique

=
/S N/

Figure 12 : Représentation schématique de quelques type de
chromosomes (Griffiths et al. 2002)

6-4 Zones vitales des chromosomes

6-4 -1 Construction primaire (centromeére) :

Constriction primaire appelé aussi centromere ou région kinétochorienne , sont
les sites ou se fixe le fuseau durant la division cellulaire, La constriction
centromérique est un repere qui permet de séparer le chromosome en deux régions

principales : un bras court (BC) et un bras long (BL).
6-4 -2 Construction secondaire

Les constrictions secondaires sont des rétrécissements autres que celui du
centromeére. Elles affectent les deux chromatides a la méme position. Quand ils sont
en position presque terminale. Elles sont utiles pour I’identification des chromosomes

particuliers (marqueurs) dans une garniture (2n).
6-4 -3 Satellites

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.
L'existence de 1’ADN satellifére est considérée comme marqueur génétique qui peut
jouer un réle dans I'appariement chromosomique au cours de la méiose et protéger les
génes terminaux contre les processus de gains et de pertes chromosomiques
(Handerson et Kipling ,1995).
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Jones (2004) a défini I'ADN satellifere comme étant un ADN répétitif accumulé par
la transposition et la rétrotranspostion de certains éléments ou par les erreurs

parvenues au moment de la réplication.
6-4 —4 Régions organisateurs nucléolaires (N.O.R)

Ce sont des régions chromosomiques associées au nucléole. Chaque organisateur
nucléolaire correspond a un groupe de genes d’ARNr répétés en tandem sur un

chromosome.

Les Régions organisatrices nucléolaires ont été décrites pour la premiére fois par
Heitz (1931) et Mc Clintock (1934) comme étant des regions de chromatine tres
faiblement marquées, et autour des quels se forment les noyaux en fin de télophase
aprés qu’ils aient disparues durant la phase mitotique de la cellule (Derenzini. 2000).
Sur les chromosomes métaphasiques des eucaryotes, ces régions apparaissent sous
forme de constrictions secondaires associées aux satellites et leurs nombre varie d’un

organisme a un autre (Hayes).

En cytogénétique classique, les Régions Organisatrices Nucléolaires sont mises en
évidence par la coloration au Giemsa (N-banding) ou avec la coloration aux Nitrates
d’argent (AgNORs) (Jiménez et al., 1988). La précipitation d’argent sur le site
Nucleolar Organizer Regions (NORs) est liée a ’activité transcriptionelle (Hubel,

1985).
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1. Matériel et méthode :

Notre étude porte sur un matériel végétal comporte une variété appartenant a
I’espece Pisum sativum (2n=2x=14), Cette variété est locale (figure 13), fournies par
I’institut technique de grandes cultures (1.T.G.C) (tableau 4) :

Tableau. 04 : Liste des variétés introduites dans une étude cytogénétique.

Variété Garniture Source Origine Caractéristiques

Chromosomique

Séfrou 2n=2X =14 ITCMI Algérie Pois potager a

grain ronds.

Figure 13 : les graines de variété Séfrou.
2-Méthode utilisé :

Nous avons appliqué la méthode Shafique et al. (1992), et ceci dans le but de
dénombrer les chromosomes, étudier leur morphologie pour I’établissement des
caryotypes ou pour la mise en évidence de modifications chromosomique surgis
I’ors des manips. Elles mettent en jeu l'application d'agents chimiques pour le

prétraitement, la fixation et la coloration des cellules en divisions.

La technique comporte les étapes suivantes :
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2-1 Germination :

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

Figure 14 : la germination des graines de Séfrou

2-2 Prélevement :

Nous avons déterminé la période durant laquelle le coefficient mitotique été le
plus élevé, il est situé entre 24h et 48h pour notre matériel ou les radicules atteignent
une longueur de 0.5a 1 cm.

2-3 Prétraitement :

Il se fait par trempage des tissus en division dans un agent mitoclassique qui a
pour effets principaux :
a) Bloquer les divisions mitotiques au stade métaphase.
b) Contracter les chromosomes.
L’agent mitoclassique utilisé dans notre travail est : la 8-hydroxyquinoleine. La durée
de ce prétraitement est 17h a 18h.
2-4  Fixation :

La fixation s’effectue dans une solution éthanol acide acétique (3V-1V) pendant
48 h au réfrigérateur. Ce fixateur permet de détruire toute vie cellulaire, en

préservant le noyau et son contenu.
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2-5 Stockage :

Notre matériel est conservé au réfrigérateur dans [I’éthanol 70%
.Certains fixateurs comme le carnoy peut également étre utilisé comme solution de
stockage.

2-6  L'hydrolyse :

Cette étape est généralement nécessaire pour obtenir ultérieurement un bon
étalement des cellules et des chromosomes entre lame et lamelle. L'agent le plus
fréquemment employé pour le ramollissement des tissus est l'acide chlorhydrique
I’HCL IN a 60°C. L'hydrolyse dissout les sels pectiques de la lamelle moyenne et
permet I'éclaircissage du cytoplasme ,elle permet aussi de ramollir les parois
rigides « pectocellulosiques » pour faciliter I’écrasement, mais ce n’est pas le cas
des Fabaceées. 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 le désoxyribose.

La durée de cette étape est de 15min. a 60°C.
2-7 Lacoloration :

Le réactif de Schiff préparé a partir de la fuchsine basique est le colorant le
plus utilisé. Il se fixe sur les groupements aldéhydiques libérés lors de I'hydrolyse

pour donner une coloration rouge aux chromosomes.

2-8 Ecrasement :

La majorité des techniques présentées concernent les mitoses dans les
méristemes racinaires. Dans ce cas, la zone méristématique hydrolysée et colorée
est isolée, déposée sur une lame dans une goutte de carmin acétigue  ou
d’acéto-orceine et écrasée entre lame et lamelle pour assurer la dissociation des
cellules. Cette dissociation est plus difficile si les tissus ont été préalablement
stockés dans l'alcool pendant une longue durée et si la quantité de tissu depose est
importante. Il faut éviter un écrasement trop violent car il y a risque d'éclatement

des cellules.
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2-9  Observation et photographies :

L’observation et la prise des photos de meilleures plaques métaphasiques
s’effectuent sous I’objectif 63 d’un photo microscope de type LEICA DM 4000
(figure 15).

Figure 15 : microscope de type LEICA DM 4000

1.10 Analyses statistiques :

Les données morpho métriques, concernant les garnitures chromosomiques

des génotypes étudiées, sont calculées comme suivant :

v' Lecture des valeurs de longueurs des bras longs (BL) et des bras courts (BC)
en mm puis faire la conversion en pm.

v' Calcule des valeurs moyennes de la longueur des bras longs et des bras courts
en mm et des erreurs standards correspondantes puis faire la conversion en
pm.

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

v Calculs des longueurs totales relatives (LR=LT de chaque chromosome
x100/ Z LT de toutes les chromosomes).

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

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

<

v’ Le rapport entre la paire chromosomique la plus longue et celle la plus courte
de la garniture Chromosomique.
v Les moyennes et les écarts types sont traités par I’Excel 2014, avec un nombre de

répétitions (plagues métaphasiques pour chaque génotype) est de 3.
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Chapitre 111 Résultats et discussion

111-1 Résultats :

Rappelons que, nous avons appliqué la méthode de (Shafique et al. 1992) pour

I’espéce Pisum sativum L.

Description du Caryotype :

L’¢établissement des caryotypes de chaque génotype se base sur différents
parametres:
La taille, la position du centromeére, la présence des satellites ou des constructions
secondaires.
Pour établir le caryotype d'autres caracteres sont également utilisés: la longueur totale
(LT), la taille relative des chromosomes (TR), le rapport du bras long sur le bras court
et I'asymétrie du caryotype.
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 5).
nous ont permis de déterminer les chromosomes homologues et classer les différents
types chromosomiques. Deux types chromosomiques sont observés (Figurel6).
Les chromosomes (4.5.6) sont des chromosomes métacentriques, c’est le méme
résultat obtenu par Samatadze et al en 2002 et trouvés par M.m parga-fontes et al
(2014).
Les chromosomes (1.2.3.7).: qui sont des chromosomes submétacentriques (figure
16).
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Fig.16 : caryotype de I'espéce Pisun sativam L ( variété Séfrou).

n=2x=dsm (cs+ 1 sat) +3Im =14,
a- Plaque métaphasique.
b- Caryogramme.

c- ldiogramme.

Figure 16 : caryotype de I’espece Pisum Sativum L ( variété séfrou )
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Tableau 05 : Données morpho métriques de la variété Séfrou

LT (um) Braslong Bras r (L/R) Types
(um) court Chromosomiques
(um)
1** 53 3.5 1.8 1.94 Sm
(cs)
2** 516 2.82 2.35 1.97 Sm
(cs)
3** 4.8 3.12 1.68 2.26 S-m
(cs)
4 4.35 2.75 1.6 1.67 M
5 3.96 2.42 1.54 1.57 M
6* 3.8 2.1 1.7 1.24 M
7 3.7 2.4 1.3 1.85 Sm

*présence de satellite

** Présence des constrictions secondaires sur le bras long.

1LA.S:63.6%.

La longueur totale moyenne (LT) des chromosomes de cette variété est comprise
entre 5.3 et 3.7 (tableau 5).

Le rapport entre la longueur des bras longs et celles des bras courts (r) varie entre
2.26 et 1.24 (tableau 5).

Le rapport entre la paire chromosomique la plus longue et celle la plus courte (R)

entre 1.6 um (tableau 5).
Cette variété se caractérise par la présence d’un satellite localisé sur la paire
chromosomique 6 (tableau 5).
également, signalons la présence de trois constructions secondaires localisé au
niveau de chromosomes 1. 2 .3 (bras longs).
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Discussion

Trois critéres permettent de distinguer les chromosomes métaphasiques :
- La longueur totale de chaque chromosome(LT),
- La position de la constriction primaire (centromérique),
- L’existence et la localisation de constructions secondaires qui portent les
organisateurs nucléolaires (N.O.R).

Leur position fréquemment distale sur un bras chromosomique munis de satellites.
Egalement, d’autres caractéres sont utilisés:
- la longueur relative des chromosomes (LR), le rapport du bras long sur le bras court
et I'asymétrie du caryotype.

L’analyse caryologique par la coloration classique nous a permis d’établir le

caryotype de I’espéce Pisum sativum (var. Séfrou) a partir de plusieurs plaques

métaphasiques ou les chromosomes sont bien étalés.

Nos résultats en comparaison a ceux des auteurs (Samatadze et al, 2002 M.m
Parca-fontes et al ,2014) sont différents du point de vu types chromosomiques.
D’apres ces auteurs, les chromosomes, 6 et 7 sont métacentriques, et Les
chromosomes 2, 3 et 4: sont des types sub-métacentriques, par contre le
chromosome 5 est définie comme un chromosome acrocentrique. Alors dans notre
cas, seuls les deux types chromosomiques (métacentriques et sub-métacentriques) qui
ont été observés (figure 17) dans la garniture chromosomique (2n=2x=14).

D’aprés les mémes auteurs (Samatadze et al, 2002 M.m Parca-fontes et al

,2014), Les chromosomes 1 et 2 et 3 contiennent des constrictions secondaires et

le chromosome 6 possédent un satellites.

ro
»J
4=
v )
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Figure 17 : représentation. de caryogramme et d’idiogramme de I’espece  pisum
sativum: les chromosomes marqueurs portant les constrictions secondaires sont 1,

2 et 3, localisees sur les bras longs.

Dans notre cas, trois constructions secondaires sont marquées sur les
chromosomes 1, 2 et 3 (bras longs) et un satellite sur le chromosome 6 (bras cours).
Les constructions secondaires associées a régions organisatrices nucléolaires
(N.O.R), apparaissent clairement et sont spécifiques aux chromosomes marqueurs
du génome. Rappelons que les satellites sont des marqueurs génétiques (régions
organisateurs nucléolaire) portés par des chromosomes marqueurs.

McClintock (1934), étudiant le mais, proposa que la chromatine au niveau de la
constriction secondaire fat I'élément génétique qui organisait le nucléole, maintenant
appelé la région organisatrice nucléolaire ou NOR. Il a été constaté que 1’observation
des constructions secondaires et des satellites peut étre occultée par un fort degré de ¢
ondensation (KHALFALLAH N., 1990).

Les constrictions secondaires sont les sites d'origine des nucléoles (NORs,
régions organisatrices nucléolaires) abritant jusqu'a des milliers de réseaux disposés
en tandem de génes d’ARN ribosomique (ARNTr) 35S (18S-5.8S-25/28S) (Volkov et
al. 2004) .

Les NOR actifs peuvent étre détectés soit par la présence de constrictions
secondaires et/ou de satellites, soit par N-banding, qui détecte les protéines associées

aux régions NOR actives (Schubert et al. 1979).

Les génes d'ARNr se trouvent dans tous les organismes vivants (genes
domestiques) et codent pour un sous-ensemble d’ARNr permettant de construire les

grandes et petites unités ribosomales (Schwarzacher et Wachtler 1986).

Un caryotype symétrique présente des chromosomes de taille voisine ayant
des centromeres médians ou sub-médians (chromosomes de type méta ou sub-
métacentrique), ce qui lui donne un aspect homogéne (STEBBINS, 1971). Dans notre
étude, tous les chromosomes de |espéce étudiée sont métacentriques et sub-

métacentriques. L’indice d’asymétrie est de : 63,6 %.
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Conclusion

Conclusion
Les résultats présentés dans cette étude apportent de nouvelles
connaissances sur les aspects caryologique de quatre génotypes appartenant a
I’espéce Pisum Sativum L .L’étude cytogénétique que nous avons réealisée,
est ceci dans le but d’élargir nos connaissances en caryo morphologie sur cette
espece par 'utilisation de la technique de coloration classique
Dans le protocole nous avons confirme a partir cette étude que :

Le nombre de base chez le Pisum sativum est toujours le méme n=x=7.

Le caryotype de cette variété est symétrique : trois paires métacentriques
et quatre paire submétacenrique sont détectés.

La présence des satellites qui situé sur le chromosome 5.et les
constrictions secondaire sur le chromosome 1.2 et 3 sur le bras long,
L’absence des chromosomes B.

En perspectives, nous souhaiterons d’envisager d’autres techniques
modernes et moléculaires tel que :

e Le N-banding pour la localisation de régions organisatrices nucléaires
associées aux satellites et constrictions secondaires

e Le C-banding pour la détermination du taux d’hétérochromatine des
génomes des especes étudiés.

e La FISH pour la localisation des génes ribosomique et la recherche des

aberrations chromosomiques chez les géniteurs et sa génération.

—
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Mots clés : caryotype, chromosome marqueur, constriction secondaire, Pisum sativum L.,
satellite.
Laboratoire de recherche : génétique, biochimie biotechnologie végitale
Jury d’évaluation :

Présidente : Mme MOUAGAL Rym Tinhinan (MCA- I.N.A.T.A Constantine).
Encadrant : Mme HAMMOUDA-BOUSBIA Dounia (MCA-UFM Constantine).
Examinatrice : KECHID Maya (MCB- I.N.A.T.A Constantine).

Date de soutenance : 08 /07/2021



	soutenance 2021
	02 - Page de fin 2021 (2)

