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Résumé

Les études cytogénétiques sont une étape tres importante dans la compréhension et
I'avancement du développement des plantes. L’objectif de ce travail était une contribution a la
caractérisation cytogénétique de trois espéces du genre Ononis L. afin de détecter les
similitudes et les différences entre les espéces et de ce fait contribuer a la résolution des
problémes taxonomiques rencontrés dans le Genre surtout que ces taxa ont un intérét

économique certain.

A cause des difficultés rencontrées sur le plan pratique (la paroi cellulaire dense,
chromosomes de petite taille), nous avons réalis¢é uniqguement un dénombrement

chromosomique en utilisant la technique de Feulgen ou coloration au réactif de Schiff

L’analyse de la mitose portait sur les méristemes racinaires appartenant aux graines germées des
trois espéces, a montré dans la plupart des cas une séparation insuffisante des chromosomes a la
métaphase, mais nous avons pu déterminer le nombre chromosomique de chaque espéce étudiée.
L’espéce O. natrix L. et O. viscosa L montrent le méme nombre 2n = 32 chromosomes, soit X =
16. L’espéce O. variegata L. présente un nombre chromosomique différent 2n = 26

chromosomes.

Mots clés : Ononis natrix L., Ononis viscosa L., Ononis variegata L., caryotype, chromosomes



Abstract :

Cytogenetic studies are a very important step in understanding and advancing plant
development. The objective of this work was to contribute to the cytogenetic characterization of
three species of the genus Ononis L. in order to detect similarities and differences between
species and thus contribute to the resolution of taxonomic problems encountered in the genus
especially since these taxa have a definite economic interest.

Because of the practical difficulties encountered (dense cell wall, small chromosomes), we
performed only a chromosomal count using the Feulgen technique or Schiff reagent staining
The analysis of mitosis focused on root meristem cells belonging to the germinated seeds of the
three species, showed in most cases an insufficient separation of chromosomes at metaphase, but
we were able to determine the chromosomal number of each species studied. Species O. natrix L.
and O. viscosa L show the same number 2n = 32 chromosomes, or X = 16. O. variegata L. has a
different chromosome number 2n = 26 chromosomes.

Keywords: Ononis natrix L., Ononis viscosa L., Ononis variegata L., Karyotype, chromosomes.
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Introduction

L'Algérie est un vaste pays qui occupe une position géographique trés importante au sud du
bassin méditerranéen. La flore constitue un mélange tres riche en végétation et compte prés de
4000 especes végétales (Issolah, 2019). Aussi, I’ Algérie est riche en ressources phytogénétiques
a intérét fourrager et pastoral, particulierement en légumineuses. Ces derniéres occupent une

importante place dans la flore algérienne (Talamucci et Chaulet, 1989).

Avec environ 16000 espéces, les fabacées se classent troisieme dans le monde végétal, et
divisée en 3 sous familles : Mimosoideae, Caesalpinoideae, et Faboideae (Papilionoideae). On y
trouve des plantes herbacees, grimpantes, et des vrais arbres. Elles peuvent étre annuelles,
vivaces, a feuilles caduques ou persistantes (APG, 2016). Elle a également une fonction de
stabilisation de I’azote de ’air dans les nodosités des racines en symbiose avec des micro-

organismes nommes azotobacters (Judd et al. 2002).

Cette famille cultivée pour sa richesse en protéine (33%), la consommation humaine (haricot,
pois, feve, ...) ou I’alimentation du bétail (soja, luzerne, ...). D’autres espéces sont cultivées
comme espéces ornementales, papetieres ou encore comme source de produits chimiques
(teintures) et pharmaceutiques. En Algérie, les légumineuses sont tres peu utilisées comme
source d’alimentation pour 1’élevage et elles n’ont pas bénéficié de programme d’amélioration

des plantes (Mebarkia, 2011).

Le genre Ononis, qui fait partie de la famille des Fabacées, est un ensemble de plus de 75
especes, répandues dans la région méditerranéenne, aux Tles Canaries, en Europe et en Asie
centrale en Afrique du Nord (Besbas, 2020).

Les especes d'Ononis, parmi lesquelles figurent d'importants représentants du paturage
méditerranéen, sont dans leur majorité peu variables, mais quelques unes sont tellement
polymorphes (0. natrix, 0. repens,0. reclinata, etc.), que leur formes et variétés constituent un
défi pour les systématiciens a tel point que les chercheurs n’ont pas encore trouvé des criteres

suffisamment précis pour définir ces catégories infra spécifiques (Safiudo et al. 1979).

Dans la littérature, il existe quelques investigations anatomiques et morphologiques sur
certaines especes d'Ononis. Les études sur les chromosomes sont utiles pour déterminer leurs
différentes caractéristiques cytogénétiques, contribuant ainsi a I'évaluation d'une relation

taxonomique (identification, classification) entre les especes
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L’objectif de ce travail était une caractérisation cytogénétique de trois espéces du genre Ononis
L. par I’établissement du caryotype pour contribuer a la résolution des problémes taxonomiques
rencontrés dans le Genre surtout que ces taxa ont un intérét economique certain. A cause des
difficultés rencontrées sur le plan pratique, nous avons réalisé uniquement un dénombrement

chromosomique en utilisant la technique de Feulgen ou coloration au reactif de Schiff.
Ce travail est divisé en trois chapitres :

- Le chapitrel : comprend une introduction générale sur le genre Ononis, examine les aspects

botaniques des trois espéces, et rappelle brievement quelques notions de cytogénétique.
- Le chapitre 2 : décrit le matériel végétal et la méthode utilisée.
- Le chapitre 3 : résume les résultats expérimentaux obtenus et leurs interprétations.

Enfin, nous tirons une conclusion sur les connaissances acquises dans ce travail et les

perspectives et possibilités de faire des recherches sur le genre étudié.



Chapitre I :
Synthese bibliographique



1. La famille fabacée

Avec environ 770 genres et 19 500 espéces, la famille des Fabacée (Légumineuse) qui se situe
chez les Angiospermes (plant a fleurs), est la troisieme plus grande famille aprés celles des
Astéracees et Orchidacees (Nadon et Jackson, 2020) et le deuxiéme sur le plan économique apres
les Poacées (Azani et al. 2017). Elle est divisée en trois sous-familles (Caesalpinioideae,

Mimosoideae et Papilionoideae) (Lewis, 2013).

Cette famille est distribuée a travers le monde et se localise principalement dans les zones
tropicales et tempérées. Cette famille est composée de variétés horticoles et beaucoup d’espéces
sont récoltées pour la consommation humaine en raison de leur huile et leurs fibres. Elles sont
aussi utilisées comme combustible pour leur bois et remédes en médecine traditionnelle
(Wojciechowski et al. 2004), et représentée par des plantes herbacées, annuelles ou vivaces,
lianes ou plantes volubiles, arbustes et méme arbres (Besbas, 2020). La majorité de leurs especes
vivent en symbiose avec une bactérie de genre Rhizobium qui se trouve au niveau du nodule

racinaire et capable de fixer I'azote atmosphérique (Wojciechowski, 2004).

Figure 1. Répartition géographique des fabacées (Heywood, 1996).



2. Le genre Ononis L.

2.1.Historique

La Bugrane (Ononis) est une plante dont le nom dérive du mot grec ovog (onos) qui veut dire
I'dne, probablement en métaphore de celui qui travaille, qui fait un effort, alors que c'est celle du
beeuf qui est utilisée dans 1'appellation bugrane, dont I'étymologie est lat .vulgaire. Boveretina

composeé du lat. bos (boeuf) et retinter « arréter » (Prodel, 2022).

2.2.Classification de genre Ononis L.

Ononis L. est un genre qui appartient a la tribu des trifolieae qui constitue une des 31 tribus
relevant de la sous-famille des papilionoideae et compte environ 75 especes, se répand en
Europe, dans les iles de I’ Atlantique, en Asie de ’Ouest et en Afrique du Nord et dans la région

méditerranéenne (Willis, 1973).
En Algeérie, on rencontre principalement les especes suivantes (Quezel et Santa, 1963) :

O. cenisia L., O. fruticosa L, O. spinosa L., O. hispida Desf., O. aragonensis Asso., O.
minutissima L., O. pusilla L, O. serotina Pomel., O. natrix L., O. ornithopodioides L., O. biflora
Desf. O. sicula Guss. O. antennata Pomel., O. pubescens L. O. viscosa L., O. incisa Coss., O.
laxiflora Desf., O. reclinata L., O. pendula Desf., O. euphrasiaefolia Desf., O. variegata L., O.

alopecuroides L., O. alba Poiret., O. crinita Pomel., O. avellana Pomel., O. rosea Dur.

Figure 2. Carte de répartition géographique de genre Ononis. (POWO, 2023).



Classification APGIII (2009) :

Régne Plantae
Clade Angiospermes
Clade Eudicots
Clade Eudicots superieurs
Clade Rosidéees
Clade Fabidées
Ordre Fabales
Famille Fabaceae
Genre Ononis L.,

2.3.Morphologie du genre Ononis L.

Plantes vivaces ou ligneuses, annuelles comportant calice a tube glanduleux en dedans et a 5
divisions profondes et subégales. Folioles denticulées et des fleurs roses, blanches ou purpurines.
Etamines monadelphes, a antheres toutes semblables ou 5 grandes et 5 petites. Ovaire poilu,
Style subulé, genouillé et ascendant. Gousse sessile ou subsessile, déhiscente, saillante ou
incluse, de forme variable mais genéralement renflée. Feuilles trifoliolées en géneral (parfois

unifoliolées ou multi-foliolées) (Quezel et Santa, 1962).

En 2019, Fayed et ses collaborateurs trouvent des similarités morphologiques entre quelque
especes du genre Ononis, telle que :

- Les fleurs sont disposées sur des inflorescences en racéme ou en épi, les pédoncules floraux ne
s’allongent pas pour former de 1’arista, le calice est plus mince que la corolle, graines de couleur
foncée et tuberculées pour O. diffusa, O. mitissima, O. Serrata.

Les especes O. vaginalis, O. sicula, O. natrix, O. viscosa caractérisés par feuilles trifoliées
comme type dominant de feuilles, stipulant sa grande, verte et glandulaire, des fleurs jaunes,
glabre standard avec dépouillées par des veines rougeatres ; pédicelles floraux sont longs ;
pédoncules allongées pour produire I’arista, les plantes sont couvertes de triches heétéros

inddment se compose de trichomes glandulaires et non glandulaires.



2.4.Usage traditionnel et propriétes biologiques

En médecine traditionnelle, les especes du genre Ononis L. montre qu’elles ont des propriétés
thérapeutiques intéressantes pour guérir diverses maladies telles que le traitement de l'ictére, les
troubles des voies urinaires, I'herpés et les maladies de la peau (Bellakhdar, 1997 ; Nawasrehet
al., 2004; Talib et Mahasneh, 2010). Dans ce qui suit, nous allons citer quelques exemples
d’especes de grande importance pharmacologique :

- les racines d’Ononis spinosa L., d’Ononis arvensis L., d’Ononis hircina Jacg. et d’Ononis
antiqguorum L. sont connues pour étre utilisées contre les irritations de la peau, les

démangeaisons, les blessures et les dermatites en Asie centrale et en Russie.

- Ononis spinosa utilisée comme reméde populaire contre les maladies des voies urinaires et les
calculs renaux en raison de son effet anti-inflammatoire et diurétique, ainsi que contre 1’eczéma
(Oz et al., 2017).

- Ononis natrix : les racines et les fleurs sous forme d'infusion, sont utilisées pour le traitement

de certains troubles de I'appareil urinaire (Bellakhdar, 1997).

- Ononis sicula : les parties aériennes de cette espece sont utilisées contre les cancers de la peau
(Talib et Mahasneh, 2010).

Les travaux pharmacologiques realises sur le genre Ononis L. montrent qu’un certain nombre
d’espéces possedent des activités biologiques : antimicrobienne, antioxydant (Mhamdi et al.
2015), antiinflammatoire et effet de cicatrisation (Suntar et al. 2011), cytotoxique (Ghribi et al.
2016), analgésique (Mamedov et al. 2005), antiprolifératrice, antifongiques (Talib et Mahasneh,
2010), et antibiofilme (Stojkovicet et al. 2020). Outre la propriété apéritives, anesthésiques, anti-
infectieuses, anti-inflammatoires, hépato-protecteur, neuroprotectrices, anticancéreux, et

antimicrobienne... etc. (Reggadi, 2021).

2.5. Travaux antérieurs réalisés sur le genre Ononis L.

Les études phytochimiques réalisées sur le genre Ononis ont mis en évidence la présence de
sucre, du tannin, de la saponine, des lectines, des dérivés flavonoides (tels que trifolirhizin,
ononin, formononetin, génistéin, génistin, biochanine, daidzin, glycitin, glycitéin, sissotrin) (Oz
et al. 2017), isoflavones et les acides phénoliques ont été décrits dans Ononis spinosa L.

(Gampe, 2016), et les constituants phénoliques dans la racine d’Ononis vaginalis Vahl. (Abdel-
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Kader, 2001) plus de 20 aglycones flavonoides dans Ononis fruticosa L., Ononis natrix L.,
Ononis tridentate L. (Wollenweber, 2003). Des glycosides d’isoflavone comme 1’ononine et le
7-O-B-Dglucopyranoside de la formononésine, avec des propriétés phytoestrogénes, ont été

identifiés dans la racine d’Ononis angustissima L. (Ghribi, 1995).

3. L’espéce Ononis natrix L.

3.1.Description botanique

L’espéce Ononis natrix L. est une plante herbacée, vivace entre 10-60 & 100 cm (Fayed, 2019),
d’une odeur désagréable (Couplan, 2012) qui possede une tige ramifiée, Iégérement ligneuse a la
base (Debbi et Guerrouche, 2019). Feuilles de la tige trifoliolées, pétiolées, les florales simples, a
folioles obovales ou oblongues, opaques, denticulées, la terminale pétiolulée. Stipules ovales-
lancéolées, plus courtes que le pétiole. Fleurs jaunes striées de pourpre, grandes, dressées-
étalées, en grappes denses et feuillées. Pédoncules articulés, aristés, égalant ou dépassant les
feuilles. Calice a lobes trois a quatre fois plus longs que le tube. Corolle une fois plus longue
que le calice. Gousse de 15 a 20 mm sur 3 a 4, saillante, pendante, linéaire-comprimée, velue.
(Henaoui, 2015). Une racine pivotante et un nombre tres limité des racines secondaires
dépourvues de chevelus (ElI Mrabet et al. 2017), a une relation symbiotique avec certaines
bactéries du sol, ces bactéries forment des nodules sur les racines et fixent 1’azote atmosphérique

(Allen, 1981).

Figure 3. L'espéce Ononis natrix L. (Benhizia, 2022).



3.2.Exigence édapho-climatiques

L’espéce Ononis natrix L. Cette espece existe dans les régions méditerranéennes (Rocha, 2018)
de climat aride ou semi-aride et au sol de structure sablonneuse faible en éléments nutritif, pH
proche de la neutralité. Aussi, cultivé sur un sol calcaire ou sur un sol non calcaire a condition de
supprimer la lutte avec les autres plantes car elle est une plante calcicole (Schimper et Fisher,
1903 ; Hatimi et Tahrouch, 2007).

3.3. Intérét économique
3.3.1. Pharmacologique moderne

De nombreuses recherches sur I’activité biologique d’ononis natrix ont été effectuées :

- les constituants antibactériens et les activités cytotoxiques d’Ononis natrix ont eté evalués. Les
extraits ont inhibé la croissance du Bacillus subtilis et du B. brevis a Gram positif (CMI 12,5 a
50 pg .ml-1) et étaient cytotoxiques pour la lignée cellulaire du cancer du sein MDA MB-231
(CI50 29 a 41 pml-1) ( Al-Zereini, 2017).

- ’extrait foliaire a montré une activité antioxydante totale élevée et une activité a large spectre
significative contre tous les micro-organismes testés avec des tailles de zone d’inhibition
bactérienne allant de 8,5 a 17 mm de diametre (Mhamdi et al. 2015).

- I’activité antibactérienne de ’huile essenticlle d’ononis natrix a été évaluée contre plusieurs
souches et s’est révélée importante contre Staphylococcus aureus (ATCC 25923) et Escherichia
coli (ATCC 25922) (Elamrani et Benaissa, 2010).

3.3.2. Médicine traditionnel

- Les ceufs cuits en décoction avec des plantes fraiches sont utilisés chaque matin avant le petit
déjeuner pour traiter la jaunisse (un ceuf par jour).

- Le décocté des feuilles est employé comme antidiabétique (poignée/verre, 250g9/1L).

- Le décocté des feuilles fraiches est utilis¢ comme antidiabétique (2509/2L) (Ghourri et al.
2012).



4. L’espéce Ononis viscosa L.

4.1.Description botanique

Plante annuelle de 15-40 cm, dressée, hérissée de longs poils blancs étalés mélés aux poils
glanduleux ; les feuilles pétiolées, les inférieures et les supérieures simples, les moyennes
trifoliolées, a folioles ovales ou oblongues, dentées, la terminale pétiolulée, stipules lancéolées,
dépassant le pétiole. Les fleurs jaunes, assez petites, axillaires, en longues grappes laches et
feuillées , pédoncules filiformes, articulés, plus longs que la feuille, a aréte 1-2 fois plus longue
que le pédicelle , et un calice a lobes linéaires, trinervés, 3-4 fois plus longs que le tube . La
corolle dépassant un peu le calice. La gousse de 12-15 mm, saillante, pendante, oblongue-
cylindrique, velue. Sa saison de floraison est entre mars-juin. Elle se trouve dans le sable cotier

et désert pierreux (Fayed et al. 2019).

4.2.Répartition géographique

Ononis viscosa L. est une espéce méditerranéenne située au nord de I’Europe centrale (Chypre,
Baléares, Grece ; Sicile, Italie, Albanie, Espagne, France et Portugal) et vers le sud vers 1’ Asie
occidentale (Turquie, Iran, Irak, Liban, Jordanie et Syrie) et les cotes nord-africaines en Libye,

Maroc, Algérie et Tunisie (Greuter et Raus, 1989).

4.3.Utilisation médical

Les extraits d'ononis viscosa montrent :

- une activité antimicrobienne contre Enterococcus faecalis, Staphylococcus epidermidis et les
activités des deux especes de Staphylococcus aureus.

- I'extrait d'éther de pétrole de la plante a montré des activités anticholinestérase et anti-uréase
plus fortes par rapport aux autres extraits.

-I'extrait au méthanol d'O. viscosa est efficace sur la souche Candida albicans et a une capacité
de piégeage des radicaux DPPH et de réduction ferrique/antioxydante plus forte que l'autre
extrait (Sena Mus, 2022).

L’espéce Ononis viscosa L. possede une activité anti bactérienne contre les bactéries Gram (+)
(Diaz, 1989).

5. L’espéce Ononis variegata L.
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5.1. Description botanique

Ononis variegata L. est une plante herbacée annuelle de 10 a 30 cm de haut. Les tiges
ascendantes, ligneuses pendant la floraison, glandulaires densément collantes et souvent
couvertes de grains de sable. Feuilles alternes ; stipules lancéolées, de 5-6 mm de long et
denviron 3 mm de large, dentées ; le limbe est réduit a une seule foliole ovale d'environ 2-17
mm de long et 2-7 mm de large, souvent pliée le long de la nervure médiane, grossiérement
dentée a la marge. Fleurs forment une grappe, poussant a l'aisselle d'une feuille de support ; les
pedicelles mesurent 1-3 mm de long ; calice de 5-6 mm de long, segmenté presque jusqu'a la
base ; la corolle est jaune, de 6-10 mm de long. Fruits une gousse ovoide a fusiforme de 0,8-1,1

cm de long. Graines réniformes (Grulich, 2019).

Figure 4. L'espece Ononis viscosa L. (Powo, 2023).

5.2. Répartition géographique

Cette espece existe dans les Littorales méditerranéens et sable maritime, s’étendant de la Cote
d’Afrique du Nord (Libye, Algérie, Maroc et Tunisie) vers le sud de I’Europe (Corse, Créte,
Chypre, Gréce, Sicile, Italie, Espagne, Albanie, Malte, Portugal et Sardaigne) et le nord-ouest de
I’Asie en Turquie, Palestine, Jordanie, Liban et Syrie (Fayed et al. 2019). Aussi, elle peut étre vu
dans les pinédes (Flora-On, 2023).

6. Caractere cytologique de genre Ononis L.

Les données cytogenétiques sont rares. Le nombre de base du genre Ononis L. est x =15
chromosomes. Certains chercheurs considérent que la présence de chromosomes a fortes

constrictions explique les erreurs de comptage; tous les comptages a 2n = 32-64 devraient alors
11



étre corrigés en 2n = 30-60 chromosomes. Cependant, les genres voisins étant basés sur x = 8, on
peut penser que les bugranes ont un nombre aneuploide dérivé du nombre paléotétraploide 2n =
32. Rien n’empéche donc qu’une variabilité existe chez certaines espéces qu’il faut vérifier chez

Ononis natrix L.et Ononis spinosa L. (Sanudo et al. 1979).

L’espéce O. natrix est en général diploide (2n = 30). Comme pour O. spinosa, certains auteurs
signalent des populations a 2n = 32(-64), apparemment sans lien avec la variabilité
infraspécifique. Cependant, pour cette espece, les comptages a 2n = 32 chromosomes dominent!
Seul Baltisberger et Widmer (2006) en commentant une sous-espéce non francilienne, attribue ce
nombre & la mauvaise interprétation de deux chromosomes a fortes constrictions ; les méthodes
de préparation des coupes pourraient également provoquer leur disjonction ? Le nombre originel
2n=32 ne peut cependant étre exclu : a vérifier avec beaucoup de précautions ! Les comptages
tétraploides méritent une confirmation. Ononis pusilla en général diploide (2n=30). De rares

comptages tétraploides qui sont considérés pour 1’instant comme accidentels !

Ononis spinosa présente des cytotypes 2x’- (3x’)-4x” (2n=30 ou 60). La répartition des
cytotypes correspond a la séparation des deux sous-espéces : le type est diploide (2n=30), et la
subsp. maritima tétraploide (2n=60). Cet état de fait s’observe au Royaume-Uni et en Suéde. La
situation semble plus confuse en Europe centrale ou d’autres sous-espéces continentales sont
signalées. De méme, les auteurs espagnols indiquent une situation pratiguement inversée : la
variabilité infraspécifigue mérite donc de nouvelles recherches, avec une redéfinition des
différents taxons (Kloda et al. 2008 ; Morisset, 1978).

7. Notion caryotypique

La cytogénétique est un outil important pour évaluer la biodiversité. La cytogénétique peut
fournir des informations précieuses sur le nombre de chromosomes, le caryotype, le niveau de
ploidie ou la taille du génome. Chester et al. (2010) disent dans un avenir proche, il y’aura des

méthodes cytogénétiques pour I’amélioration végétale et la recherche sur la biodiversité.

La cytogénétique est une discipline d’investigation. Elle a contribué a la compréhension des
mécanismes héréditaires de la nouvelle classification du monde végétal (taxonomie et
phylogénie). L hybridation fluorescente in situ (FISH) et I’hybridation génomique in situ (GISH)

sont des techniques de 1’aspect moléculaires des chromosomes.
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Elle participe a connaitre le matériel végétal (nombre de chromosomes, niveau de ploidie),
établissement de cartes genétiques par production et étude de I’ancuploide, exploitation
interspécifique, intra spécifique ou de variabilité induite et aussi, peut étre utilisée pour la
création variétale en participant a 1’explication et la résolution des problémes ponctuels qui font

face aux sélecteurs (instabilité, stérilité) (Jahier et al. 1992).

Chaque organisme a une forme et un nombre de chromosomes différents, et donc un caryotype
différent (Devadas et al. 2010). Le caryotype est la disposition chromosomique compléte d’un
individu ou d’une espeéce montrant le nombre, la taille, la forme et les caractéristiques
morphologiques des chromosomes et peut étre défini comme le phénotype d’un chromosome,
qui comprend les caractéristiques structurelles du chromosome, y compris le nombre, la forme,
I’emplacement des centromeres, la distribution de 1’euchromatine et de I’hétérochromatine, et la

taille des satellites (Dwiyani et al. 2015).

Bien qu’elle ait été découverte il y a plus d’un siécle, ’assemblage et le maintien des
chromosomes demeurent un mystere (Almagro, 2003). Au début des années 1900, la théorie de
I’hérédité de Morgan a proposé que les geénes faisaient partiec des chromosomes, un concept
auquel Sotton et Bover ont fait écho (Griffith et al. 2013). Ces corps ressemblant a des vers avec
des marques distinctes résident dans le noyau et sont composés d’environ un tiers d’ADN, un
tiers de protéines histone, et un tiers de protéines non histone. Au cours de chaque division
cellulaire, une forme de chromatine caractéristique en forme de baton se manifeste : le

centromere. Il devient visible dans la métaphase et est composé de deux chromatides étroitement

Centromere

Télomeére Histones

Cellule
Cytoplasme

Double hélice \
N
N
= l\
/ | )

Geéne

liées. Selon des sources comme (Griffith et al. 2002; Almagro, 2003)

Figure 5. Schéma d'un chromosome métaphasique (World Health Organization, 2013).
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La chromatine dépend du matériau qui forme les chromosomes, ainsi que de I’ADN et des
protéomes. Selon la coloration chimique, il peut étre divisé en deux régions (ADN condensé), a
savoir I’hétérochromatine. Cependant, la région de faible chromatine (ADN détendu) est

euchromatine, qui contient la plupart des génes actifs (codant I’ADN) (Vincent et al. 2007).

La forme des chromosomes, qui est déterminée par la position du centromére, peut étre classée

en quatre types :

- chromosome métacentrique : leur centromeére positionné au centre, ce qui donne des bras de

longueurs a peu pres égales,

- chromosome submétacentrique : le centromere positionné presque centralement, et leurs

chromatides se composent de bras inégaux, avec un bras 'p' plus court et un bras 'q’ plus long,

- chromosome acrocentrique : le centromére est plus proche de ’'une des deux extrémités (les

télomeres) le bras court est tres bref,

- chromosome télocentrique : Il est défini comme un chromosome avec un centromére qui est a
proximité de ses télomeres. Si le centromere est perdu en raison d’une anomalie, le chromosome
est appelé acentrique. Il y a d’autres anomalies qui peuvent se produire, résultant en un
chromosome avec deux centromeéres, qui est appelé un chromosome dicentrique. Ce type de
chromosome est connu pour étre instable et peut se briser pendant la méiose (Lemonde et
Clement, 1983) (Figure 6).

Satellite

Constriction

secondaire
Cantromére

Métacentrique  Submétacentrique Acrocentrique Telocentrique

Figure 6. Schématique des différrent types de chromosome
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7.1.Le caryotype

Un caryotype n'est rien de plus qu'une photo prise lorsque les chromosomes sont visibles
(Caquet, 2010). Le premier niveau dans l'étude de la structure physique du génome est
I'observation microscopique. Elle se deroule a differents stades du cycle cellulaire, au cours
desquels les chromosomes sont bien individualisés et adoptent une morphologie optimale
(plaque métaphasique du noyau en mitose) ou décondensée (phases pachyténe et dipténe de la
premiére méiose). On peut alors compter les chromosomes et observer leur morphologie
(Morot-Gaudry et Briat, 2004).

La description de la morphologie des chromosomes fait intervenir différents paramétres tels
que : la taille des centromeres, la position, la présence de satellites et le rétrécissement
mineure. D'autres traits sont également utilisés dans les études de caryotype ; longueur du bras
long (BL), longueur du bras court (BC), longueur totale des chromosomes LT=BL+BC,
longueur totale relative des chromosomes LTR= (LT/X LT) X1000, asymétrie du caryotype
telle que mesurée par I'indice d'asymétrie, rapport de la paire de chromosomes la plus longue a
la paire de chromosomes la plus courte r=BL /BC, indice centromérique pour chaque paire
chromosomique I1c% = (BC / LT) X100 (Tableau 1).

Par conséquent, le caryotype se compose de deux parties :

- diagramme du caryotype : représentation systématique des chromosomes,

- idiogramme : diagramme schématique des chromosomes.
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Tableau 1. Nomenclature chromosomique (Levan et al. 1964).

Position du Type

ntromeri r ' i
centromére d ¢ chromosomique

Position 00.0 0-1.0 50.5 M
Médiane

Région 00.0-02.0 1.0-1.7 50.5-37.5 m
Médiane

Région 02.5-05.0 1.7-3.0 375-250 sm
submédiane

Région 05.0-07.0 3.0-7.0 25.0-125 st
subterminale

Région 07.5-10.0 7.0 — Pinfini 125-00.0 t
Terminale

Position 10.0 Pinfini 00.0 t
terminale

M : métacentrique senso largo, m : métacentrique, sm : Submétacentrique, st : subtélocentrique t :
acrocentrique, T : télocentrique, r : bras long / bras cour, d : bras long — bras court, Ic : indice
centromérique
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Chapitre 11 :
Matériels et Méthode
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1- Matériel

Le matériel d’étude provient de trois (3) especes sauvages poussant dans des conditions

naturelles et appartenant au genre Ononis: Ononis viscosa L., Ononis natrix L. et Ononis

variegata L. La récolte des graines a éte réalisée en 2022 par Dr. Baziz et Pr. Benhizia, pendant

I’été (les mois de juin et juillet). L’identification des espéces a été faite sur la base de la flore

d’Algérie de Quezel et Santa (1962) (Tableau 2).

Le travail est réalisé dans le laboratoire de Génétique Biochimie et Biotechnologies Végétales a

I’université Frére Mentouri- Constantine 1 pendant environ trois (3) mois.

Tableau 2. Origine géographique et étage bioclimatique des espéces étudiées

L’espéece Localisation Etage bioclimatique | Date de récolte
Ononis natrix L. Guelma Subhumide 2022
Ononis viscosa L. Constantine Semi-aride 2022
Ononis variegata L. Boumerdes Subhumide 2022

2- Méthode

2-1- Germination des graines

Pour I’étude des chromosomes mitotiques, nous avons travaillé sur des meristémes racinaires
des graines sont scarifiées pour lever la dormance tégumentaire. Aprés scarification, les graines
sont mises & germer dans des boites de Pétri tapissées de papier filtre imbibée d’eau distillé a la

lumiére et a température ambiante pendant plusieurs jours allant de 04 a 06 jours (O.natrix et

O.viscosa), 07 a 09 jours (O. variegata).
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Figure 7. Germination des graines (a) Ononis variegata L (b). Ononis natrix L

2-2- Préléevement

Pour ces échantillons de méristémes racinaires, nous avons tenté de déterminer le moment de

la journée ou le coefficient mitotique était le plus important. Pour nos trois especes, c'était

entre 8h 30min et 9h du matin.

2-3- Prétraitement

Apreés avoir atteint une longueur de 0.9 a 1,3 cm, les méristémes racinaires sont prétraités dans
une solution de la 8-hydroxyquinoléine & 0.002 M pendant une période de 3 h pour O. natrix L.,
O. viscosa L. et 3h 30min pour Ononis variegata L. Cet agent a pour effet de bloquer les

divisions mitotiques au stade métaphasique.

2-4- Fixation

Le fixateur permet de :
- détruire toute vie cellulaire, en préservant le noyau et son contenu,
- bloquer les divisions cellulaires en conservant 1’intégrité structurale des chromosomes.

Les méristemes racinaires sont fixés dans une solution d’alcool acétique (3V : 1V) pendant

48h au réfrigérateur a 4° C.

2-5-Stockage et Conservation
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Les méristémes racinaires peuvent étre conservés dans 1’éthanol a 70% au réfrigérateur a 4 °C

pendant plusieurs mois jusqu’a la réalisation des écrasements.
2-6- Hydrolyse

Pour ramollir les méristémes, facilitant leur coloration et leur fragmentation, I'hydrolyse est
réalisée en solution HCI (1N) a 60°C pendant 12 a 14 minutes selon I’espéce, ce qui libere les

groupements aldéhydes de la molécule d'ADN (détachant ainsi les bases puriques).

2-7- Digestion enzymatique

Pour assurer un bon étalement des cellules et obtenir les chromosomes dans le méme plant, une
maceration enzymatique est réalisée dans une goutte de I’enzyme R (péctinocellulase) a 37° C

pendant 15 a 20 min.

2-8- Coloration

Aprés la digestion, les méristemes racinaires sont colorés a 1’acéto-orceine pendant 15 min ou
plus a la lumiere et a température ambiante. Le colorant se fixe sur les groupements
aldéhydiques libérés lors de I’hydrolyse et va donner une coloration rouge aux chromosomes a
I’observation microscopique. Nous avons également utilisé la coloration au réactif de Schiff qui
se fait a I’obscurité et a température ambiante. Cette méthode a été décrite pour la premiére fois

par Feulgen en 1929.

2-9- Ecrasement

La majorité des techniques présentées concernent les mitoses dans les méristéemes racinaires.
Dans ce cas, la zone méristématique hydrolysée et colorée et isolée, déposée sur une lame dans
une goutte de carmin acétique 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 déposé est importante. Il
faut éviter un écrasement trop violent car il y a risque d'éclatement des cellules de dispersion des

chromosomes.

2-10- Montage et conservation des lames

Les lames sont conservées au congélateur a température de -80 °C. Les lames conservees sont
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ensuite délamélées, sechées et montées dans un liquide de montage (depex) pour les conserver

définitivement.

2-11- Observation microscopique et photographies

Les cellules de la pointe racinaire sont observées et repérées au microscope photonique a
I’objectif (X 10). Le stade de métaphase pour I’ensemble des cellules est repéré au grossissement
(X 50). Les cellules qui ont des chromosomes bien étalés, bien colorés sont photographiées avec

un microscope ZEISS muni d’une caméra. Les photos sont prises a 1’objectif X100.
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Chapitre 3:
Résultats et discussion
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L’objectif de ce mémoire était d’établir le caryotype de trois espéces végetales spontanées du
genre Ononis L. Ces espéces présentent un intérét économique car elles sont utilisées dans
plusieurs domaines surtout en tant que plantes medicinales. Nous avons rencontré plusieurs
difficultés lors de la germination des graines de ces especes. Nous avons déterminé 1’heure de
prélevement, la durée de la germination et le temps de prétraitement. Le taux de graines germées

était faible surtout pour I’espeéce Ononis viscosa L., sur 20 graines, deux graines germent.

Le deuxiéme obstacle au niveau de la membrane des cellules, malgré I’utilisation d’une
digestion enzymatique, les chromosomes restent a 1’intérieur de la cellule et comme leur nombre
dépasse 20, ils restent sur deux niveaux. Nous avons réalisé plusieurs tentatives pendant
plusieurs semaines mais en vain. Pour toutes ces raisons nous nous sommes contentés d’un

dénombrement chromosomique de ces trois especes.
1-Etude de la mitose

La mitose ou division cellulaire est un mode de reproduction asexuée des cellules eucaryotes
permettant leur multiplication. Elle conduits, a partir d’une cellule mére, a la formation de deux
cellules fille identiques génétiquement, entre elle est avec la cellule mére, car au cours de ce
processus, les chromosomes de la cellule mére sont dupliqués et répartis également entre les

cellules filles.

Le stade de la métaphase est caractérisé par la disposition médiane des chromosomes ou ces
derniers sont bien visibles et ils atteignent leur condensation maximale. Pour observer aisément
les différentes phases de la mitose et les chromosomes, il est préférable d’utiliser de jeunes

organes dans lesquels les mitoses sont nombreuses.

2-Dénombrement chromosomique

Trois espéces du genre Ononis L. poussant spontanément en Algérie ont fait 1’objet d’un
dénombrement chromosomique dans le but de déterminer les similitudes et les différences entre
ces taxons. L’observation des plaques métaphasiques de plusieurs individus a montré des

nombres chromosomiques différents chez ces trois especes.

Les résultats obtenus pour I’espéce Ononis natrix montre un nombre chromosomique 2n = 32

soit n = 16 chromosomes (Figure 8).
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Figure 8. Plaque métaphasique a 2n=32 Chromosome se I'espéce Onois natrix L.

Ce résultat de 2n = 32 chromosomes, rejoint ceux obtenus par différents auteurs pour O.natrix
(Natarajan 1978 ; Safiudo, A., Rejon, M. R., Pretel, A. 1979); Jauzein, 2020).

Les résultats obtenus pour I’espece Ononis viscosa montre un nombre chromosomique 2n = 32
soit n = 16 chromosomes (Figure 9). Ce résultat de 2n = 32 chromosomes, rejoint ceux obtenus
par différents auteurs pour O.viscosa L. (Fernandes et al., 1977 ; Fernandes et Queiros 1978 ;
Colombo et al. 1980 ; Runemark, 2006).

Figure 9. Plaque métaphasique a 2n=32 de I’espece Ononis viscosa L.

Les résultats obtenus pour I’espéce Ononis variegata montre un nombre chromosomique 2n = 26
chromosomes (Figure 10). Ce résultat de 2n =2x= 26 chromosomes peut aider a résoudre le
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conflit du nombre chromosomiques de cette espece par les chercheures (2n=16-30) (Sanudo et
al. 1979, Runemark, 2006).

Figure 10. Plaque métaphasique a 2n=26 chromosomes de I'espece Ononis variegata L.

Trente-trois (33) espéces du total de 40 citées dans la Flore espagnole ont fait 1I’objet d’une
étude cytogénétique. Dix-neuf (19) nombres chromosomiques sont déterminés pour la premiere
par fois une analyse méiotique pour la plupart des especes. Tous les nombres chromosomiques
des taxa espagnoles analysés jusqu'a présent se distribuent entre les nombres: n=15;n=16; n=
30etn=32.
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Conclusion
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Conclusion

Les Fabacées sont une des plus grandes importantes familles parmi les dicotylédones .C’est un
groupe représenté par plus de 20 000 espéces cosmopolites des régions froides a tropicales, qui
se caractérisent par une fonction symbiotique ’la fixation d’azote atmosphérique grace aux
bactéries présentent dans leurs nodosités’’. Elles sont I’'une des grandes familles qui alimente
I’homme car elles possédent une source alimentaire de premier ordre, et aussi utilisées comme

ressource médicale dans presque toutes les cultures.

La recherche bibliographique menée sur les especes du genre Ononis montre qu’elles ont des
propriétés thérapeutiques intéressantes. Les especes du genre Ononis 1., ont été signalés comme
possédant des activités pharmacologiques en raison de leurs propriétés apéritives, anti-
cedémiques, antiscorbutiques, antiseptiques, cardiotoniques, dépuratives, diurétiques,
oestrogéniques, hémolytiques, litholytiques, antibactériennes, analgésiques, anti-inflammatoires,
antivirales, cytotoxiques, antioxydantes (Erdemgil et al. 2002 ; Duke et al. 2002 ; Deliorman et
al. 2012), antifongique (Altuner et al. 2010), antiproliféeratif (Talib, 2010), antilipase (Bustanji et
al. 2011), antitumoral (Talib et Mahasneh, 2012) et effets cicatrisants (Altuner et al. 2010 ;
Suntar et al. 2011). De plus, la partie aérienne d'Ononis arvensis a été utilisée en médecine
traditionnelle pour traiter les infections des voies urinaires et les maladies de la peau. Dans
différentes regions de la Turquie, les differentes espéces d'Ononis ont été utilisées pour leurs

effets diurétiques, antiseptiques et antimicrobiens (Baytop, 1999).

Les études cytogénétiques sont une étape trés importante dans la compréhension et
I'avancement du développement des plantes. Dans la littérature, il existe trés peu d'études
cytogénétiques du genre Ononis. Les travaux menés sur le genre Ononis méritaient d’étre

complétés par une approche cytogénétique.

L’objectif de ce travail était une contribution a la caractérisation cytogénétique de trois especes
du genre Ononis L. A cause des difficultés rencontrées sur le plan pratique (la paroi cellulaire
dense, chromosomes de petite taille), nous avons réalisé uniguement un dénombrement

chromosomique en utilisant la technique de Feulgen ou coloration au réactif de Schiff.

Le nombre chromosomique de trois especes du genre Ononis a été déterminé. L'analyse de
plusieurs plaques métaphasiques montre 2n = 32 chromosomes chez I’espéce Ononis natrix et
Ononis viscosa. L’espéce Ononis variegata présente un nombre différents 2n = 24
chromosomes. Nos résultats rejoignent ceux obtenus par différents auteurs.
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Aussi, suite aux travaux de terrain réalisés, il a été constaté que les aires de répartition d'O.
natrix et d'O. viscosa, se sont rétrécies. Si les mesures nécessaires ne sont pas prises, ces espéeces
pourraient étre sérieusement menacees a l'avenir. Aussi, les graines doivent étre conservees dans

des banques de génes.

Bien que le genre Ononis ne soit peut-&tre pas aussi bien connu que d’autres genres de plantes,
son adaptabilité, son importance écologique, son potentiel médical, sa valeur ornementale et son
soutien a la faune en font un groupe digne de mention dans la grande famille des Iégumineuses.
En perspective, il serait souhaitable de continuer ce travail afin d’établir le caryotype des espéces

du genre Ononis.
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Annexes

Préparation des tampons et des solutions utilisées
1- 8hydroxy quinoléine

- Un 0.003 g de 8hydroxy quinoléine poudre dans un 100 ml de I’eau distillée. La solution de
8hydroxy quinoléine est 0.002 m/I.

2- 3V/1V (éthanol/ acide acétique)
- On prend 3 volumes d’éthanol pour 1 volume d’acide acétique.

3-Hcel IN - Prendre I’Hcl fumant PM =36.46 g/l d = 1.18 % Hcl = 37% - Mettre 82.79 ml

d’Hcl dans 1 litre de 1’eau distillée.

4- Solution enzymatique (pectinase et cellulase)

- Solution de pectinase a 15%

Pectinase (forme aspergillus niger) dans 40% glycérol (sigma).

- Cellulase a 15%

Cellulase (Onzuka R-10) dans le tampon citrate 0.09 a PH 4.4 (sigma).
5- le réactif de schiff

- Fuschine vraie basique : 1g Merck.

- H20 bouillante : 200ml.

-Hcl N : 20ml.

- Metabisulfite Naou K : 1.2 g.
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