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Résumé

Notre étude porte sur le marquage de I’hétérochromatine correspondant a des
séquences d’ADN hautement répétées (riche en bases CG) dans les chromosomes de
I’espéce Lens culinarisMedik (5 génotypes), Grace a la technique de coloration
différentielle C-banding.L’analyse génomique du Lens culinarisMédik (2n=2x=14) a
montré un taux élevé d’hétérochromatine chez le génotype Dahra. Les génotypes
Metropole et Syrie 229 sont moyennement riches en hétérochromatine, alors que Les
génotypes Flip 90.-31 et Idlep sont pauvres. Egalement, notons la présence des
satellites et les chromosomes B.  Toutes ces variations indiquent la présence d’un
polymorphisme intra et inter génotypes. Les résultats obtenus confirment 1’existence
de la relation entre la surcharge en hétérochromatine et I’adaptation du végétal aux
conditions défavorables de I’environnement. Le génotype Dahra serait trés bien adapté

aux conditions difficiles du milieu.

Mots clé :Lens culinarisMédik, C-banding, Hétérochromatine, Satellites,

Chromosome B, polymorphismes



Abstruct :

Our study concerns the labeling of heterochromatin corresponding to highly repeat
DNA sequences (rich in CG bases) in the chromosomes of the species Lens
culinarisMedik (5 genotypes),using the C-banding differential staining technique.
Genomic analysis of Lens culinaris Medik (2n = 2x = 14) showed a high level of
heterochromatin in the Dahra genotype. The genotypes Metropole and Syria 229 are
moderately rich in heterochromatin, while the Flip 90.-31 and Idlep genotypes are
poor. Also, the presence of satellites and B chromosomes. All these variations indicate
the presence of an intra- and inter-genotype polymorphism.The results obtained
confirm the existence of the relationship between the heterochromatin overload and
the adaptation of the plant to the unfavorable conditions of the environment. The
Dahra genotype would be very well adapted to the difficult conditions of the

environment.

Key words :culinarisMédik, C-banding, Hétérochromatine, Satellites, Chromosome

B, polymorphismes.
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Introduction

Les légumineuses sont des plantes dicotylédones appartenant a la famille des
Fabacées, qui représente la troisieme famille des plantes, aprés les composées
(Astéracées) et les orchidees (Schneider et al., 2015) . L’intérét majeur des Fabacées
c’est qu’il ont une aptitude a la fixation symbiotique de I’azote, qui leur permet de
produire en abondance des proteéines vegétales méme en absence de fertilisation
azotée, d’ou leur intérét également dans le cadre d’une agriculture durable (Journet et
al., 2001).

Les legumineuses a graines ont été parmi les premiéres especes domestiquées dans le
croissant fertile. On retrouve encore certaines reste archéologique vieux de 12 000 ans,
la Rome antique a laissé dans ces écrits des témoignages de I’utilisation de feve,
lentille et pois dans leur régimes alimentaires, ces légumineuses ont appelées
couramment ~légumes secs » sont souvent utilisée pour leur désigner les graines de
légumineuses récoltées a maturité et facile a conserver de facon naturelle pour la
consommation humaine (schneider et al., 2015).

Ces légumineuses tiennent une part tres importante des travaux accomplis dans divers
domaines tel que : l’agronomie, la botanique, la biochimie, 1’entomologie, la
phytopathologie, et la physiologie (Baudoin,2001).

En Algérie, la production des légumineuses fourragéres et alimentaires
constituent en plus des céréales les défis majeurs de I’agriculture. La région de I’est
algérien présente un climat méditerranéennes relevant des étages bioclimatiques
humide, subhumides et semi-aride, elle se caractérise par une grande diversité de
légumineuses spontanees et cultivées (FAO, 2006).

Parmi les légumineuses les plus consommée au monde, citons la lentille
cultivée, qui fait partie de I’alimentation humaine depuis la préhistoire, elle est
considérée parmi les légumineuses ayan la petite taille ( Sskatchewan, 2000), ainsi que
leur graines ont de bonne valeur nutritionnelle, utiliser en alimentation humaine. La
lentille est une plante annuelle au port érigé a nombreuses tiges et a feuille pennées de
quatre a sept folioles, se terminant par une vrille, les fleurs sont bleus, blanches ou rose
et les petites gousses contiennent deux graines (Schneider etal., 2015). La lentille a
acquis son nom scientifiqgue (Lens culinaris) en 1787 par le botaniste Allemand
Medikus (Cubero, 1981 ;Sehirali, 1988 ;Henelt, 2001).
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Dans le cadre d’un projet de recherche portant sur les ressources phytogénétiques de
la lentille cultivée, mené au laboratoire de Génétique, Biochimie et Biotechnologies
végetales, nous sommes intéressés a 1’ étude de la caractérisation structurale
génomique de cinq génotypes appartenant a 1’espece lensculinarisMédik
(2n=2x=14), dévoilée par la technique de coloration différentielle (C-banding) ,a fin
de mettre en évidence :

- Letaux de I’hétérochromatine (séquence ADN non codante riches en bases CG)
-ldentification et caractérisation du génome de la lentille

-Etablissement des caryotypes des cing génotypes

-Comparaison structurale des génotypes étudies

-Polymorphisme hétérochromatique intra et inter génotypes

-Relation entre la richesse en hétérochromatine, chromosomes B et 1’adaptation aux

conditions défavorables du milieu.

Le mémoire est structuré en trois chapitres:

-Premier chapitre concerne une synthese bibliographique des connaissances actuelles.
-Le second chapitre portera sur le materiel d études et les méthodes appliquées.

-Les résultats seront présentés dans le troisieme chapitre, enfin, on termine avec une

conclusion et les perspectives dégagees de cette étude.
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1- Histoire de la lentille
Lens est un genre qui comprend six especes de légumineuses annuelles

originaires de la méditerranée, de 1’ouest de I’inde et de I’ Afrique, parmi elle I’espece
Lens culinarisl’une des plus anciennes plante vivriéres (Ulmann, 2005). L’ancétre du
Lens culinaris est le Lens orientalis (Ladizinsky etal., 1984),ses centres d’origine sont
le proche orient et 1’Asie de 1’Ouest (Mc Vincer et al.,2010), la lentille a acquis son
nom scientifique (Lens culinaris ) en 1787 par le botaniste Allemand Medikus
(Cubero,1981 ;Sehirali, 1988 ;Henelt, 2001).

Dans I’antiquité la lentille faisait réguliérement partie de I’alimentation des
Grecs, des Juifs et des Romains et ¢’était le plat de subsistance des pauvres en Egypte.
Elle a été associée a de nombreuses légendes, comtes et coutumes. Les plus anciens
restes archéologiques de la lentille étaient retrouvés en Grece et datées de 11 mille ans
avant J.C, ainsi qu’en Syrie, datées de 8500 avant JC., mais on ne savait pas bien s’il
s’agissait de plantes sauvages ou cultivées .Ce n’est qu’a partir du 5éme millénaire
avant J.C que I’on trouve des graines identifiées sans conteste comme domestiques
(Yunnus et Jackson ,1991). La lentille est aujourd’hui cultivées partout dans le
monde : sous continent indien, Moyen-Orient, Afrique du Nord I’Europe du sud, le
Nord et le Sud d’ Amérique et en Australie (Chahota et al ., 2007).

En Algérie la lentille a été cultivée avant 1830 dans les jardins des fellahs
(surtout en Kabylie), jusqu’a 1940 une étude a révélée que les lentilles rencontrées en
Afrique du nord appartiennent a deux sous Especes : la lentille petite verte du puy
(LensexulentaMoenchsp :microspermavra et Dupuyensisbarul) a été la premiere des
variétés européenne introduites en grandes cultures en Algérie dans certaines régions
de culture de lentille large blonde et verte de puy ont coexisté et des croisements
naturels se sont produits qui ont donnee naissance a la « lentille large verte d’Algérie »
a partir de cette derniere, il y a une sélection et une amélioration de la « lentille verte
d’Algérie » (Vandenberg et slinkard, 1990).

La culture des lentilles en Algérie n’occupe que 1.5% de la totalité des terres
réservées aux légumineuses alimentaires (Ait Abdellah et al,.2011) ; elle s’étale sur
une grandes surfaces dans les hautes plaines (Tiaret, Saida, Sétif) et les plaines

interviennent (Bouira, Médea, Mila) (figurel).



Chapitre | Revue Bibliographique

Institut Technique des Grandes Cultures

ZONES D'APTITUDE DE LA CULTURE DE LA LENTILLE

Figure 01 : Zones d’aptitude de la culture de la lentille en Algérie (ITGC, 2013).

Aujourd’hui, Beaucoup de variétés de lentilles cultivées ont disparu, donc la
lentille cultivée est soit locale de mélanges variables ou d'origine européenne.
Plusieurs variétés ont été introduites, et plusieurs nouvelles d'entre elles ont été
sélectionnées en fonction de leur capacité d'adaptation aux différentes conditions agro

climatiques rencontrées dans le pays (FAO, 2006) et (INRA, Algérie)
1-2 Description générale sur la plante

La lentille est une plante herbacées annuelle diploide (2n=14) c’est une plante
autogame dont consomme la graine ; la tige de la plante est mince, atteint rarement de
plus de 45cm de hauteur et a une croissance indéfinie (Saskatchewan, 2000). Lorsque
les températures sont optimales, les graines de lentilles germent en 5 a 6 jours et la

6™ et la 7°™ semaine aprés le semis, le cycle de croissance

floraison débute entre la
est de 80 a 110 jours pour les cultivars a cycle court et de 125 a 130 jours pour les
cultivars a cycle long (Begiga, 2006). Chaque cycle comprend deux phases :

» Phase végétative : Cette phase comprend deux stades : la croissance et la

production des feuilles
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» Phase reproductive : Elle est représentée par la floraison, la fructification et la
production des graines (Schwartz et Langham, 2012).

Les gousses, aplaties sont isolées ou disposée en paire et apparaissent a 1’aisselle
du 1le, 12e, ou 13 e nceud et des nceuds suivant. Chaque gousse possede un court
pédicelle et renferme une ou deux petite graine en forme de loupe (Vandenberg et
Slinkard ,1990). (Figure 2).

Figure 02 : représentation de la plante de la lentille (gousses et graines).

La lentille cultivée est classée en deux groupes selon la taille de la graine (Figure3):
v' Les grosses lentilles (Macrosperma) : Prédominant principalement en Afrique
du Nord, en Europe et en Amérique, (diamétre>6mm).
v Les petites lentilles (Microsperma) : Domine en Asie, en Egypte et en
Ethiopie (diamétre <6mm) (Brink et Belay ,2006).
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Figure 03 : représentation des deux types de graines de lentille cultivée sous espéces

Microsperma et Macrosperma.

1-3 Classification et taxonomie

D’un point de vue taxonomique, la class
comme suite (Cokkizgina, 2013):

Régne : Plantea

sous-régne :Tracheobionta

Division : Magnoliopsida

Sous —classe : Rodidae

Ordre : Fabales

Famille : Fabaceae

Genre :Lens

Espéce :Lens culinarisMedik

fication classique des 1

ntilles se préserge
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1-4Autres données botaniques

Lors d’une révision récente du genre Lens, 4 especes ont été reconnues, sur la
base de caracteres morphologiques, de la capacité a s’hybrider, et de données
cytogenétiques, biochimiques et moléculaires; selon (Brink et Belay , 2006) il s’agit de
Lens culinaris (qui comporte des types tant sauvages que cultives) :
_subsp. culinaris (la lentille cultivée),
_ subsp. odemensis,
__subsp. orientalis,
_ subsp. tomentosus.
et de trois especes sauvages : Lens ervoides (Brign.) Grande, Lens nigricans (M.Bieb.)
Godr. etLens lamotteiCzefr. Lens ervoides se trouve en Afrique orientale (Ethiopie et
Ouganda) (Bejiga ; 2006).

1-5 Usages de la lentille cultivée

La lentille cultivée (Lens culinaris) est une légumineuse importante et populaire
utilisée principalement pour l'alimentation humaine, la paille peut étre utilisée comme
aliment de qualité supérieure pour le bétail ou en tant que source de matieres
organiques pour I'amélioration des sols (Saskatchewan, 2000), car la lentille se cultive
parfois pour le fourrageou comme engrais vert , cette derniéreest surtout cultivée pour
ses graines mdres qui sont consommées principalement en sauce et en soupe. (Brink et
Belay, 2006).

Les graines sont réduites en une farine qui sert a fabriquer des galettes et des
pains, ou a préparer des aliments spéciaux destinés par exemple aux nourrissons ou
aux invalides (Yunnus et Jackson, 1991).elles peuvent étreaussi servir de nourriture
parfois aux animaux, en particulier les volailles pour leur procurer des protéines,les
jeunes gousses, les graines germées et les feuilles se consomment comme légume
(Bink et Belay, 2006).
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2- Importance alimentaire et agronomique

2-1 Importance alimentaire

Elles constituent une source trés importante des protéines et de lipides dans
I’alimentationhumaine et animale (Journet et al., 2001), elle présente une richesse
inéquivalente en protéine, fer, magnésium, phosphore, calcium, fibres, riboflavine
(Vitamine B2), Sels minéraux et oligo-éléments antioxydant, poly phénols. Elle est

tres pauvre en matieres grasses. Commeautres légumes secs, C’est un <alicament>

De nombreuses espéces cultivées appartiennent a la famille des légumineuses.

naturel contre le cholestérol, elle a un effet régulateur de glycémie (Durand, 2013).

Tableau 01: Représente la valeur nutritionnelle movenne de la lentille séche : Pour 100a (Souci et al 2008).

Apport Principaux Minéraux &oligo- | Vitamines Acides aminés
énergétique composants elements

Joules 1146KJ | Glucides 40,6 g Bore 0,70mg | Provitamine | 0,100 | Acide 3160
A mg aspartique | mg

Calories 270 Amidon 39,48 g | Calcium 65 mg Vitamine B1 | 0,480 Acide 4490
Kcal mg glutamique | mg

Sucres 112¢g Chlore 84 mg Vitamine B2 | 0,265 Alanine 1290
mg mg
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Fibres 179 Chrome 0,0051 Vit B3 ou | 25mg | Arginie
alimentaires mg (PP)
2240
mg
Protéines 2344 Cobalt 0,016 mg | Vit B5 1,6 mg | Cystine 250
mg
Lipides 1,609 Cuivre 0,763 mg | Vit B6 0,550 Glycine 1300
mg mg
Eau 11,409 | Fer 8,0 mg Vit B9 0,168 Histidine 710
mg mg
Cendres totales 2,514 Magnésium 129 mg Vit C 7 mg Isoleucine | 1190
mg
Manganese 1,5mg Vit K 0,123 Lysine 1890
mg mg
Nickel 0,300 mg Meéthionin | 220
e mg
Phosphore 408 mg Phénylalan | 1400
ine mg
Potassium 837 mg Proline 1220
mg
Sélénium 0,0098 Sérine 1510
mg mg
Sodium 6,6 mg Thréonine
1120
mg
Zinc Tryptophan
e
Tyrosine 840
mg

2-2 Importance agronomique

Comme toute légumineuse, laculture de la lentille offre des possibilités
intéressantes en Agriculture Biologique en termes de gestion et de fertilisation azotées
(Anonyme 1, 2013) elle permet en premier lieu de la fixation symbiotique de I’azote,
qui leur permet de produire en abondance des protéines végétale méme en absence de
fertilisation azotée, d’ou leur intérét également est d’ enrichir le sol en azote, donc
induite une diminution en apport en engrais et assure un assolement et une rotation

(graminée et légumineuse) pour optimiser I’exploitation et la diversification de la
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production agricole.En Algérie, la culture des Iégumineuses alimentaires (Iégumes
secs) fait partie du paysage agricole depuis des millénaires dans différentes zones
agro-écologiques du pays, et sont utilisées dans la rotation avec les céréales car elles
enrichissent le sol en azote (FAO STAT, 2011).

Pour une bonne rotation il est important de respecter un intervalle de 5 a 6 ans
entre deux lentilles pour limiter les risques de maladies liées aux légumineuses
(Anonyme 2 ,2015) :

a)Précédents recommandes :Céréales, prairies.

b) Précédents a éviter :Moutarde, avoine en raison des risques de reliquatsqui
rendrontdifficile le triage. Mais qui génere des mauvaises herbes.

c)Association :Les cultures associées sont definies comme la culture simultanée de
deux ou plusieurs espéces sur la méme parcelle, pendant une majeure partie de leurs
cycles de développement. Ces espéces ne sont cependant pas nécessairement semées et
récoltées en méme temps (Willey, 1979). Une association pourrait étre recommandée
pour éviter 1’affaissement de la lentille. Il faut faire attention cependant aux risques de

concurrence. La lentille y est tres sensible ( Hiltbrunner et al., 2016) .

Luzerne Céréalel Céréale2 Lentille Céréale 3  Culture

/ fin cycle /

Figure 04 : représentation de la place de la lentille dans la rotation par saison.

2-3 Importance scientifiques

Les légumineuses alimentaires comme la lentille tiennent une part tres
importante des travaux accomplis dans des domaines aussi divers que 1’agronomie, la
génétique, I’entomologie, la phytopathologie et la physiologie (Baudoin et al ., 2001).
Les principaux objectifs de recherche, sur les Iégumineuses a graines cherche a la fois
a sécuriser la nodulation, a assurer la complémentarité entre les voies d’assimilation et
de fixation de 1’azote, et assurer une meilleure remobilisation de 1’azote des feuilles et

des tiges vers les graines. Le point fort de légumineuses est leur cout énergétique
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faible et leur faible contribution aux gaz a effet de serre, directement li€¢s a 1’absence

de fertilisation azotée (Pinochet et al ., 2006).

3-Les stress Biotiques ou principaux problémes phytosanitaires de la lentille

Figure 05 : Représentation des stress biotique affectant la lentille cultivée.

Durant la vie végétative, stockage ou commercialisation des lentilles, plusieurs
maladies peuvent survenir au produit provoquant ainsi de grave dégat et des pertes de
rendement (Bayaa et al.,1986). Ces maladies varient selon le type de pathogeénes :
virus, bactéries, nématodes, mycétes... (Muehlbaueur et al., 1995 ; Van Euden et al.,
1988).

Les contaminants fongiques des lentilles sont les plus importants d’un point de
vue économique et phytosanitaire. Parmi les pathogénes les plus cité en littérature, les
genres : Altarnaria, Drechslera, Fusarium, Phoma, Monilia, Penicillium,
Rhizopus,Mucor(Ahmed et al., 1993), Botrytis, Uromyces(Richardson, 1979 ; Chen et
al.,, 2011), Rhizoctonia, Sclerotium(Muhlbauer et al., 2002), Aspergillus,
Chaetomiumet Nigrospora(Hussain et al., 2007).Plusieurs maladies d’origine virales
affectent également la lentille tels que : virus de la mosaique du concombre (CMV), le
virus de la jaunisse nécrotique de la féeve (FBNYYV), le virus de la mosaique de la
luzerne (AMV) (Agricultural magazine, 2017).

Les maladies les plus importantes de la lentille sont la rouille (Uromycesviciae-
fabae), I’ascochytose (Ascochytafabaef.sp. lentis), la pourriture grise (Botrytis
cinerea), la stemphyliose (Stemphyliumbotryosum), la pourriture du collet

(Sclerotiumrolfsii) et la fusariose (Fusariumoxysporumf.sp. lentis). Les autres
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maladies  fongiques sont le rhizoctone  (Rhizoctoniasolani), 1’oidium
(Erysiphepolygoni, Leveillulataurica), I’anthracnose (Colletotrichumspp.),
I’alternariose (Alternariaalternata) et la pourriture de la tige et des racines

(Sclerotiniasclerotiorum).

4- cytogénétique:Rappels et généralités
4-1 Définitions
» Geénome
Le génome est défini comme un lot haploide de chromosomes issu d’une espece
diploide élémentaire et désigné par une lettre majuscule (Cauderon, 1989).

» Caryotype
Le caryotype est une représentation systématisée des chromosomes d’une cellule

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

Il existe deux types de caryotype : symétrique et asymétrique.

4-2  Critéres d’identification des chromosomes
4-2-1Critéres de la forme

Lorsque la cellule se divise, les fibres du fuseau sont attachées au centromére de
leurs chromosomes et turent les chromatides sceurs aux podles opposées. Un
chromosome a deux centromeres est appelé dicentrique, le chromosome acentrique est
celui auquel il manque le centromére. 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 centromere, 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 stricto

10
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(M) lorsque le rapport est exactement égal a 1 et dont le centromeére se trouve alors au
point médiane.

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

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

-Chromosome acrocentrique (t) : le centromere est dans la région terminale 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) (Khalfallah, 1990).

. télomére

centromére H

chr chr chromosome
submétacentrique submétacentrique métacentrique chromosome

métaphasique acrocentrique

Figure 06 : représentation des types morphologiques des chromosomes.

11
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4-2-2 Criteres de la structure
% Chromatine
L’ADN de tous chromosomes eucaryotes est associé aux molécules protéiques (les
histones et les non histones) dans un agrégat stable ordonnée appelée chromatine
(Harti, 1994). 1l existe deux grands types de chromatines :
L’euchromatine et I’hétérochromatine, 1'une différant de I’autre par son rythme

réplication et son degré de condensation (Figure 07).

La chromatine

Hétérochromatine Euchromatine

' '

(Séquence d’ADN non codantes) (Séquences d’ADNcodantes)

4

Constitutive  facultative
Figure 07: représentation des différents types de chromatine.

% Hétérochromatine
I’hétérochromatine(riche en bases CG) correspondant a des séquences d’ADN
hautement répétées (Mattei et Luciani J, 2003) (Figure 08).

\
Z 3N

&

Figure 08: plague métaphasique marquée par les bandes C (en noir)représentant

I’hétérochromatine

12
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L’hétérochromatine est divisees en deux partie: I’hétérochromatine constitutive
et I’hétérochromatine facultative, qui présentent quelques différences, essentiellement
liées & ’ADN qu’elles contiennent présentés dans le tableau suivant (Hammouda,
2013).

Tableau 02 : Représentation les deux formes de 1’hétérochromatine.

HC constitutive

HC facultative

Stable

Réversible

Contient de I’ADN

satellite

Enrichie en séquence
LINES

Polymorphisme +

Polymorphisme-

Bandes C+

Bandes C-

Notons que [I’hétérochromatine constitutiveest située a proximité du
centromere, télomere et a proximité des NOR, cette derniere est constituer des
séquences d’ADN hautement répéter sous forme des bandes (Hammouda, 1999) effet
I’hétérochromatine joue un role tout a fait essentiel dans 1’adaptation et I’évolution des
espéces végétales ainsi que dans 1’organisation et la fonction du génome et
déroulement de la méiose (attraction des homologues, régulation du Crossing-over,

formation des chiasmas) (Sijak-yacovlev et Cartierd, 1986 ; Mattei et Luciani, 2003).

13
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L’organisation et la fonction du génome et le déroulement de la méiose
(attraction des homologues, régulation du Crossing-over, formation des
chiasmas)

!

L’adaptation et I'évolution des espéces végétalesvis-a-vis aux conditions
climatiques défavorables

U

Protection des zones vitales du génome ; la répression génique

Iy

Evolution des caryotypes

Schéma 01: Représentation des roles attribuée par 1’héterochromatine (Hammouda
,2013).

4-2-3 Structure moléculaire des chromosomes
s L’ADN satellite

L’ADN satellite représente les plus grandes séquences répétées chez les
eucaryotes. Chez Arabidopsisthaliana, I’ADN satellite a 6000 copies dont 185 pb en
tandem (Martinez Z. et al, 1986) il existe 03 types de satellites :

L’ADN satellite I riche en séquences A-T (Adénosine-Thymine) localisée dans
les régions centromeriques des chromosomes, contenant peu de genes et formeée
principalement de séquences répétées dans de larges régions.

L’ADN satellite IT et IIl sont aussi riches en A-T et en séquences G-C
(Guanine-Cytosine) proche des télomeres des chromosomes (Appels et al, 1978;
Bedbrook et al, 1981).

Il a été mis en évidence que les téloméres des chromosomes hétérochromatiques
sont indispensables au maintien de la structure et au fonctionnement des chromosomes

(Angeline Eymery, 2009).

14
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4-3 Chromosome B

Les chromosomes surnuméraires ou les chromosomes B sont des extras
éléments, qui donnent lieu a un polymorphisme numérique des chromosomes dans des
centaines des especes végétales et animales (Jones et Rees, 1982)

Le génomes des eucaryotes est composés de 1’ensemble des chromosomes (A)
et les extras accessoires ou chromosomes B ces chromosomes on étédécrits depuis un
siecle (wilson, 1907) et on été observés chez environ 15 % des especes Eucaryotes qui
on été caryotypeés (camacho, 2005), leur nombre varie d’une espéce a une autre de
zéro a plusieurs (Jonathan 2007), Bien que les chromosomes B ont longtemps été
étudiées, la connaissance de leur structure moléculaires n’est pas toujourssuffisante
pourdéterminer leurs origine, 1’hypothese la plus largement acceptée est que les
chromosomes B peuvent apparaitre sous forme de fragments trisomiques de certaines
chromosomes ou un complément standard du chromosome (A) (Amos et Dover,
1981), une théorie actuelle montre que les chromosomes B proviennent des
chromosomes (A) et sont maintenus come éléments parasites ou ADN (égoiste) (Burt
et Trivers, 2006).

D’autres études de biologie moléculaire ont montré que la majorité des
chromosomes B contient ’ADN répétitif, en outre ’ADN ribosomique, I’ADN
centromérique et télomérique, ainsi que les transposant qui sont fréqguemment présents
chez les chromosomes surnuméraires. Lors de la division cellulaire, les chromosomes
B sont généralementdélités par ce qu’ils créent un dosage déséquilibré en ADN, la
survie de ces chromosomes dépend donc d’avoir un avantage de transmission pendant
la méiose (camacho, 2005). En effet la distribution étendue des chromosomes B
pourrait suggéreés des effetsbénéfiques pour leur hotes (Burt et Trivers, 2006).

Selon (Reiger et al. 1991) les chromosomes B sont caractérisés par :

Leur petite taille par rapport aux chromosomes A.

Leurs indispensabilités a I’espece qu’elle les posséde.

La variance entre les cellules, tissus, individus et populations.
Ils ne présentent pas une homologie avec les chromosomes (A).

IIs affectent le comportement mitotique par élimination de distribution préférentielle.

15
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4-4 Technique de C-banding

Le C-bandingest une technique de marquage qu’on a appliqué dans notre étude
pour identifier les caryotypes des génotypes étudiés.

La technique C-banding éte mis en place apres les travaux dePardue et Galle
qui ont rapportés que I’hétérochromatine constitutive peut étre coloré spécifiquement
par Giemsa-solution (Anonyme 3,2016) ;Le Giemsa qui ne colore que les zones
condensées, permet de faire apparaitre des bandes caractéristiques pour chaque
chromosome. On obtient alors un caryotype de l'individu étudié ou une carte de tous
les chromosomes identifiés, par les bandes caractéristiques (Hammouda, 2013), car
chaque chromosome posséde un taux d’hétérochromatine qui lui différencier des
autres. Le marquage de 1’hétérochromatine constitutive se fait par une réactionde
coloration différentielle de I’hétérochromatine et I’euchromatine (Anonyme 3, 2016).

-Quelles peuvent étre les utilisations du chromosome banding ?

1- Elle rend possible I'analyse du polymorphisme chromosomique. Il existe en
effet des variations de position et d'intensité des bandes d'un génotype a l'autre
dans une espece donnée, et pour un chromosome donné. Chaque bande peut
étre considérée comme un "locus” présentant un certain nombre "d'alléles"
(Comeau et Jahier, 2005).

2- ldentification des chromosomes et des génomes (Gustafson et Bennett 1982 ;
Bernard et Bernard 1992; Angels et Jouve ,1996 ; Lukaszewski 2001 ; Badaeva
et al, 1992, 2007, Lukaszewski et al, 2011. Selon 1’étude de Linde-Laursen en
1978 sur l'orge, il a divis¢ les bandes-c en fonction de leur position
(Anonyme3, 2016) :

v La bande centromériques situées a proximité du centromeére.

v" Les bandes intercalaires.

v' Les bandes télomeriques.

v" Les bandes situées dans les constrictions secondaires et les bras court et les

satellites (zones vitales des chromosomes).

16
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3- détection des mutations chromosomiques de types, translocations et
inversions et la détermination du niveau de ploidie (Gustafson 1983; Wanda et al
1996; Lapinski et Schwarzacher 1998; Lee and al, 2004; Landjeva et al., 2006;
Silcova et al. 2007;Gill,2009, Oleszczuk. et al. 2011;Kang et al, 2011; Rahmatov,
2012) .

4-L’étude de I’affinité d’homologie entre les chromosomes, cas du blé-seigle(Gill
et Kember, 1974b; Darvey et Gustafson, 1975; 1976; Zeller, 1977, Seal et Bennett,

1982).
5- L’investigation de I’origine du génome B du blé (Hadlacky et Belea, 1967).

17



Chapitre 11 :
Matériel et méthode



Chapitre 11 Matériel et méthode

2-1 Matériel

Le materiel d’étude est constitu¢ de cinq génotypes (Figure9), appartenant a une
espece cultivée : Lens culinarisMedik (2n=2x=14), ces génotypes sont fournies par
I’institut technique de grandes cultures (I.T.G.C) d’Elkhroub et (I.T.G.C) de Sétif et
(I.T.G.C) de Mila. Les caractéristiques de chagque génotype et son origine sont décrites

dans le tableau 9 :

Lens culinaris

Syrie 220 - Idlep 1
( Microsperma) ( Microsperma )

Flip 90-31 Mitropole

( Macrosperma ) ( Macrosperma )

Figure 09 :Les graines des génotypesétudiés de la lentille cultivée.
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Tableau 03 :Listes des génotypes et origines du I’espéce Lens culinaris Medik.

. ] Garniture o o
Espece Genotypes G Origine Source | Caracteristiques
Chromo
ICARDA Semi-érigé.
ITGC eng
F5 -Précoce.
El -Vigoureuse.
Syrie 229 Khroub |  -Trés bonne
qualité culinaire.
Sélection Couleur blonde.
locale -Taille
] microsperma.
F6 | (Tieret) ITGC | _Bonne qualité,
(Sétif) adaptation aux
Dahra conditions
locale climatiques
2n=2x=14 défavorable.
Lens
culinarisMedik ICARDA _Couleur gris.
ITGC i
E5 _ -Taille
(Mila) | microsperma.
Idlep 1 \
-trés bonne
rendement
F6 | ICARDA ITGC
-Excellent
Flip 90-31 El rendement.
Khroub | -Bonne qualité
culinaire.
F5 |lsolé en -Dressé
1942, France | I.T.G.C | -Demi-précoce
Métropole El- -Vigoureuse
Khroub -Tres bonne

qualité culinaire.
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2-2 Technique de marquage « C-banding »

Beaucoup d’auteurs se sont intéresses a cette technique, parmi eux citons: Gill. etal
(1991); Badaev et al. (1991); Jahier et al. (1992); Friebe and Gill. (1994.)Belay. and
Marker. (1999) et Shimelis (2005) et Badeava et al (2007); Gaffarzadeh-Namazi et al. ,
(2007), Gill et al. (2009)

Nous avons appliqué celle décrite par Gaffarzadeh-Namazi et al. , (2007) avec
des modifications introduites dans les étapes Dénaturation et renaturation de ’ADN
(Hammouda , 2013).
2-3Etapes preéliminaires

e Germination
Les graines du Lens culinarisMedik sont scarifiées et ensemencées apres leur
désinfection dans I’eau de javel diluée a 70% pendant 5-7 minutes, suivie d’un ringage
a I’eau distillée pendant 10 minutes. Les graines sont mises a germées dans des boites
de pétri, tapissées de papier buvard imbibé d’eau distillé dans la lumiére et a
température ambiante.

e Prélevement
Nous avons déterminés 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 0,5 a 1cm.

e Prétraitement
Il se fait par trempage des tissus en division dans un agent mitoclassique, cette
opération vise un triple objectif :

a- Bloquer les divisions mitotiques au stade métaphase.

b- Contacter les chromosomes.
Il existe plusieurs agents mitoclassique tel que :
-La colchicine.
a a-bromonaphtaléne.
-8-hydroxyquinoleine.
Nous avons effectués un prétraitement a la 8- hydroxyquinoleine .La duré de ce

prétraitement chez Lens culinaris varie entre 2h45 et 3h30.
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e Fixation
Le fixateur détruit toute vie cellulaire, ils doivent avoir une action rapide pour bloquer
toute évolution et des divisions cellulaires et permettent de conserver 1’intégrité
structurale des chromosomes. La fixation s’effectue dans une solution éthanol acide
acétique (3v-1v) pendant 48h au réfrigérateur.

e Stockage

Les pointes racinaires sont conservées au réfrigerateur a -96-C.

e Hydrolyse
Cette étape est nécessaire pour obtenir un bon étalement des cellules et des
chromosomes entre lame et lamelle. Pour cela nous avons utilisés 1’acide
chlorhydrique 'HCL 1IN a 60°C. l’acide chlorhydrique serve a la destruction des
liaisons entre les bases puriques et les désoxyribosescar il libére du groupement
aldéhydique qui agit sur les brins d”’ADN.
Cette hydrolyse a été réalisée pendant 10min pour I’espéce Lens culinarisMedik a
60-C a HCL IN.

e Ecrasement
L’écrasement des demi-pointes se fait entre lame et lamelle dans une goute de I’acide
acétique a 45%o, cette étape assure une bonne dispersion des chromosomes.
Les meilleures plaques métaphasiques sont soumises aux étapes du marquage C-
banding:

e Deé lamellation

Le décollement des lamelles se fait par I’azote liquide a (-196°).

e Hydrolyse 0
[

Les lames sont plongées dans Hcl 0,2M a 60°C pendant 2ou 3 mn.

e Dénaturation de ’ADN
Les lames sont plongées dans une solution hydroxyde de baryum (baryte) a une

proportion 13g pour 200 ml d’eau distillée pendant 10min a température ambiante.
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e Ringage
A I’eau de robinet pendant 45min, eau distillée 45% pendant 2 min.
e Renaturation de PADN
Dans une solution 2xSSC a 60°C pendant 1h.
Solution 2xSSC
(0,3 M de Nacl +0,03M de Tricitrate de Na) +200 ml H,O distillée puis ajusté au

pH=7 avec Hcl 1M a 60-C. Une fois la prise du pH est prise, toutes les lames sont
plongees dans la solution. A contréler chaque 15 min.
2xSSC ————» Neutraliser ’ADN.

Coloration des bases CG : Dans la solution phosphate —de Giemsa- a pH=6,8 a 4%.

Préparation des solutions

2xSSC : pour 1L.
0,03 M Tricitrate de Na, 2H20 :8,83g } ajusté au pH=7 avec Hcl 1M a 60-C.
0,3 de Nacl : 17,54g

Solution Tampon-phosphate

Solution A (acide) : 0,63 g acide citrique dans 30 ml d’eau distillée.
Solution B (basique) : 1,17 g dans 150 ml d’cau distillée.

Solution tampon : (6,5 ml (A) +43,6 ml (B)) =50,7 ml et compléter jusqu'a 100 ml

avec de I’eau distillée, ajusté au pH=6,8 avec la solution A.
Solg Na,Hpos= (Pm =141,9) — Sol A=19,5.

Sola KH; Po,= (Pm=136,1) —8ol B =13,08.
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e Montage

Les lames sont laissées sécher toute une nuit, puis sont fixées définitivement avec un
liquide de montage le « Depex »

e Observation et photographie

Aprés 1’observation des plaques métaphasiques, les photos sont prises

auphotomicroscope a balayage de type Leica DM 4000 voir ( la figure suivante).
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Chapitre 111 Résultats et discussion

I11-1 RESULTATS

Nous avons pu identifier le génome de I’espéce Lens culinarisMedik. En
effet, la majorité des chromosomes du génome présentent d’importantes bandes
hétérochromatiques .d’une maniére générale, I’hétérochromatine est centromérique.
(Figure 10.).

Nous constatons des variations dans la forme des chromosomes chez les cing
génotypes, et ceci est di au fait que le degré dépénalisation ou de condensation
n’est pas le méme pour les chromosomes métaphasiques.

Suite auxtravaux realisespar HammoudaKhalfallah (2015) sur la caryo-

morphologie de cing génotypes, les résultats montrent des variationsimportantes
dans la taille des chromosomes, la localisation et le nombre desatellites. En effet,
tous les caryotypes sont constitués de quatre paireschromosomiques métacentriques
(m) et trois paires submétacentriques (Sm) al’exception celui du génotype
Métropole qui se singularise par la présence decing paires métacentriques et deux
paires submeétacentriques.(Tableau 4). En général, la formule caryologique du Lens
culinaris est définis comme:n=x=7=4m+3Sm.
Notons que, les caryotypes sont symétriques tant pour la forme que pour la tailledes
chromosomes et ceci signifie qu’ils sont primitifs. L’indice d’asymétrie ayant
sensiblement les mémesvaleurs (60,51 9% Idlepl, 63 ,11% Flip 90-31,
62,30%Meétropole, 61,45% Syrie 229 ; 64,32 % Dahra).
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Tableau 4: Les caractéres caryomorphologiques de sept paires chromosomiques
mitotiques chez six génotypes du Lens culinaris(Hammouda,2015).

Chr | Cc Geénotypes de 1a lentille
Idlepl Flip 90-31 Idlep3 Metropole Syrie229 Dahra
LT | 7.442055 | 6.06=028 | 620=080 | 6.06=000 | 5.11=007 5.30=0.65
LR | 1842=033 | 1530=0.16 | 18.10=1.04 | 1547=0.08 | 15560007 | 1943065
1 L | 4112011 | 427+019 | 3.70=055 | 349=031 | 2.88=0.15 3.00=0.53
S | 326x016 | 201022 | 241=034 | 257=023 | 2.22+022 230204
LS | 126=002 | 1462001 | 1622002 | 1352008 1.20+0.16 1.34=0.15
LT | 6.76=074 | 6.04=028 | 550=003 | 581=021 | 4.85=013 5.01=041
LR | 17.10=0.36 | 1522=0.02 | 1631039 | 15232006 | 1520 =000 18.07+0.25
2 | L | 380=062 | 4.14:014 | 3.10=021 | 331=014 | 3.02=014 3.06=020
S | 207061 | 279023 | 2462056 | 249=021 | 1.83=0.190 1.05=0.15
LS | 1.30=018 | 148004 | 130=006 | 132=004 | 1.65=0.08 1.57=0.03
LT | 6232030 | 6.66=020 | 524=088 | 553=015 | 4.69=02 442013
LR | 15.79=034 | 150=002 | 1527032 14.08 1411018 | 15932015
3 | L | 3462079 | 3.71=012 | 3.18=064 =0.04 3.06 =0.25 2 72024
S | 277063 | 2.04:016 | 2052024 | 3202007 | 1.83=0.190 1.83=0.14
LS | 1242018 | 1262006 | 1.61=017 | 227=022 | 1.67=0.08 1.48=0.07
1.44 =006
LT | 550=063 | 630=0.18 | 484=077 | 530=010 | 444=004 | 408042
LR | 14172047 | 147420.16 | 14.11=0.25 | 1580=11 | 14.82=008 | ;=1 134
4% | L | 346=043 | 345:004 | 2832012 | 200014 | 2.81=012 A=
S | 213019 | 284015 | 201=070 | 233=010 | 1.63=012 | 2.72=0.19
LS | 162001 | 1212001 | 147=014 | 1282003 | 1.72=006 | 1.35+024
2.01+0.08
LT | 5.25=008 | 5.61=022 | 458=036 | 520024 | 420 =0.11 3 84=0.28
LR | 1332032 | 1420=0.14 | 13355036 | 4.41=0.07 | 14.67=0.14 | ;3 os. g
5 | L | 3382035 | 3.86=008 | 29082072 | 340=016 | 2.58=021 -2
S | 1862030 | 1.74:031 | 1.60=017 | 149=011 | 1.70 =024 | 2.85=0.58
LS | 1812020 | 2212013 | 186=010 | 228007 | 1.51=0.11 1.1=0.06
250022
LT | 456200 57=024 | 400=069 | 441=028 3.67 =02 330+0.15
LR | 11532057 | 1420000 | 11942064 | 3.96=0.12 | 4.00=0.18 12.21 03
6% | L | 3052071 | 4.00=005 | 287050 | 2.60=023 | 2.42=020 <=1 =0
g 1.5+0 46 1.62+0.18 | 1222030 | 180=040 | 1252017 | 2.51=0.07
L/S | 2032023 | 252+007 | 2382028 | 144=017 | 1932014 | .87+ 0.08
2.88+0.06
LT | 3.81=002 | 5.02=026 | 3.71=032 | 421=022 | 347=03 1.50= 0.51
LR | 964056 | 3.75:000 | 10.84=0.53 | 13.79+0.00 | 1342020 | o, ) &
7 | L | 2642055 | 3742021 | 250=044 | 200=021 | 2192016 | --/°=V.0°
S | 1.16=058 | 127=004 | 1202012 | 1.22=002 1.28+0.14 | 0.88+0.25
LS | 227=032 | 2942001 | 2.08=0.19 | 2452004 | 1712001 | 071028
1.23+£0.08
Las. 60.51 % 63 11% 62.30% 60 .13% 61.45% 64.32 %
R 1.95 1.38 1.67 143 2 44 3.38

Chr : clromosomes. Cc © caractéres caryo-morphologiques.
Ias. : indice d’asymétrie.
E. : rapport enire le bras le plus long et le bras le plus court.
* : présence de satellites
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Chapitre 111 Résultats et discussion

1-1 Organisation et distribution de I’hétérochromatine

La distribution et la caractérisation de I’hétérochromatine chez une série de
génotypes appartenant a I’espéce Lens culinarisMedik (2n=2x=14) sont analysées et
comparées par les bandes C. Cette analyse révele beaucoup de variations en bandes
polymorphes C*. En effet, le nombre de bande, leur intensité et leur
emplacementsur les chromosomes, différent au sein du géenotype et d’un génotype a
un autre.
Rappelons que, les bandes hétérochromatiques existent sous trois formes :
télomeriques, centromeriques et intercalaires.

v' Caryotype Dahra

L analyse en C-banding des chromosomes montre une grande variabilité dans la
distribution des bandes.Les chromosomes du génotype Dahra se caractérisent par la
présence des épaisses et sombres bandes (C") (spécifiques ou propres au
génotype), marquées sur tous les chromosomes a I’exception du chromosome 6.
Notons, aussi, la présences de trois paires de satellites situés sur les bras cours des
chromosomes 1, 2 et 3 et une construction secondaire localisée sur le bras cours du
chromosome 7.
Le nombre totale de bandes est de54 bandes, dont 5 bandes centromériques,
45intercalaires et 4 télomériques(Tableau 5).

Tableau5 : Nombre et localisation des bandes C sur les chromosomes du
génotype Dahra

Nombre | Paires des Bandes hétérochromatiques C
chromosom
, es Bandes Bandes Bandes
Génome Centromeri | intercalaire | télomeériqu
gue es
1 1 5 0
2 0 5 2
3 0 8 1
4 1 10 0
Dahra S 1 5 0
6 1 5 1
locale 7 1 7 0
5 45 4
Totale des
bandes 54
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Figure 10 : Caryotype en (C-banding) de I’espéce Lens culinarisMedik (génotype
Dahra).

a-Plaque métaphasique

b-Caryogramme

c- Idiogramme. Les bandes colorées en rouge sont spécifiques aux génotypes Dahra et
les bandes colorées en bleu sont communes chez les génotypes : Syrie, Flip et Métropole
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Chapitre 111 Résultats et discussion

v' Caryotypes des Génotypes Métropole et Syrie 229
L ’analysedes différents caryotypes révele beaucoup de variations dans le profil des
chromosomes. En effet, nous constatons la présence des bandes sombres (C+) sur
tous les chromosomes a I’exception du chromosome 6 de Meétropole et le
chromosome 5 de Syrie 229. Egalement, des bandes fines sont marquees sur la
totalité des chromosomes. (Figure 11), donc Les bandes spécifiques sont observées
sur tous les chromosomes sauf le chromosome 5 de Syrie 229.Signalons, aussi la
présence dePaires de satellites localisés sur les chromosomes 3 et 6 de Métropole,
alors qu’ils sont absents chez le génotype Syrie 229. Le nombre totale de bandes
est de 40 chez le génotype Métropole dont 8 bandes centromériques, 24
intercalaires et 8 télomeériques et 39 bandes chez le génotype Syrie 229 dont 1

bandes centromérique, 31 intercalaires et 7 telomériques. (Tableau 6).

.Tableau6 :Nombre et localisation des bandes C sur les chromosomes des

génotypes Syrie et Métropole

Génotypes dulensculinaris
Bandes hétérochromatique-C
Nombre Bandes Bandes Bandes Chromosome
Génotype de la centromériques | intercalaires | télomériques B
paire

1 2 7 1
2 0 2 2
Meétropole 3 3 4 1
4 1 3 2
5 1 3 1
6 0 2 1
7 1 3 0

Totale des bandes 8 24 8 40
1 0 6 0
2 0 5 1
Syrie 229 3 0 4 0
4 0 3 4
5 0 3 0
6 1 5 2
7 0 5 0

Totale des bandes 1 31 7 39
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Figure 11: Caryotypes en (C-banding) de I'éspece Lens culinaris Medik (génotype A: Métropole, génotype B: Syrie).

a- Plaque métaphasique.
b- Caryogramme.

c- Idiograme. les bandes colorées en rouge sont spécifques aux génotype A les bandes colorées en bleu sont
communes chez les génotypes: Flip, Syrie et Dahra.

¢'- Idiogramme. les bandes colorées en rouge sont spécifiques aux génotype B et les bandes colorées en bleu sont
communes chez les génotypes: Dahra, Flip, Métropole et Idlep.
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Chapitre 111 Résultats et discussion

v Caryotypes des Génotypes Flip90-31 et Idlep |
L’analyse en bandes C chromosomes révele peux de bandes sombres et beaucoup de
bandes fines spécifiques sur la totalité des chromosomes. Notons la présence de deux
chromosomes B, chez le génotype Flip (Figure 12).Aussi la présence de paires de
satellites localisés sur le chromosome 3 de Flip 90-31 et sur le chromosome 4 de Idlep
I.Le nombre totale des bandes est 38 chez le génotype Flip 90-31 dont 8 bandes
centromériques, 23 intercalaires et 7 télomériques. Et 36 bandes chez le génotype Idlep

| dont 7 bandes centromériques, 25 intercalaires et 4 télomériques (Tableau 7).

Tableau 7 : Nombre et localisation des bandes C sur les chromosomes des genotypes
Flip 90-31 et Idlep I.

Génotypes du lensculinaris
Bandes hétérochromatiques(C")
Nombre Bandes Bandes Bandes Chromosome B
Génotype | dela | centromériques | intercalaires | télomériques
paire
1 2 4 2
) 2 2 4 1
31 hétérochromatiques

4 1 3 1
5 0 2 2
6 1 3 1
7 1 3 0

Totale des bandes 8 23 7 38
1 1 4 1
Idlep | 5 1 3 0
3 1 3 1
4 0 4 1
5 1 4 0
6 2 3 0
7 1 2 1

Totale des bandes 7 25 4 36

Egalement, nous avons pu mettre en évidence, des chromosomes B

(typehétérochromatiques) chez les génotypes Dahra et Flip 90-31. (Figure 12).
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Figure 12: caryotypes en (C-banding) de l'espéce Lens culinaris Medk (génotype C: Flip, génotype D: Idlep).
a- Plaque métaphasique
b- caryogramme

c- Idiogramme. les bandes spécifiques aux génotype C, les bandes colorées en bleu sont communes
chez les génotypes: Syrie, Métropole et Idiép.

¢'- Idogramme. les bandes spécifiques aux génotype D, les bandes colorées en bleu sont communes
chez les génotypes: Syrie, Métropole et Dahra.
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I11-2 Discussion
L’analyse de la distribution de 1’hétérochromatine constitutive (séquences

d’ADN hautement répétées non codantes riche en bases CG) a révélé quelle se
trouve sous forme d épaisses, sombres et de fines bandes C sur les deux bras de
tous les chromosomes du génome de Lens culinaris.

La comparaison des caryotypes de cing génotypes montre  une grande
hétérogénéité structurale (hétérochromatine constitutive) marquée par des épaisses
et sombres bandes C+ (propres aux génotypes) sur les zonages des chromosomes.
L’analyse inter-chromosomique révele beaucoup de variations au sein des
génotypes et entre les génotypes:

-variabilité inter- génotypes

Le chromosome 1, en comparaison a ceux des autres genotypes,  présente
d’importantes bandes hétérochromatiques supplémentaires observé chez le
génotype Métropole.

Les chromosomes 2, 3, 4, 5 et 7 qui révelent beaucoup de bandes
hétérochromatiques spécifiques sont ceux observes chez le génotype Dahra. Seul
le chromosome 6 du génotype Syrie 229, est le plus riche en hétérochromatine par
rapport aux autres (Figure 13).

Les resultats obtenus, nous a permis d’étudier trois caracteres chez la lentille
cultivée voir (Tableau 8).

Tableau8 : Etude de quelques caracteres chez le Lens culinaris

Caracteres Taux Nombre et localisation Nombre de
d’hétérochromatine chromosome
2 — B
Genotypes S CS | localisation
Dahra 70,3% 3 |1 2 (BC) et 1 proche au 1
(:r: centromére (BL)
o Métropole 60% 2 |0 2 (BC) 0
S Syrie 229 58% 3 |0 |3(BO) 0
@ Flip  90- 55,2% 1 |0 |1 proche  au 2
31 centromere (BC)
Idlepl 50% 1 1|0 1 (BC) 0
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Figure 13 : Polymorphisme hétérochromatique chez le génome de I’especelens

culinaris: Les chromosomes de cing génotypes sont marqués par les bandes C+.
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En effet, Le génotype Dahra montre un surcharge en hétérochromatine constitutve
Les génotypes Métropoles et Syrie229 en sont moyennement riches. Alors que, les

génotypes Flip90-31 et Idlepl en sont pauvres (Figure 13).

-variabilité intra- génotype

Nous avons pu observer une différence structurale remarquable (nombre, intensité
et emplacement des bandes C) au sein des paires chromosomiques 1 et 5. Ceci
signifie que les chromosomes sont marqués par les deux types d’

hétérochromatines.

3

—

7(""

m sm
Chomosomesl Chromosomes 5

Figureld : Détection des deux types d’hétérochromatine (constitutive et

facultative) chez le génotype Dahra

Rappelons que, toutes les variations révelées par le C-banding sont dues
probablement a I’amplification ou a la réduction de la quantité des séquences
d’ADN hautement répétées dans ces régions (Friebe et Gill, 1994, Gill,2009).

Nos résultats, en comparaison a ceux des auteurs (Gaffarzadeh et al., 2007),
sont presque similaires a I’exception ceux du génotype Dahra qui révelent
d’importantes variations des bandes C+ témoignant d’une plus grande richesse en

hétérochromatine.
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La localisation et le nombre des zones vitales des chromosomes (Satellites et
constriction secondaires) sont différent par rapport a ceux observés par les auteurs
(Galasso et al.,. 2001, Gaffarzadeh et al., 2007). Ces derniers ont pu mettre en évidence
une paire de satellite sur le chromosome 4 (bras long proche au centromére) du Lens
culinaris(7génotypes), alors que dans notre cas, les satellites sont situés sur les
chromosomes marqueurs des cing génotypes en positions différentes (Tableau 7).
Egalement, signalons la présence d’une construction secondaire marquée sur le
chromosome 7 (bras court) de Dahra. Dont elle est absente chez les génotypes de
référence. (Abboet al., 1994), (Kumaret al.,2001) et (Galasso et al.,2001)ont signalé la
présence d’un organisateur nucléolaire (N.O.R) sur le chromosome 4 par hybridation in
situ, en utilisant la sonde (pTa71). Les satellites sont toujours associés aux organisateurs

nucléolaires (N.O.R) qui codent pour les génes ribosomiques.

Contrairement aux auteurs (Galasso et al. 2001, Gaffarzadeh et al. 2007),
nos résultats montrent, 1’existence des chromosomes B, observés chez les
génotypes Dahra (en nombre de 1) et Métropole (en nombre de 2). D’apreés la
littérature, (Sarvella 1959;Stebinn, 1971, Amirouche, 2007, Hammouda
etkhalfallah, 2008 ; 2013, 2015), deux facteurs jouant un réle important dans
I’adaptation du végétal aux Conditions difficiles du milieu:

Le taux d’hétérochromatine et le nombre des chromosomes B.

A I’issu de nos travaux, nous pouvons retenir que :
e Chez la lentille cultivée, Un pourcentage de polymorphisme hétérochromatique
intra et inter-génotypes 60% est décelé dans les profils des bandes, témoignant

un taux important d’ hétérochomatine C+. (Tableau 9).
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Tableau 09 : Pourcentage des polymorphismes htérochromatiques détectés par

les bandes C chez I’espéce Lens culinarisMedik.

Bandes
Bandes hétérochromatiques polymorphes
Polymorphisme
Bandes | Bandes | Bandes | Chromosome | Nbre %
, C I T B Totale
Génotypes
Dahra locale 5 45 4 1 54 70,3%
Métropole 8 24 8 / 40 60%
[0)
Syrie 229 1 31 7 / 39 58%
[0)
Flip90-31 8 23 7 2 38 55,2%
[0)
Idlepl 7 25 4 / 36 50%

% de polymorphisme totale = (Nombre totale des bandes polymorphes de
toute les génotypes /Nombre totalede bandes C) x100 (Bushreen, 2007).

% de polymorphisme totale =124/207 x100

% de polymorphisme totale =60%

e -la présence des satellites et construction secondaires localisés sur des
chromosomes marqueurs, renfermant des zones (N.O.R) codantes pour les
genes ribosomiques

e le génotype Dahra serait trés adapté aux conditions climatiques

défavorables, par rapport aux autres génotypes
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Conclusion et perspectives

Conclusion :

L’analyse chromosomique des génotypes de cette espéce a montrée des
variations structurales inter et intra-génotypique, selon les critéres qu’on a choisi
pour les identifier et les caractérisés (génotypes), citons: la distribution de
I’hétérochromatine d’ADN et la présence des satellites ainsi que le nombre des
chromosomes B, ce qui caractérise le genotype Dahra, signalons que ce génotype
présente un taux de polymorphisme majoritaire par rapport aux autres génotypes,
des bandes hétérochromatiques épaisseet intense, présence des satellites ( 1ér el la
2¢éme paire),un chromosome B ainsi qu’une construction secondaire, se qui la

rendre un génotype modéle pour I’espéce Lens culinaris Medik.

La présence des satellites est remarquable chez les génotypes Métropole, Syrie
et Idlep, notons 02 chromosomes B pour le génotype Flip, I’analyse révéle aussi que

ces génotypes sont moyennement riches en hétérochromatine.

Cette hétérogénéité observés chez Lens a montrée un taux trés élevé en
polymorphisme ce qui présente un intérét majeur al’échelle économique et
agronomique,car cette richesse en Hétérochromatine et chromosome B se traduite
sur le champ par une  adaptation et une résistance face aux facteurs

environnementale défavorable.



Conclusion et perspectives

En perspectives, nous souhaiterons d’envisager d’autres techniques modernes et

moléculaires tel que :

- Marquage au Fluorochrome-banding, qui permet de mesurer I’effet de

I’hétérochromatine sur la quantité d’ADN.

- Marquage au N-banding pour localiser les régions organisatrices nucléolaires
(N.O.R) qui codent pour les genes ribosomiques

- L’hybridation in situ (FISH) pour localiser les genes ribosomaux et mettre en
évidence des mutations de type translocation ou inversion.
-La technologie de RAPD et RFLP pour étudier la variabilité génétique des génes.

Enfin, établir une cartographie génétique des génes ribosomiques et chromosomes

marqueurs.
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