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Introduction

I ntroduction

L’olivier symbole de paix et de pérennité gré@cene longevité hors du commun, il fait
partie de la vie des civilisations méditerranéerdegauis tres longtemps. Il a toujours répondu
a de nombreux besoins essentiels du quotidienrastacnment I'huile produite a partir de son
fruit qui est 'une des huiles les plus priséesason de ses qualités nutritives, cosmétiques et
thérapeutiques. Il est considéré donc comme étaat plante aromatique et médicinale,
réservoir de composés naturels aux effets bénéfique

En Algérie I'olivier constitue la principale esge fruitiere plantée, et plus particulierement
en Kabylie ou se concentrent les deux tiers dueresligicole national.

Malheureusement, la branche oléicole algérieareesse de se dégrader et cela est di aux
vergers caractérisés par une grande hétérogémgsiéga’a la production faible et irréguliére
qui est liée au vieillissement des oliviers (40%lidier, dans les vergers nationaux ne
produisent plus), ainsi que les pertes dues augngies et aux multiples maladies qui
I'atteignent (Trad et al., 2008).

Pour faire face a ces problemes, I'Algérie aadtiéée par I'application des biotechnologies
afin de moderniser le systeme de recherche agrajuemi

Dans ce cadre il est intéressant d’étudier lHiptigation in-vitro de I'espece végétaldiea
europea L .) var. Chemlal afin de résoudre les problénmesontrés avec les méthodes de
multiplication classiques.

La cytogénétique fait le lien entre la cytologida génétique. Elle regroupe un ensemble de
méthodes de laboratoire permettant d’affiner I'étde la taille, de la forme et du nombre des
chromosomes en mitose et en méiose dans les popglaiaturelles et expérimentales (Jahier
et al.,1992).

Les études cytogenétiques sur l'olivier sont pembreuses. Les premiéres investigations
par les énumérations chromosomiques, sur touseedpeces du gen€iea : O. europaea
(ssp.europaea et sspruspidata), O. capensis, O. paniculata, O. dioica etO. salicifolia, ont
révélé un nombre chromosomique diploide de 2n=2x&reen et Wickens., 1989). Suite
aux études du génome par la cytométrie en fluxeetnharqueurs moléculaires (SSR) du
complexe d’olivier Qlea europaea), (Besnard et al., 2008), ont pu mettre en évidetes
nouveaux nombres chromosomiques polyploides de 2194 (tétraploide) et 2n=6x=115
(hexaploide) chez les deux sous espeeessiformi etmaroccana respectivement.

L'objectif principal de notre travail est d’éualr la diversité génétique par une approche
cytogénétique basée sur I'étude du nombre chromiose, I'établissement des caryotypes et
leurs caryogrammes correspondants, I'étude des adempents des chromosomes dans les
meéioses polliniques de cette variété locale ddavial, (Olea europaea L.) var. Chemlal
échantillonnée dans la région de la Kabylie. Afie donnaitre, la structure génétique,
ameliorer la gestion et la conservation des resssugénétiques de cette espece en Algérie.




Introduction

Outre que I'introduction et la conclusion, le maaiit est structuré en trois parties :

Dans la premiere partie, nous décrirons cette espeexposerons quelques notions
sur la culture in-vitro (CIV) et la cytogénétique.

Dans une deuxiéme partie, nous présenterons leielatégétal utilisé et les méthodes
expérimentales appliquées.

Une troisiéme partie, est consacrée régultats de regénération des embryons par
culture in-vitro, I'étude caryologique appréheng@e des dénombrements chromosomiques,
par la réalisation des caryotypes et des caryogesmifidiogrammes) ainsi que les

appariements chromosomiques au cours de la méidigaque.
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Chapitre I Généralités

1. Origine et expansiorde la culture de I'olivier

L'olivier a une origine trés ancienne. Son apparition etudre remonteaient a la
préhistoire ; mais nous ngouvons déterminer avec certitude la voie de sguamsion
progressive et intermittente au cours du tempsigkert et Brouss 1978)

La culture de I'olivier a pare-il commencé vers 4800 Av.J en Chygkeukas et limbas in
Ennajeh, 2008).L'originele I'espéce n’est pasen établie, toutefois on supp qu’elle soit
de I'Asie mineure ensuite elle a diffusé vers I'Afrique du Nord,déninsule Ibérienne et
reste de I'Europe (Denney et Eachern in Ennaje®g).

DE CANDOLLE pense que la plte est originaire de Syrie, st la thése la plt
fréiquemment retenue. De la I'expansion de la celwiéicole se fit d’Est en Ouest et
répandit dans tout le Bassin Circ-Méditerranéen (Loussert et Brousse, 1¢

2. Air de répartition de l'olivier
2.1. Dans le monde

La culture de I'olivier est répartie sur les ciraptinents occugnt une surface tota
d’environ10 Millions d’hectares. Mais elle reste surtoutdméinante dans la zol
Méditerranéenne ou on trouve 95% des 900Milliomdivd'ers cultvés dans le monc(Fig.1)
(Simantirakis in Ennajeh, 20).

Bulgarie

Portugal \
Maroc ¢

s

Aire de culture
de l'olivier

Figure 1 : Répatrtition de I'olivier dans le mon (Argenson eél., 1999).
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2.2. En Algérie

La surface oléicole en Algérie atteint les 310 0088, auxquels il faut rajout
110 000 ha qui sont entrés en production a parti 2008 (Bensemman2p09.

L’oliveraie algérienne se répartit sur trarégions I'Est, I'Ouest etel Centre qui est la
région la plus importante a I'échelle nationale fdit qu’elle s’étle sur une superfici
d’environ 110 200 hdFig.2), répartie entre les wilayadont on trouve plusieurs variét
citant la variété Azeradj, Limli, Bouchouk, Sigoisi la vaiété Chemle Cette derniére est
essentiellement cultivée en Grie Kabylie et représente envirdd% des oliviers cultivés ¢
Algérie (Loussert et Brousse, 197

SIGOI
o ZI‘I‘CH...SI'\JEE[TLENHCENP i LINILI

== CHEMLALI === BOURICHA,

= CHEMLAL RAA HAMR A, I
99 BLANQUETTE 222 O.DU GUERGOUR ||
.+ ROUSSETTE i1 O.DIVERSES

Figure 2 : Répartition géographique des variétés d’olivier!’Afrique du
nord (Loussert et Brousse,1978 ).

3. Caractéristiques

3.1. Caractéristiques botanique:
L’olivier appartient a la famle des Oléacées (Argensoragf 1999).
L'especélea a longtemps été subdivisée en deux -especes :

» Oleaeuropaea L. subsp. europaea ou olivier cultivé, constituéyragrand nombre ¢
variétés améliorées, multipliées par bouturagearsgpeffage

* Oleaeuropaea L. subsp. oleast¢(Hoffm. et Link.) Fiori, qui est parfois classé com
une variété botaniqude I'especeOlea europaea L.var. sylvestris Mill. wu comme une
espece a part entie@ea oleaster ( Hoffm. et Link.).
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Généralités

Un plan général de la classification systématidgs Oléacées est reproduit sur la figure 3.

Famille Oléacées

Genre Olea

Sous-genre Olea

Section Ligustroides Section Olea

Olea Olea Olea

capensis woodiana lancea

Olea europaea

Sous-espéces

Autres sous-genres,
taxons non détaillés

europaea

Laperrinei

cerasiformis

guanchica  maroccana

cuspidata

Figure 3 : Taxonomie du genr®lea (Oleaceae) (Breton at., 2006).

3.1.1. Systématique

D’aprés la systématique APG, la hiérarchie taxomomide I'olivier est la suivante :

Embranchement
Sous-embranchement
Classe
Sous-classe
Ordre
Famille
Genre
Espece

Série

. SpermggHy

: Angiospermes

Dicotylédones.

efigie.

Lamiales.

: Oleacées.

: Olea.

Olea europaea.

: Sativa.
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3.2. Caractéristiques morphologques
3.2.1. Description générale de I'arbre

L’olivier est un arbre a feuillage persist dont les dimensions etiarme varient avec le
conditions climatiqueda hauteur peut atteindre 12 a 1 (Argenson e#l., 1999)

C’est un arbre tres résistant, gontinue a pousser et a produire des olives méneway
tronc creux et complétement déformé par 'age & 2009).

Si le tronc disparait par vieilliement, les rejets se développant a sa base as#sa
pérennité et redonneront un nouvel a (Loussert et Brousse, 1978).

36 a 50 ans

Branche
secondaire

Branche principale
Tronc

Collet Drageons

Figure 4 : Les principales parti de I'Olivier Olea europea L. adulte (Argenson eal., 1999).

3.2.2. Systéme racinaire

Le développement du systeme racinaire de I'arkireugtoutfonction des caractéristiqu
physicoehimiques du sol. En fait, I'clivier adaptera sgsteme racinaire a la profondeur
sol, suivant sa texture et sa structure (Louss@taisse, 197¢
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Les jeunes plants issus de boutures présentenysténteracinaire trés développé av
trois ou quatre racines dominantes, pourvues dhportant cheve! (Fig.5) (Argenson e8l.,
1999).

1) (2)
Figure 5 : Développement du systerracinaire de I'olivier{ Loussert et Brous, 1987).
1) Germination du noyau d’olivi.
2) Evolution du systéme racinaire d’un olivde semis :
A- Systéeme racinaire a la plantati
B- Systéme racinaire seconds
C- Nouvelle racine émise a partir des excroissadu collet (souchet)
3.2.3. Systéme aérien
3.2.3.1. Tronc

Le tronc des jeunearbres est droit et circula. Avec le vieillissemer, il se forme en
donnant naissance a des cordes. La hautetronc varie d’'une zone de cure a une autre
(Argenson etl., 1999). Il peut atteindre 3 a 5 metres de hautétméme 12 metres et pl
s'il est laissé a I'état sauvageoyer, 2000).
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3.2.3.2. Branches

Ce sont de grosses ramifications destinéesrraefola charpente de I'arbre dont on
distingue deux types :

* Les branches méreu également appeléebarpentiéres maitressesqui prennent
naissance sur le tronc.

* Les branches sous-meéresu sous-charpentierese développent sur les charpentieres
en portant les rameaux feuillés et les rameautifenes (Loussert et Brousse, 1978).

3.2.3.3. Rameaux

Les rameaux sont des pousses feuilléeslodgueur de quelques dizaines de
centimetres suivant la vigueur de l'arbre et dedeaété. lls sont délimités a leur base par un
entre-nceud trés court (Loussert et Brousse, 1978).

3.2.3.4. Feuilles

Les feuilles sont dites « opposées ». Leumf@est court. Elles sont étroites, allongées,
enroulées sur les bords, coriaces. Elles mesu8eén8 cm selon la variété. La face supérieure,
vert foncé ou vert-gris luisant, est recouvertend'@&paisse cuticule ; la face inférieure, de
couleur argentée, est couverte d’'un duvet de petils qui peuvent retenir la plus infime
guantité d’humidité. Elles restent en place envidamns et se renouvellent donc par tiers tous
les ans (Polese, 2009).

3.2.3.5. Inflorescences et fleurs

L’olivier produit deux sortes de fleurs, une padagui contient les deux sexes male et
femelle et une staminée (Bernieakt 2006).

Les inflorescences sont de type grappes langtilexueuses, pouvant comporter de 4 a 6
ramifications secondaires (Loussert et Brousse8JLl2és fleurs sont blanches, toutes petites
rassemblées en grappes (Anginot et Isler,2003aiasklle des feuilles (Polese,2009).Elles
sont régulieresgénéralement hermaphroditesec une formule florale tres simple,

4 sépales + 4 pétales + 2 étamines + 2 carpéligs] (Loussert et Brousse,1978).
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Figure 6 : Fleur d'olivierouvertt (Soudani, 2016. Serre d€"fakoub-Bougdal, Complex
Biomédical Université Mouloud Mammeri, Ti-Ouzoy 2016)

A : Anthéres.
B : Pétale.

C : Fleur.

3.2.3.6. Fruit

Le fruit est une drupe charnue, ellips¢, a noyau. Sa forme est trés variable suivan
variétés. L'olive est généralement allongée et@vsbn diamétre est compentre 1 et 3 cm
(Argenson etl., 1999).

L’épicarpe reste trés attaché au mésocarpe (pufp@)aturation, il passe de la coule
vert tendre, da couleur violette ou rouge puis a la coloratimirétre (Loussert et Brous
1978). La coloration se fait de I'extérieur vers l'intéuredu fruit (Anginot et Isler, 2003

L’endocarpe (noyau) fusiforme est trés dur portare série de sillons longitudinaux. Il
divise en deux loges inégales et ne renferme quamé graine a altmen : 'amandon
(Argenson etl., 1999).
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» péricarpe

. —» mésocarpe (pulpe)

;;'}': vl endocarpe sclérifié

tégument de la graine

v

- albumen
coytlédons

axe hypocotyle et

vy

embryon
radicule

Figure 7 : Coupe schématique du fruit (drupe) (Loussert etiBse,197¢.
4. Caractéristiquesphysiologique:
4.1. Cyclevégétatif annuel de I'oliviel

Le cycle annuel de développement est en étroitdioal avec les conditions climatiques
'année et de la région

4.1.1. Repos hivernal

C’est une période de ralentissement de l'activiégétative, qui s’étale de novembrt
février (Loussert et Brous: 1978) . Les premiers travaux de HARTMANN (1953)
LOUSSERT et BROUSSE (1978), ont mis en évidence I'action likesses températures.
effet, la floraison et la fructification sont ditement proportionnelles a la quanide froids
hivernaux enregistrés (FigR).

4.1.2. Floraison

La floraison est I'épanouissement complet de larfl&lle se déroule en N-Juin, chez
I'olivier lorsque les conditions de températura®tumidité sont favorables (Argensonal.,
1999). (Fig 8- B,C).

4.1.3. Pollinisation

Pour une bonne fécondation des fleurs, la distdeadispersion du pollen détre voisine
de 150 a 200 m pour unkirée de vie ¢ quelques jours (Argensonait, 1999)

10
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4.1.4.Nouaison et grossissement du uit

Aprés lafécondation, I'ovaire se développe et grossit, @ngde le fruit est noué. L
nouaison des olives dépend des conditions climasigue taux de nouaison stable est at
6 & 7 semaines apres laipe floraison (Argenson al., 1999) (Fig 8D, E, F).

4.1.5.Maturation et maturité

Chez I'olive on considére en général deux phases ou dgpgs de maturatio : la
maturation verte, caractérisée par une diminuteschlorophylles, et la maturation noire
I'apparition des anthocyas (Argenson €al., 1999).

Figure 8 : Cycle végétatif annuel de I'olivier (Argensonal., 1999).

11
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5. Culture in vitro (CIV)
5.1. Définition

La culture in vitro ou micropropagation de pgssont des cultures d’explants de plantes,
de cellules sur un milieu nutritif artificiel, eromditions stériles, dans un environnement
contr6lé et dans un espace réduit. C’est donc uéthade pour maintenir et cultiver
indéfiniment des plantes sur des milieux nutriéifsificiels (Zryd, 1988). Les techniques de
culture in vitro doivent toutes leur extension awmier principe de la propagation des
végétaux : la totipotence, dont les cellules iraghciées sont capables de se développer en

plante entiere. Concept énoncé par HABERLAND en2]198st a l'origine méme du
fondement de la culture in vitro (Augeaét, 1989).

5.2. Historique

Les premieres tentatives pour maintenir en sudeés organes vivants isolés datent de plus
de 130 ans (Auge, 1989). La multiplication in vigst basée sur le concept de totipotence
cellulaire ; Ce concept énoncé au début de ceesi@®02) mentionne I'autonomie de la
cellule végétale et sa propriété a produire unetelantiére. Elle posséede toute I'information
génétique nécessaire a régénérer une plante esteie les conditions favorables a son
développement. Cette hypothese énoncée des 190RIABERLAND, ne sera démontré
gu'en 1950 par STEWARD et son équipe, lorsqu’iidiendront les premiers « embryons
artificiels » ou embryons somatiques a partir deiles de carottes qui évolueront par la suite
en jeunes plantules (Augeat, 1989; Zryd, 1988 ; Margara, 1989 ; Boxus, 19€®)puis la
culture in vitro a connu plusieurs étapes décisiggsont permis de mettre au point des
techniques de plus en plus performantes graceravaux de plusieurs chercheurs comme
Nobecourt. White Hilderbrandt. Murashige et Skquayticulierement aprées la découverte des
régulateurs de croissance végétale qui révolutieméda culture in vitro (Vasil, 2008).

5.3. Avantages de la culture in vitro

La production de vitro plants pouvait se substituést méthode de microbouturage avec les
avantages suivants :

* la possibilité de conservation de ressources vigetd faire une banque de génotypes
et réaliser ainsi des plantations en dehors dérage de croissance (Léat, 2002).

* l'amélioration des conditions sanitaires par lehieques de cultures in vitro souvent
associéees a I'éradication des viroses (Sibi ,1981).

» la propagation végétative des espéeces qui ne fieddgras ces capacités en conditions
classiques (Sibi, 1981).

bY

* la multiplication rapide, est due a l'augmentatide diffusion cellulaire par ces
techniques (Yakoub-Bougdal, 1984 ; Snetfal.,1985 ; Collet et LE, 1988).

» lafacilité de leur transport d’une région a l'autu d’'un pays a l'autre.

12
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5.4. Inconvénients de la culture in vitro

Le principal inconvénient de la culture in vitra és risque de I'érosion génétique (Zryd,
1988). Cependant la culture in vitro connait d'asiinconvénients :

» la vitrification, certains accidents non prévistbbu départ peuvent intervenir au cours
de la culture in vitro, comme les malformationsslaaun déséquilibre hormonal.

» la perte de caractéres intéressants : la produdpétée d’'un grand nombre de plantes
uniformes, clones qui peuvent provoquer la perteailactéres nécessaires.

* l'acclimatation, le passage a des conditions deiihormales est parfois délicat. En
effet, durant son séjour in vitro la plante estbri du stress.

» I'apparition d’anomalies génétiques : certains dayperfloraison, perte de sexualité
chez certaines especes, apparition d’organes aogrmeeprésentent «la variation
somaclonale».

5.5. Techniques de réalisation de la culture in vib
5.5.1. Conditions d’asepsie

L’asepsie est la premiere condition pour la réasditine culture, ce qui implique une
stérilisation des tissus, un prélevement aseptignsi que la réalisation des conditions
permettant le maintien a I'abri des contaminationgrobiennes et fongiques (Yakoub-
Bougdal, 2005).

5.5.2. Milieu de culture

Un milieu de culture est une solution aqueuse cemgt des sels minéraux, des
substances organiques, et éventuellement des tégrdade croissance, cette solution est
solidifiée par la gélose (Auge @t, 1989 ; Yakoub-Bougdal et., 2000).

5.5.2.1. Sels minéraux

Les milieux de culture sont différents esiliement par leur concentration en sels, les
exigences de ces derniers varient avec I'espeamtlae du tissu et son état physiologique
mais aussi avec le mode de culture et le type diaygenese. Parmi les éléments nécessaires
a la vie de la plante, on distingue généralemestni@croéléments et les microéléments
«oligoéléments» (Margara, 1989 ; Yakoub-Bougdal et1998).

13
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5.5.2.1.1. Macroéléments

lls sont généralement utilisés en grande qiégarde I'ordre de 50 a 400 mg/l. Le carbone
(C), l'oxygene (O) et I'hydrogene (H) constituentep de 95% de la matiere séche. Les
macroéléments nécessaires a la croissance sanbtel (N), le phosphore (P), le potassium
(K), qui entrent dans la constitution des protéigiedes acides nucléiques.

Le magnésium (Mg), le souffre (S) et le calcium )@#erviennent dans le maintien de
I’équilibre entre cations et anions dans la plgMargara, 1989).

5.5.2.1.2. Microéléments

lls jouent un rdle essentiel dans les mécanismeynegitiques comme activateurs ou
constituants des coenzymes. Les principaux sanferl (Fe), le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le
manganese (Mn). A ces éléments sont associésHKel rf\di), I'iode (1) et I'aluminium (Al).
Le fer est apporté sous forme chélatée (Fe-EDTAWr péviter sa précipitation
(Margara,1989).

5.5.2.2. Substances organiques
5.5.2.2.1. Source du carbone

Pour la culture in vitro, les sucres rempldsdeux fonctions principales dans le milieu de
culture : source d’énergie car la plante n’est pasore arrivée a satisfaire ses besoins
énergétiques et le maintien du potentiel osmotpeetissus (Zryd etl., 1988). En général,
le saccharose constitue la meilleure source deonarbmais on peut dans un cas particulier
utiliser d’autres sources tels que le galacto$e leictose (Téoulé, 1993).

5.5.2.2.2. vitamines

En culture in vitro certaines vitamines sont falbea aux croissances des tissus (Téoulé,
1993). De ce fait, il n'est pas exclu que le mandeecertains d’entre-elles puisse étre un
facteur limitant du phénomeéene d’organogenese (Margda989). Les vitamines les plus
frequemment utilisées sont : la thiamine HCL, laigyxine, la biotine, legpantothénate de
calcium et le myo-inositol autrement dit des vitags de groupe B (Gautheret, 1977).

5.5.2.2.3. Acides aminés

lIs sont apportés au milieu de culture, soit enamgé ou individuellement dans le but de
favoriser 'organogenese et la prolifération dds ¢slargara, 1989).
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6. Cytogénétique

Les analyses cytogénétiques visent a étabtiohebre chromosomique, le niveau de ploidie
et I'établissement des caryotypes au cours detiasmet de la méiose, afin de développer les
stratégies de maintien et d'exploitation des resssuphytogénétiques (Mujeeb-Kaziatt
2007).

6.1. Mitose et nombre chromosomique chez les plaste

La mitose est 'ensemble des étapes que savene cellule au cours de la division
cellulaire, apres une longue phase de synthése M, Adppelée interphase (Fig. 9), (Albert,
2009).

6.1.1. Différentes phases de la Mitose
6.1.1.1. Prophase

Au cours de cette phase le noyau devient volamin Les chromosomes sont filamenteux
et ont deux chromatides liées par leur centrormeénsj I'appareil mitotique est mis en place
avec Le cytoplasme, ou il y a un début de fornmatia fuseau achromatique a partir d’'un
diplosome (paire de centrioles), qui sont disposresieux points opposés par rapport au

centre du noyau.
6.1.1.2. Métaphase
Elle se caractérise par :

La condensation maximale des chromosomes, laipgroent et la migration des
chromosomes sur la plaque équatoriale, la sépardés deux chromatides sauf au niveau du

centromére et I'obtention de chromosomes de foranggoliere én X).
6.1.1.3. Anaphase
Elle se distingue par :

Le clivage des centroméres, la séparation des dawmatides de chaque chromosome et

la migration des chromatides sceurs vers chaquededkecellule
6.1.1.4. Télophase
Elle se caractérise par :

La décondensation des chromatides répartiedeem lots identiques pour redonner la

chromatine ainsi que la reconstitution de I'envel®pucléaire et réapparition du nucléole.

15
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6.1.2. Morphologie et structure du chromosome métaphasiqt

D’aprés Callen (2005), thromosome métaphasique est constitué ( zone de
constriction primaire dénommeée centromeére qui Bgiaint de liaison des deichromatides
sceurs, qui contient le kinetochore, centre d'osgditin des microtubules responsable ¢
fixation des chromosomes au eau mitotique lors de la mitose (Fig.10).

chromatides sceurs K\

A" télomere

WY R E—Dbras
e A N du chromosome
constriction )

primaire \ R NS kinétochore

oY microtubules
it RGN kinétochoriens

constriction —— =
secondaire

il r : télomere

o 1,4 PN
chromosome métaphasique

Figure 9: chromosome métaphasique (Callen, 2005)

La position du centromere permet de distingqquate types de chromoson (Fig. 11) :

» Chromosomes acrocentriqgi: le centromére est plus proche de l'une des «
extrémités (les télomeres) le bras court est trek

» Chromosome télocentriqt: préseng un centromere tres proche de ses télon
» Chromosomes sulmétacentrique: le centromeére est presque en position centrate
chromatides de ce chromosome présentent des blasgieur inégale (un petit br

«p» etun long bras «q

» Chromosomes métacentriques : le centromere esistion centrale (Positio
meédiane) ce qui lui donne des bras de longueuu s égal
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n AR KRN

A B C D

Figure 10: Présentation schématique des différents typehienosome (A :

acrocentriques B: télocentrique, C : sub-métamprés et D: métacentriques).

6.1.3. Variation du nombre de chromosome chez lesaptes

La variation chromosomique est trés répandue @seplantes. Elle contribue souvent a des
barriéres génétiques ou flux génique qui existeniteeles espéces, donc joue un role tres
important dans la diversification des especes (,e2000). Selon Gorenflot et Raicu (1980),
le nombre de chromosomes et la teneur en ADN muointree tres grande variabilité chez les
plantes a fleurs (spermaphytes). Le cas par exempld'espéceHaplopappus gracilis
présente un nombre chromosomique de 2n=4, tandisleGraptopetalum pachyllum a
2n=540 et I'exemple dd.ilium henry qui posséde 25 fois plus d’ADN dArabidopsis
thaliana.

6.2. Méiose et appariement chromosomique

La méiose est un processus qui se déroule aauides cellules germinales, au cours
duquel il ya différenciation des gametes malesetdlles a (n) chromosomes. Elle implique
la succession de deux divisions consécutives dawnay une seule phase de réplication de
son ADN (Hebert, 1988).

Selon ce méme auteula méiose (Fig. 12) se divise en :
6.2.1. Méiose KDivision réductionnelle)
6.2.1.1. Prophase |

C’est la plus longue phase, elle comporte cindestauccessifs
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6.2.1.1.1. Leptoténe
Individualisation des chromosomes qui compor2eciiromatides
6.2.1.1.2.Zygoténe

Début de I'appariement des chromosomes homotogae la mise en place du complexe
synaptonémal. Ce phénoméne d’appariement est appgh@psis, il se fait par les

Kinétochores et concerne tous les chromosomes.
6.2.1.1.3. Pachyténe

Dans ce stade, nous observons un raccourcisseraenthdomosomes qui deviennent plus
épais. Ensuite, chaque paire de chromosomes hooedagppariés en bivalent dont chaque
bivalent comportant quatre chromatides est apgtiade.

6.2.1.1.4. Diploténe

Les chromosomes homologues se séparent, maés sggiaration n’est pas totale car les
deux chromosomes homologues restent associées @n plasieurs points appelés chiasmas

au niveau desquels deux des quatre chromatidesexsrisent et font ainsi le crossing-over.
6.2.1.1.5. Diacinese

La condensation maximale des chromosomes, ou chaigakent adopte une configuration
particuliere suite d’'une rotation qui dispose leznd homologues dans des plans qui sont
alternativement perpendiculaires les uns aux gusrgse les chiasmas successifs. A ce stade

disparaissent les complexes synaptonémaux.
6.2.1.2. Métaphase |

Cette phase se distingue par la disparition devéEppe nucléaire et le nucléole, la
disposition des bivalents sur la plague équatqrialenise en place d’'un fuseau de division
analogue a l'appareil mitotique ainsi que la dspon des centroméres de chaque bivalent

de part et d’autre de la plaque équatoriale a adjsiance de celle-ci.
6.2.1.3. Anaphase |

Elle se caractérise par une séparation des chranmesshomologues au niveau des chiasmas

et la migration de chacun des deux homologues aguehbivalent vers un péle.
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6.2.1.4. Télophase |

Selon les casil y a reconstitution d’un noyau interphasiquéseun processus analogut

la télophase dmitose, ou bien amorce immédiate de la secondsidivide la méios

6.2.1. Méiose Il (Division équationnelle

Elle estsemblable a une mitose ordinaire, rien qu chromosomes clivés sodupliqués
au cours de la prophase I.

LA MEIOSE ASSURE LE PASSAGE DE LA DIPLOIDIE A L'HAPLOIDIE

@ appariement des
3 chromosomes homologues

chaque paire se
place a I'égquateur

_____ == @ individualisation du fuseau de division

des chromosomes (2n)

‘4 cellules an mmes

Figure 12 : Les différente phases de la méiose (Hebert E,
1988)
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Partie I. Culture in-vitro
1. Matériel végétal

La figure 13 montre des olives sur I'arbre adultes olives sont récoltées en Décembre
2015 (fig.14), d’'une maniére aléatoire sur diffésenliviers 4gés d’une dizaine d’années dans

la région de Sanana, Commune de Draa-EI-Mizan,y&/itge Tizi-Ouzou.

Figure 13 : Olives récoltées en Décembre 2015.
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Une fois récoltées, les graines sont débarasséesiidpulpe (figl5), nettoyées. Séchées

conservées dans des bocaux.

Figure 14 : Olea europea L. var. Chemlal. D’aprés YakouBougdal (200t ; (a) : Fruit ; (b) :
Graine avec I'endocarpe ligni ; (c) : Graine contenant I'embryon.

2. Matériel de laboratoire

Une hotte a flux laminaire horintal équipée d’U.V, chambre de culture, étuve, clave,
ditillateur, Bec benzén, plaque chauffante pourvus digitateur, alance analytique d’ur
précision au @ millieme de gramme (0,0001)alance électronique,pinces droites longue
courtes, scalpel, pissette, verrerie ( béchersngrmeye tubes a esgapipettes graduées)
notant aussi les boites de pétri utilisées durarpérimentation sont de 7cm de diamétr:
1cm de hauteur, papier krdfitm alimentaire, papier aluminium, @m et papier buvar(

3. Protocole expérimental

Le protocole éxpérimedt consiste a la mise en germination des embrytiwidr (Olea
europea var. chemlal,apres stérilisation et imbibition, sl milieu de base ;o (Murachige
et Skoog ). Aprés la germinatiotes racines obtenues en culture ifmevvont étre excisée
puis utilisées en cytogénétiqt
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4. Technique expérimentale
4.1. Condition d’asepsie totale

La stérilisation est la condition la plus imporemour la réalisation de la culture in-vitro.
Pour cela tout le matériel utilisé est stériliségseusement pour éviter le maximum de

contaminations (Fig.17).

Figure 15 : Stérilisation du matériel dans une étuve a 127°c .

Les graines de I'olivier sont débarrassées dereyau (endocarpe lignifié), puis lavées a
'eau courante additionnée d'un détergent commeré&fes sont ensuite trempées dans
lalcool 70°, puis désinfectées avec une solutidmypbchlorite de Na, suivies de trois
rincages dans de I'eau distillée stérile (Fig.18).

Figure 1€ : Stérilisation du matériel végétal sous une hoftexalaminaire horizontal.
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4.2. Imbibition du matériel végétal

L'imbibition est une étape qui permet une sépanadisée de I'embryon de sa graine. Elle se

déroule sous une hotte a flux laminaire horizontal.

Nous préparons les boites de pétri pour l'intibi en les tapissant de coton et de papier
buvard, imbibées d’eau distillée stérile et mis€awtoclave pour la stérilisation.

Nous plagons 5 graines par boite de pétri @g.lgui seront scéllées avec du film
transparent puis elles sont mises dans la changbcaltlre réglée a 25°c +2.

Boite de pétri tapissée du coton
imbibé d'eau distillée stérile

Graines Stériles

Figure 17: Graines mises a imbiber dans une chambre de edltarmostatée.

4.3. Préparation du milieu de culture

Nous avons démarré avec le milieu de culture;gMBiilieu de base) pour la mise en
germination des embryons d'olivier. Ce milieu faiartie du projet de collaboration de
I'Université Pierre et Marie Curie (Paris VI), dép2009.

Ce milieu de culture est un milieu nutritif &iiel constitué principalement d’eau, de sels
minéraux (macroéléments, microéléments), d’élémerganiques (saccharose ou glucose),
de vitamines ou toutes ces solutions sont solekfiavec de la gélose (agar). Le tableau 1
constitue les éléments composant le milieuMS
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Tableau 1 : Composition du milieu Muraschige et Skoog (MS)G2Pen macroéléments,

microéléments et en vitamines (Yakoub, 2016).

Macroélémen | MS Microéléments | MS Vitamines MS Solution de MS
ts mg/l (1962) | mg/l (1962 | mg/l (1962) fer cheélate (1962)
) (mgl/l)
CaCl,2H,0 332,02  CoCb, 6H,0 0,025 | Glysine 2 NaEDTA | 40,5
KH,, PO 170 CuSQ, 5H,0 0,025 | Inositol 100 FeSUH,0O | 27,85
KNOs 1900 ZnSQ, 7TH0 8,6 Acide 0.5
nicotinique
MgSQO, 7H,0 180,54 | HBO, 6,2 Pyridoxine 0,5
NH4NO3 1650 Kl 0,83 | Thiamine 0,1

MnSQ, 4H,0 16,9
NaMoO,, 5SHO | 0.25

Le milieu de culture est réparti dans des tubessai qui sont ensuite scéllés avec du coton
hydrophile et couverts du papier aluminium afinvitér toutes contaminations.

4.4. Ensemencement des embryons

L’ensemencement doit se réaliser sous une lsbéide préalablement nettoyée (fig.20).
Apres imbibition des graines, nous avons extraitdebryons grace a une double incision de
la partie radiculaire de la graine (Yakoub-Boug@&l05) (fig.21). Les embryons a leur tour
sont ensemencés dans des tubes a essai contemdrw2thilieu de culture (M) (fig.22) ,

puis transférés dans une chambre de culture ragtée2°c .

Pendant cette étape, nous avons effectué B etda nombre d’embryons ensemenceés a
chaque essai est de 24.
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Figure 18 : Hotte a flux laminaire horizonte préalablement rttoyée.

1 : Pinces et scalpels stérilesuverts du papier, : Bécher contenant de l'alcool®, 3 : Eau
distillée stérile, 4 Béchers stériles, : boites de pétri stériles, 6 : filalimentair« stérile, 7 :
Boites de pétri contenant les (nes, 8 : Tubes a essai avearidieu de culture9 : Pissette

remplie de I'alcool 70°, 10Bec benze.

Figure 19 : Réalisation de la double incision en conditionsilst®
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Figure 20 : Embryon dOlea europea ensemencé sur le milieu de culture 1o(1962).

5. Les racinesobtenues par culture ir-vitro

Lesplantules dOlea Europea obtenues par culture in-vitro (fig.2pyésentent des radicule
qui seront utilisées en cytogénétique. La taille dalicules varie de 0,5 a 2 Cm (Fig.

Figure 21 : Extraction de la plantule ensemencéele milieu MS;o.
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Figure 22: Plantules présentant des racines de différentdeg
A : plantule apres 4 jours d’ensemencensur le milieu MS.

B : plantule apres 8 jours d’ensemencensur le milieu MSo.

C: plantule aprés 20 jours d’ensemencensur le milieu MSo.
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Partie 1l. Cytogénétique
1. Matériel végeétal

Le matériel végétal est constitue, des boutonadibode I'olivier Olea eureope L.)
variété Chemlal échantilloéadans la serre de "M Yakoub-Bougdal, Gmplexe biomédica
Université Mouloud MammerTizi-Ouzou, 2016Ainsi que des racines de différentes tai
des plantules de la méme variété cultive-vitro.

1.1. Les boutons floraux

Les boutons floraux utilisés sont de difintes tailles, petits (Fig. 2%t grands (Fig. 2¢€
prélevés sur des jeuns individus d’oliv(Olea eureoped..) en floraison avant I'anthése,
début de la deuxieme quinzaine du mois d’avril'deriée 201¢

Figure 25 :Boutons floraux de pde taille.  Figure 26 : Boutons floraux de grande tai
1.2. Les racines
Les radicules utilisées sont obtenues par culh-vitro d'Olea europe L.

2. Matériel de laboratoire

Nous avons des pilluliede différentes taillesbéchers, boites de péteirlens meye pinces
de cytologie,bistouri, seringues, élastiques, compes, lames, lamelles, tubeppendorf,

guants en latexipettes gradué, bain marie.
3. Protocole expérimental

Afin de procéder a I'analyse cytogénétique, les@Es somatiques ainsi que meioses

polliniques ont été analysées.
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3.1. Etude de la meiose

Les meioses pollinigues sont observées dansileg$ antheres prélevées au niveau des

boutons floraux des individus d’olivier en floraiso
3.2. Etude de la mitose

Les mitoses somatiques sont observées dangléstémes racinaires en croissance active

des jeunes plants d'olivier obtenus par CIV.

4. Technique expérimentale
La technique utilisée est celle de Jahier et 892) en suivant les étapes suivantes :
4.1. Traitement

» Dans le cas des boutons floraux

Les boutons floraux utilisés dans cette expérintemtasont répartis dans deux piluliers
différents en fonction de la taille : boutons flexade grande taille et de petite taille (Annexe.
4).

Le traitement se fait avec une solution de Cafhanol-chloroforme-acide acétique 6/3/1
v/v) pendant 48 h a température ambiante ou lesohsufloraux sont répartis dans deux
piluliers différents selon leur taille (Annexe. 5)

> Dans le cas des racines

Apres la germination, les racines seront rin@ésau distillée (Annexe. 6), puis réparties
en deux: des racines de 0.5 a 2cm traitées par risone avec une solution de-
bromonaphtaléne pendant 16h a 4°C (Annexe. 7)tr@'auracines sont traitées avec 8-
hydroxyquinoline pendant 24h a 4°C ( Agent mitoicjas qui empéche la formation du
fuseau achromatique) (Annexe. 8).

4.2. Fixation

* Apres 16h de traitement avedoromonaphtalene, nous effectuons un ringcage a
I'eau distillée pour éliminer I'excés de produitiigfixation a I'acide acétique
90% pendant 30 minutes(Annexe. 9).

* Apres 24h de traitement avec 8-hydroxyquinolingjsneffectuons un ringcage a
I'eau distillée, puis fixation a I'alcool-acétiq@/1) durant 16h a 4°C (Annexe.
10).
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4.3.Stockage

» Dans le cas des boutons floraux
Apres 48h de traitement au Carnoy, on enleve ldytren le versant dans un bécher
(Annexe. 11), puis stockage des boutons floraus tlattool 70° a 4°C (Annexe. 12).
lls peuvent étre conservés pendant une longued®rio

» Dans le cas des racines

Apres fixation, les racines sont ricées a I'dastillée puis stockées dans I'alcool 70° a froid
(Annexe. 13), elles peuvent étre conservées penmi@ilongue période .

4.4 . Hydrolyse
» Dans le cas des boutons floraux

Aprés conservation dans I'alcool 70°, nous éffens 2 rincages a I'eau distillée de 5
minutes chacun. L’hydrolyse a été réalisee danssohgion d’Hcl 1N au bain marie a
60°C pendant 10 minutes .

» Dans le cas des racines

Aprées stockage dans I'alcool 70°, nous effecsudeux rincages de 5 minutes chacun a
I'eau distillée afin d’éliminer I'exces de I'alcaol

L'hydrolyse a été réalisée dans une solutionct’HN, au bain marie a 60°C, pendant 10
minutes (Annexe. 14-15).

4.5. Coloration
» Dans le cas des boutons floraux

Apres I'hydrolyse a I'Hcl 1N, nous effectuons tincage a I'eau distillée, puis coloration a
la Fuschine pendant 1 heure a I'obscurité, a teatper ambiante. La Fushine se fixe sur les
groupements aldéhydes libérés par I'Hcl et colesechromosomes en rose.

» Dans le cas des racines

Une fois hydrolysées, les racines sont rincéésat distillée afin d’éliminer I'exces de
I'Hcl, puis colorées dans une solution de Fusclpeedant 30 a 60 minutes a I'obscurité, a
température ambiante (Annexe. 16) .
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5. Montage et observation
» Dans le cas des boutons floraux

Une fois les boutons floraux colorés, nousatffens un rincage a I'eau distillée
(Annexe. 17) et a I'aide de deux seringues on éxémanthéres, on les place sur les
lames puis on réalise des squaschs ( Techniquepgsiste a écraser les préparations a
I'aide d’'une allumette).

Les observations sont faites au microscopégpigue au grossissemexdO
» Dans le cas des racines

Apres rincage a I'eau distillée pour éliminendces du colorant (Annexe. 18), les extrémités
racinaires colorées en rouge vif sont coupées eitéms entre lames et lamelles ; puis, on
réalise des squaschs pour ecraser les préparatl@de d’'une allumette (Annexe. 19).

Les observations sont faites au microscope pimpie au  grossisseme#tO. Les
meilleures préparations qui présentent des chromesdien individualisés sont conservees.
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Chapitre III Résultats et discussion

1. Influence du milieu de base Mo sur la germination des embryons de l'oliviel
Olea europed..

Le pourcentage de germinat, de contamination ainsi que le taux de nécrose
embryons d’olivier variété Chemlal, obtenus suieuide base M;o sont traduits sous forn
d’un histogramme (Fig.2®u nous avons enregistré un optimee 75,35% de taux ¢
germination.

~
[€)]

80 -

33,33
60 1 51,2

50 -
M Germination %

40 +54,1 16 W Contamination %

30 A
9,64 20,83 20,49

N
(6]

= Nécrose %

Figure 27: Représentation graphique de pourcentage de gerarinde
contamination

Au bout de Jours nous notons un verdissement des feuilledémpaires ainsi qun
début d’allomement de la radicule, a*"¢jour nous observons I'ouverture des cotyléd

A partir du Smejour, nous observons une plantule bien développée ane partit
supérieure contenant une paire de feuilles et antéepgnférieure avecne racine de 0,5
1Cm (Fig.28).
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De 1 a 3 jours

De 3 a 8 jours

.

e S ——— A

: WS ‘{-: I \vf

Figure 28 : Développement des embryons d’olivOlea europea (Var. Chemlal).
sur le milieu M$o (Laboratoire CIV, Université Mouloud Mammeri, T-Ouzou,

a: Embryon ensemencé sur le milieu de basqg.
b : Début de verd&ement des cotylédons apr¢jours de culture sur Nyg.

c : Début d’ouverture des cotylédons ainsi capercée de radicule apre jours de culture sur
MSo.

d : Ouverture completges cotylédons apré: jours de culture sur Ma
e : Développemertde la partie aérienne apré jours de culture sur Mg

f: Jeune plantule apreg@urs de culture sur M.
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Les plantules dépassanja®irs de cultur sont aussi utilisées dans I'expérimeion (Fig. 29).

Figure 29 :Plantules dépassar jours de culture sur M&

a: Allongement de la racine aprés dix jours de calgur M.

b : Allongement de laartie aérienne et de la radicule aprés quinzes jd& culture sur M.
c: Développement de la partie aérienne apreé-huit jours de culture sur Mg.

Les plantules contaminés et les embryons nécrosets &irrinés de I'expérimentatic
(Fig.30). Les contaminations rencontrés durant I'expérimémasont d’allurecotonneuse
peuvent étre dues a un champigi

Figure 3C: Explants éliminés de I'expérimentat ; (a): jeune germinatio
contaminée ; (b)embryon nécrosé (Laboratoire de CIV, Université Mad
Mammeri, TiziOuzou, 201¢
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2. Etude cytogénétique
2.1Etude de la mtose somatique
2.1.1.Dénombrement chromosomique

L’étudedes cellules en mitose iméristeme racinaire, nous a permistikerver les phases
suivantes (Fig.31) :

Figure 31 : Micrographies de quelqucellules en division : #&aterphas, b-Prophase, c-
Plagues métaphasiqt, d-Télophase.

Le dénombrement chromosomique est effectuéles cellulesau cours deda Mitose, les
numérationeffectuées nous ont permit tablir lenombre chromosomique 2n=46.

2.1.2. Etude des caryotypes et établissement des idiogranes

Les caryotype®t les caryogrammes (F32) sont établis a partir des mesures effectuée
les chromosomes de llaque métaphasiqusélectionnée (2n=46) l'aide du logicie :
Ideokar 1.2 software package version 20. Les mesures obtenuesnsi que les paire
chromosomiques définies, sont reportées sur ledg 2.
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t)u TN

I v Vv VIII

n n TR IR

X1 XII XII XIV XV XVI

N " TIRIEKINIRL

XVII XviIT XIX XX XXI XX11 X1

Figure 32 : Dessin de la plaque métaphasique caryotypes (bt Idiogramme (c)
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Tableau 2 Les paires chromosomiques et les chromosomes bgoes du cytotype diploide
(2n=2X=46) de I'olivier Qlea europaea L.) var. Chemlal.

[¢)

Paires chromosomigues Chromosomes Moyenne Moyenne Moyenne Moyenne Moyenne Tvpe chromosomigue
ques homologues BC BL LT (R) ic yp q
16
Paire | 35 4,57 7,03 11,60 3,15 38,50 Métacentrique
42
Paire Il 5 5,18 6,05 11,23 3,05 46,00 Métacentrique
8
Paire Il 0 4,93 6,17 11,11 3,01 44,00 Métacentrique
14
Paire IV 8 4,07 6,54 10,62 2,88 38,50 Métacentrique
7
Paire V 21 4,81 5,55 10,37 2,81 46,50 Métacentrique
25
Paire VI 0 4,32 5,68 10,00 2,71 43,00 Métacentrique
1
Paire VII 4,69 5,06 9,75 2,64 47,50 Métacentrique
26
17
Paire VIII 38 3,45 5,43 8,89 2,41 39,50 Métacentrique
12
Paire IX 13 2,22 6,17 8,39 2,28 26,00 Sub- métacentriqul
19
Paire X 5 3,21 4,81 8,02 2,18 40,00 Métacentrique
27
Paire XI 39 2,83 5,18 8,02 2,17 35,50 Sub- métacentriqui
3
Paire XII 1 2,84 4,69 7,53 2,04 37,00 Sub- métacentriqui
9
Paire XIlI 10 3,70 3,70 7,40 2,01 50,00 Métacentrique
23
Paire XIV V) 3,33 3,95 7,28 1,97 45,00 Métacentrique
6
Paire XV T 3,21 3,95 7,16 1,94 44,00 Métacentrique
2
Paire XVI E 2,96 3,70 6,66 1,81 44,00 Métacentrique
5
Paire XVII 3 2,83 3,70 6,54 1,77 43,00 Métacentrique
22
Paire XVIII = 2,96 3,21 6,17 1,67 48,00 Métacentrique
18
Paire XIX a1 2,59 3,46 6,04 1,64 42,50 Métacentrique
43
Paire XX 76 2,34 3,58 5,92 1,61 39,00 Métacentrique
36
Paire XXI 37 2,22 3,08 5,31 1,44 41,00 Métacentrique
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|

29
Paire XXII 32 2,34 2,83 5,18 1,41 45,00 Métacentrique

4

Paire XXIII 31 2,10 2,84 4,93 1,34 41,50 Métacentrique

2.1.3 Etude de I'asymétrie des chromosomes

Les indices d’asymétries intra-chromosomiquenetrichromosomique de (Romero-Zarco,
1986)(Al et A2), et de (Paszko, 2006) (CVcl et CVci) sotilisés pour évaluer les variations
de la taille et I'évolution des chromosome du o#&yge établi. Les résultats sont regroupés
dans le Tableau 3.

Tableau 3 Nombre chromosomique (2n), niveau de ploidie, fdemaaryotypique, indices
d’asymétries intrachromosomique (Al, CVci) et inokeopmosomique (A2, CVcl) de I'olivier
(Olea europaea L.) var. Chemlal.

Nombre Formule Cv | CcV

cytotypes | chromosomique : ci cl Al A2
2n) caryotypique

Diploide 46 20m+3sm+0st+0t 14,381,89| 0,24 | 0,31

2.2. Etude des meioses polliniques

L'observation des cellules meres de grain déepolCMP) nous a permis de repérer les
differents stades de la meiose (Fig. 33 ). La guméition meiotique , ainsi que I'étude des
comportements chromosomique ont été etbli a lah@eg |, au stade Diacinése comme suite :
treize bivalents appariés en annelha) et dix autres paires ont un appariement dfibid) .
Une anomalie a été également détectée par la peéslenpont achromatique dans une cellule
au stade Anaphase I.

38




Chapitre III Résultats et discussion

<«— Aperture

Figure 33 : Micrographies de quelques celluimeres de grain de pollen (CMien
division : a-Interphase, Brophase 113 Il.a + 10 1l.d) , c-Metaphase |, &naphas I, e-
Anaphase | Rchr: pont de chromatine),-Telophase | (Diade) , @elophas Il
(Tetrade), h-jeunes graidle pollen (avec 3pertures), iGrain de pollen mi (Ex : exine
etin : intine).
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3. Discussion

Le travail réalisé pendant I'expérimentation @starré par la mise en germination in-vitro
des embryons @lea europea sur un milieu M% dans le but d’obtenir des plantules
possédant une racine de 0,5 a 2cm de longueurit&nsas racines nous ont servi pour la
réalisation de I'étude cytogénétique de l'olivier.

Le milieu Mg est caractérisé par la présence des teneurs élengess K, Mg reconnus
par leurs effets bénéfiques qui conduisent a umadaroissance des plants. Ces effets sont
signalés par certains auteurs (David et al., 19B8rnmun, 1983 et Margara, 1978 ; Atta,
2008).

Notant aussi que N et'Kont des éléments importants dans le milieyd\d8lon Angebert
et al., 2001, le manque de N et Klonne des racines blanches et faibles avec un neomb
réduit chez le cerisier.

L’étude cytogénétique par les observations desoses somatiques des cellules
meéristématiques a montré que les échantillonsaleiér (Olea europaea L.) étudiés ont un
nombre chromosomique de 2n=46. Ce résultat eateord avec celui trouvé par plusieurs
auteurs (Green et Wickens, 1989 ; Bitonti et &99; Minelli et al., 2000 ; Baali-Cherif et
Besnard, 2005), sur d’autres variétés sauvagastatées de I'olivier Qlea europaea).

Par la technique de la cytométrie en flux et lpdilisation des marqueurs moléculaires
SSR, Besnard et al, (2008) ont démontrés pourdmigre fois et avec certitude, que chez le
complexe d’olivier QOlea europaea L.) il existe trois niveaux de ploidie avec le nombre
chromosomiques de base (x=23): 2n=2x=46 correspauxd sous especes diploides :
europaea, laperrinel, guanchica et cuspidata. 2n=4x=92 correspond a la sous espéce
tétraploideCerasiformis et 2n=6x=138correspond a la sous espece hexaplaideoccana.

En déduit de cela que nos échantillons de I'alivike la variété Chemlaeraient diploides
(2n = 2x = 46).

Les données caryologiques ont montré que leanéitions étudiés de lolivier (var
Chemlal) sont caractérisés par un caryotype syquetravec abondance des chromosomes
Métacentrique, et on note l'absence totale des nohsomes sub-télocentrique et
télocentrique. Selon Stebbins, (1971), les carydypui sont constitué de chromosomes
homogenes de méme type, sont primitifs ou tradids) n'ont pas subi de mutation et ont
conservé la totalité de leur génome. Tandis qued& cytogénétique des variétés d'olivier
cultivés en Europe par I'hybridation in situ enditascence (FISH), a montré que les
chromosomes ont subi des réarrangements, révéldespprofils d’hybridations, cependant
leurs génomes ont subi de fortes modifications ienges par la perte d'une quantité
importante de I'information génétique (Minelli t,2000).
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L’analyse des chromosomes dans les cellulessviige grains de pollens (CMP) a révélé
gue l'appariement des chromosomes en Prophaseunh&giement en bivalents (droit et en
anneau). Certaines cellules montrent en outre noenalie qui est la présence de ponts de
chromatine, les autres anomalies de la méiose mepse observées, ce qui rend la méiose
réguliere chez cette variété étudiée. A travess étnde de la méiose de variétés d'olivier
issues de I'lran, plusieurs anomalies ont été dédsctels que les chromosomes retardataires
et les divisions asynchrones ce qui traduit la seiaéguliere (Sheidai et al, 2008).
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Conclusion

La grande importance de l'olivieDlga europea L.) var Chemlal dans l'alimentation a
suscité l'utilisation de nouvelles techniques bibteologiques qui constituent actuellement
d’'importantes voies pour la multiplication et I'aloéation génétique des especes végeétales,
en particulier de I'olivier variété Chemlal, quitesonsidérée la principale variété a huile
cultivée essentiellement en grande Kabylie pourtaole d’excellente qualité.

Les résultats obtenus dans notre étude montremtle milieu MS (Murashige et Skoog,
1962) présente un taux de régénération élevé ffef) | germination et la croissance sont
assurées par la présence de tous les sels min@tasxprécisément les éléments de NeK
P.

L’étude cytogénétique, effectuée sur les méristeracinaires et les jeuns boutons floraux,
afin d’étudier respectivement, les mitoses somasaet les méioses polliniques, de I'olivier
(Olea europaea L .) var. Chemlal échantillonnés dans la régioriadEabylie, nous a permis
de déterminer un nombre chromosomique diploide Z2a46), le caryotype primitif et la
meéiose réguliére pour cette variété locale.

Sur la base de la caractérisation des caryotgpates caryogrammes par les différents
parameétres caryométriques cette variété est casaépar un génome primitif, ayant des
chromosomes moins évolués qui n'ont pas subi deadgements, ce qui leur permet de
conserver la totalité de [I'information génétigwdstque les génes d’intérét. Cette varieté
constitue un potentiel tres important dans I'anralion des cultivars modernes d’olivier par
le transfert de génes de résistance a certaineslieglet aux contraintes environnementales.

En perspectives, pour une meilleure caractérisgenétique il faut établir des programmes
de conservation de la biodiversité notamment die cetriéte, il serait préférable d'utiliser,
pour les travaux ultérieurs, d’autres techniquessgront plus efficaces, tel que :

» d’élargir I'echantillonnage a d’autres individusaedlifférentes localités.

» d’additionner des phytohormones comme la Gibbé&elcAs) qui permet d’accélérer
la germination.

o dutiliser des techniques appropriées tel que laogBnétique moléculaire
('hybridation in situ, FIH, GIH etc.) qui nous peet de construire la carte physique
chromosomique des genes d’intérét.

* de tenter d’identifier des marqueurs moléculairB&LP, RAPD, ISSR...) de la
variété étudiée afin d’évaluer la diversité géenggiqau sein des individus de cette
variété.
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Mise en
germination
sur milieu
MS,,

Annexe l: Schéma présentant les différentes étapes du ptetexpériment: de la CIV.

Boutons floraux

De grande taille De petite taille

Traitement avec une solution de Carnoy (6-3-1)
I
Stockage dans l'alcool 70°

-

Hydrolyse a I'Hcl 1N
1
Coloration a la Fuschine

Montage et
observation

Annexe 2: Protocole de différentes étapede I'étude de la meic.
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Racines de différentes tailles

Traitement a a-bromonaphtaléne J-Traitement a 8-hydroxyquinoline
[ [

Fixation a I'acide acétique 90% Fixation a I'alcool-acétique
Stockage dar:s I'alcool 70° Stockage dar:s I'alcool 70°
[ [
Hydrolyse a I'Hcl 1N Hydrolyse a I'Hcl 1N
Coloration z‘al la Fuschine Coloration ::.1 la Fushine
I— Montage et observation I— Montage et observation

Annexe 3: Protocole dedifférentes étapes deétude de la mitos

Annexe 4 : Boutons floraux Annexe5 : Traitement avec le Carn(6/3/1).

A : De grande taille.

B : De petite taille.



Annexes

Annexe 7: Solution dea-bromonaphtalent Annexe 8: Traitement des racines avec le

8-hydroxyquinoline
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Annexe 9 : Fixation des racines dans I'aci  Annexe 10 : Fixation des racines dans
acétique I'alcool ampte .

Annexe 11: Filtrage des boutcs floraux Annexe 12 : Stockage des boutons floraux

dans l'alcool 70°.

Annexe 13 : Stockage des racines dans 'alcoc’.
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Annexe 14 : Introduction des racines Annexe 15 : Hydrolyse des racines au b-
dans de'Hcl 1N. marie

Annexe 16 : Introduction des racines dans des tubes eppendoiérant de la Fushi .

Annexe 17 : Ringage des boutons floraux .
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Annexe 18 : Rincage desacines Annexe 19: Réalisation de la technique du
squasch a l'aide d’'une allume



Résumé

L'olivier (Olea europea L.), un arbre connu et utilisé depuis I'antiquitéparait avoir été I'un des premiers
arbres cultivés par 'homme. Malheureusement, saymtion est menacée de temps a autre par desifacte
climatiques (pluviosité insuffisante, les maladiasne maniére générale et les viroses en particaiiesi que les
maladies bactériennes et les insectes). La biotdahie avec ces nombreux outils tels que la caliorvitro
offrent une alternative pour la revalorisation deite espece. L'usage de technique de régénératiore d
plantule & partir d'un embryon d’olivier ensemesceé le milieu MS (Murashige et Skoog , 1962) merdes
résultats bien définis d’'une germination rapidecehforme. Nos travaux expérimentaux réalisés dans |
Laboratoire de culture -in-vitro, situé au compleBRommédical, Faculté de médecine, Université Modlou
Mammeri de Tizi-Ouzou sous la direction de Profasséakoub-Bougdal S., consistent a régénérer im-vit
I'olivier (Olea europea L.) var Chemlal a partir de la mise en germinaté®@s embryons sur le milieu MS
(Murashige et skoog, 1962).

Dans le cadre de la caractérisation cytogéneétiquelques échantillons de cette variété sontlysds par
I'étude des mitoses somatiques et les méioseppiis. Les énumérations chromosomiques ont révéige
seul nombre majeur (2n=2x=46). L'analyse caryolagigles plaques métaphasiques, montre que cetteeespé
est caractérisée par un caryotype primitif (traditiel) avec une abondance de chromosomes métacestri
Les appariements chromosomiques au stade diaqiRésghase 1), montrent que la méiose est régudieee la
présence uniquement des bivalents et I'absenceonfalies tel que les univalents et les chromosomes
retardataires. Les résultats obtenus au cours d&rawail, montrent l'intérét de I'étude cytogénéiig et
caryologique dans I'évaluation et la valoriser dessources phytogénétiques des variétés traditiesnafin
d’établir les programmes d’amélioration et de sédecvégétale.

Mots clés : Olea europea. var Chemlal- Regénération in-vitro - Caryotypéviéiose- Diversité génétique -
Kabylie.

Abstract

The olive tree Qlea europea L.), known and used sin@mtiquity. It appears to have been one of the first trees
grown by man. Unfortunately, his production is #tened from time to time by climatic factors (poainfall,
diseases in general and particularly viral and éré&dtdiseases and insects). Biotchnologie withrifagy tools
such as in-vitro culture offer an alternative te tievaluation of this species. The use of a segdégeneration
technique from an olive tree planted embryo on M&limm (Murashige and Skoog, 1962) shows a welhdefi
and consistent fast germination results. Our erpemtal work in the laboratory culture -in-vitro cplex
located in Biomedicine, University Mouloud Mamm@&izi-Ouzou under the direction of Professor S. Yo
Bougdal, are to regenerate in vitro olive v@hemlal from the germination of embryos on MS medium. p&st
of the cytogenetic characterization, some sampldhi® variety are analyzed by the study of somatitosis
and meiosis pollen. Chromosomal enumerations haweated one major number (2n = 2x = 46). The
karyological analysis of metaphase plates showtsthiga species is characterized by a primitive k&ype with
an abundance of metacentrics. The chromosome gaitidiakinesis (prophase 1) show that meiosi®dgilar
with only the presence of divalent and the abseriadefects such as the univalent and lagging chsomes.
The results obtained in this work show the inteodghe cytogenetics and karyological in assesaimt) valuing
of plant genetic resources of traditional variet@establish improvements and plant breeding jaimogr

Keywords : Olea europea L. vaChemlal - Regeneration in vitro - Karyotype — Meiose - G&ne
diversity - Kabylia.



