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Introduction générale

La région méditerranéenne abrite une diversité biologique de premiére importance. La
plupart des especes de la flore spontanée sont remarquablement résistantes et bien adaptées a
la sécheresse et & la sdlinité. En Afrique du Nord, elles constituent une part tres importante
des ressources genétiques locales a valeurs pastorales, fourragéres, alimentaires, aromatiques
et médicinaes. (Amirouche, 2009).

Le genre Hordeum L. de la famille des Poaceae regroupe 32 espéces dont I’espéce cultivée H.
vulgare. Ces espéces d’orge sauvages, par leur diversité, portent de nombreux genes a fort
potentiel économique tels que la résistance aux maladies, latolérance au froid et ala salinite,
la résistance a la sécheresse et a la qualité des protéines de réserve. L’évaluation de la
diversité ces espéces en tant que ressources génétiques est une étape importante dans les

programmes d’amélioration des variétés cultivées.

La présente éude contribue a la connaissance de deux espéces d’orge spontanée d’Algérie en
s’intéressant au complexe Hordeum murinum L. et a Hordeum marinum L.. Elle vise, par une
analyse cytogénétique, a analyser le comportement méiotique des cellules meres de pollen.
L’analyse du comportement des chromosomes a la méiose renseigne sur I’évolution et les
relations entre les populations ainsi sur le type d’appariement des chromosomes permettant

d’établir le degré d’homologie des génomes de base chez les polyploides.

Deux populations correspondant a I’espece Hordeum marinum échantillonné dans la région
d’Adekar et d’El-kseur et trois populations de Hordeum murinum L. échantillonnées a Sidi-

Ahmed, a Targa-Ouzemour, et a Gouraya sont anal ysees.

La premiére partie de cette étude constitue une analyse bibliographique qui traite du genre
Hordeum L. et de quelques notions de cytogénétique. La deuxiéme partie est consacrée au
matériel et méthodes utilisées. La troiseme partie porte sur les résultats obtenus et leur

discussion. Enfin, une conclusion générale est apportée.

N
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1. GenreHordeum L.
1. 1. Morphologie

Le genre Hordeum L. se caractérise par des épillets a trois fleurs disposés a chague
nceud du rachis. Les deux fleurs latérales sont pédicellées, souvent rudimentaires ou stériles.
La fleur centrale est sessile (rarement pédicellée) et fertile. La plupart des espéces sauvages
du genre Hordeum se ressemblent dans la taille et dans I'apparence générale. Les plantes sont
annuelles ou vivaces en touffes. Les gaines des feuilles inférieures sont généralement poilues,
méme si les feuilles supérieurs sont glabres. Les antheres varient considérablement en taille.
Le caryopse mUr est, en général, étroitement enfermé dans lalemme et la paléole (Bothmer et
al., 1995).

1. 2. Systématique

Le genre Hordeum L. est constitué de 45 taxons classés en 33 especes (Brassac et
Blattner, 2015). Trois niveaux de ploidie sont décrits: les diploides a 2n = 2x = 14, les
tétraploides a 2n = 4x = 28 et les hexaploides a 2n = 6x = 42, avec un nombre chromosomique
debase x =7 (Taketa et al., 2000).

Le genre appartient alatribu des Triticeae de la famille Poaceae (Graminées). Latribu
comprend un certain nombre de cultures de céréales, telles que le blé (Triticum), le seigle
(Secale cereale L.) et I'orge (Hordeum vulgare). En plus de ces céréales, de nombreuses
espéces fourrageres importantes sont groupées dans cette tribu. Les Triticées comprennent
environ 350 especes (Dewey 1982, 1984, De I'Amour, 1984 in Bothmer et al.,1995).

La délimitation taxonomique du genre n’est toujours pas résolue de facon satisfaisante.
Des désaccords entre botanistes et cytogénéticiens demeurent dans les concepts genériques
(Bothmer et al., 1995). Les récentes études phylogénétiques (Brassac et Blattner, 2015)
révélent également pour de nombreux genes que le genre Hordeum est un groupe non
monophyl étique.

Se basant sur la morphologie, il est divisé en quatre sections: section Hordeum,
section Stenostachys, section Anosolepis et section Critesion. La Section Hordeum regroupe
des espéces vivaces et annuelles a distribution eurasienne (Bothmer et Jacobsen,1985 ;
Zohary et Hopf,1988 ; Bothmer,1992 in Amer et al., 2013).
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D’autres analyses morphologiques (Bothmer et Jacobsen, 1985) et enzymatiques
(Jorgensen, 1986) décrivent trente et quatre espéces d’orge qui se répartissent selon Jorgensen
(1986) en trois groupes :

- Le groupe vulgare, qui comprend trois especes : H. vulgare L., H. bulbosum L. et H.

murinumL..

- Le groupe marinum représenté uniquement par une seule espece H. marinum Huds.

- Le groupe pubiflorum regroupant les autres especes américaines et Sud américaines.
1. 3. Répartition géographique

Les espéces du genre Hordeum, comme la plupart des autres especes de la tribu des
Triticeae, se répartissent dans les zones tempérées a la fois dans I’hémisphere Nord et dans
I'némisphére Sud. Cette répartition peut atteindre les zones subtropicales dans le centre de
I'’Amérique du Sud et les régions arctiques en Amérique du Nord et en Asie centrale. Elles se
trouvent depuis les altitudes basses (niveau de la mer) jusgu'a plus de 4500m dans les Andes
et I'Himalaya (Bothmer et al., 1995).
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2. Description des espéces éudiées
2.1. Hordeum murinum L.

Hordeum murinum L. appelé communément I’orge des murs ou I’orge des rats est un
complexe d’espéces colonisatrices décrit pour la premiére fois par Linné. Ce complexe est
représenté par des taxons annuels sub-cosmopolites. Ils se répartissent dans les formations
rudérales, dans les péturages et dans les pelouses du pourtour méditerranéen. Des
représentants de ce complexe sont introduits partout en Europe, en Ameérique, en Afrique du
Sud, en Australie, en Nouvelle-Zélande et ou ils se comportent comme des envahissantes
hautement compétitives vis avis des végétations autochtones (Ourari et al., 2011).

Fig. 1 : Photographie des épillets chez Hordeum murinum L..

Ce complexe regroupe trois sous especes a niveaux de ploidie différents selon Tanno
et al. (2010) : Une sous espéece diploide (H. murinum ssp. glaucum Steud.) a 2n=2x=14, une
sous espéce tétraploide a 2n=4x=28 (H. murinum ssp. murinum L.), €t une troisiéme sous-
espece a deux niveaux de ploidie ; tétraploide a 2n=4x=28 et a 2n=6x=42 correspondant a H.
murinum ssp. leporinum Link..
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La sous espece H. murinum ssp. glaucum Steud. montre une préférence pour les
habitats xériques de I’Afrique du Nord et du Proche Orient. Elle présente un phénotype plutét
de petite taille dlant de 15 a 40 cm de hauteur. Les plantes sont de couleur vert-glauque et
souvent a maturité elles deviennent brunétres. Les fleurs latérales sont relativement petites et
d'un aspect plus gracile que dans les autres sous-especes. Le pédicelle de la fleur centrale est
relativement plus court que celui des latéraes. Les anthéres de la fleur centrale sont de 0,2 &
0,6 mm de longueur beaucoup plus courtes que celles des fleurs latérales (1,2-1,8 mm). Elles
sont plus ou moins couvertes de taches pourpres. La paléole des fleurs latérales est plus ou

moins densément pileuse en particulier dans lamoitié inférieure (Fig. 2).

Glumeélle externe de lafleur centrale

<«— Glumédleexterne delafleur latérale

y Glume externedelafleur centrale

/.4

Glume interne delafleur latérale

Glume externedelafleur latérale

Pedoncule de I’épillet

Fig. 2 : Représentation schématique d’un épillet de H. murinum ssp. glaucum Steud.
(Bothmer et al., 1995, modifiée).
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La sous espece H. murinum ssp. murinum L. occupe préférentiellement les zones
septentrionales tempérées de I’Europe et de I’Asie, de I’Atlantique jusqu’au Caucase sans
atteindre la région méditerranéenne (Giles et Lefcovitch, 1986 ; Booth et Richards, 1976).

Elle présente un phénotype, en genéral, de grande taille allant de 30 &4 60 cm de hauteur (Fig.
3).

Glumelle externe de lafleur centrale

; Glume externedelafleur centrae

Glumélle externe de lafleur latérae

Glume interne delafleur latérale

Glume externedelafleur latérale

Pédoncule de I’épillet

Fig. 3 : Représentation schématique d’un épillet de I’espéce H. murinum ssp. murinum
L. (Bothmer et al., 1995, modifiée).
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La sous espéece tétraploide H. leporinum ssp. leporinum Link. plus thermophile se
rencontre plutdt dans I’aire méridionale autour du bassin méditerranéen (Cocks et al., 1976 ;
Booth et Richard, 1976). Elle est de grande taille, allant de 30 a 110 cm de hauteur. La fleur
centrale est péedicellée, généralement beaucoup plus petite que les latérales et non ciliée. Les
antheres de la fleur centrale sont plus courtes (0,9 a 3 mm) ou aussi longues que celles des

fleurs latérales (1.2 a 3.2 mm). La paléole des fleurs latérales est scabreuse dans la moitié
inférieure (Fig. 4).

,-'4— Glumelle externe delafleur latérale

Glumeélle externe de lafleur centrale

Glume externe de lafleur centrale

Glume interne de lafleur latérale

Glume externe de lafleur latérale

A

Pedoncule de I’épillet

|
\
kb~

Fig. 4 : Représentation schématique d’un épillet de I’espece H. murinum ssp.
leporinum Link. (Bothmer et al., 1995, modifiée).

La sous espéce hexaploide H. leporinum ssp. leporinum Link. qui est une forme rare,
est restreinte a I’Est de la Méditerranée entre la Turquie et I’Iran (Cocks et al., 1976 ; Booth et
Richard, 1976).

2.2. Hordeum maritimum L.

Hordeum marinum L. appelé auss Hordeum maritimum L.. Ce groupe est représenté

par des taxons annuels tres variables en taille en fonction des conditions de croissance. Ils se
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répartissent principalement prés des marais salés ou le long des cotes ou dans les terres,
parfois dans les lits de rivieres. |ls sont distribués en Europe occidentale et centrale, dans la
région méditerranéenne, de I'Asie du Sud-Ouest, du Caucase, de I'Ouzbékistan, de I'lran, de
I'Afghanistan et de I'Ouest du Pakistan. Ils sont rencontrés dans plusieurs autres parties du

monde sur les terrains vagues et dans |es paturages (Bothmer et al., 1995).

Fig. 5 : Photographie des épillets chez Hordeum marinum L..

Deux niveaux de ploidie et deux sous-especes sont décrits dans ce taxon. Une sous-
espece diploide a 2n=2x=14 correspondant a H. marinum ssp. marinum L. et une autre sous-
espéce a deux niveaux de ploidie différents a 2n=2x=14 et a 2n=4x=28 correspondant a H.

marinum ssp. gussoneanum L.

Le cytotype tétraploide semble étre d'origine autoploide avec une méiose diploidisée
(Bothmer et al., 1989, Linde-Laursen et al., 1992 in Bothmer et al., 1995).

La sous-espéce H. marinum ssp. marinum L. (2n=2x=14) originaire de la partie
occidentale de la région méditerranéenne se présente sous forme de touffes. La tige est
feuillée jusgu'au sommet et glabre. Elle est ascendante et dressée sur la partie haute. Les
ligules sont courtes et tronquées. Les feuilles sont étroites, épaisses et plus courtes comparées
acelles del'orge ‘queue derat’ (Hordeum murinum). Elles sont glauques, glabres et planes de
5mm de largeur avec une ligule courte et tronquée. L’inflorescence est longue allant de 2 a 6
cm. Les épillets uniflores, sont groupés par trois, dans chaque excavation de I’axe. L’épillet
central est sessile et fertile. Les deux latéraux sont stériles et pédicellés. L’aréte de I’épillet
fertile dépasse les arétes des glumes. Les glumes sont toutes non ciliées (Fig. 6). Sa période de

P
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floraison est courte allant du mois de mai au moisde juillet.

Fig. 6 : Représentation schématique des détails d’un épi de I’espece Hordeum marinum ssp.
marinumL. : a=épi, b=épillet latéral, c=glume latérale avec un rachis, d=glume interne de
I’épillet latéral (Amer et al., 2013).

La sous espéce H. marinum ssp. gussoneanum L. présente deux cytotypes diploide et
tétraploide, morphol ogiquement identiques. Comme on ne peut les distinguer, ils sont traités

dans le méme taxon (Bothmer et al., 1989).

Selon Bothmer et al. (1995), le cytotype diploide de H. marinum ssp. gussoneanum se
rencontre principalement en Méditerranée Orientale et en Asie du Sud-Ouest. En revanche, le

cytotype tétraploide est restreint ala Turquie et al'Afghanistan.

Ces deux taxons diploide et tétraploide présentent un méme phénotype de petite taille
alant de 10 a 40 cm de hauteur avec des tiges en touffes ascendantes et feuillées jusqu’au
sommet. Les feuilles sont planes et pubescentes au moins sur les gaines inferieures. Les
ligules sont courtes et tronquées. L’épi est court et a axe fragile. Les épillets sont groupés par
trois, le central est sessile et fertile. Les glumes sont égales, scabres et non ciliées. Les deux
épillets latéraux sont plus petits, stériles, pédicellés et a glumesinégales. La glume interne est
lancéolée et I’externe sétacée. La glumelle de I'épillet central est a longue aréte dépassant les
glumes. Laglumelle des épillets latéraux est a aréte plus courte (Fig.7).

g
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La sous espéce H. marinum ssp. gussoneanum L. se distingue de la sous-espece

marinum L. par les épillets latéraux en ayant des glumes sétacées (Bothmer et al., 1995).

Fig. 7 : Représentation schématique d’un épi de I’espéce Hordeum marinum ssp.
gussoneanum L. : a=épi, b=épillet latéral, c=glume latéral e avec un rachis, d=glume interne
de I’épillet latéral (Amer et al., 2013).

3. Méose

La méiose est un phénomene universel retrouvée chez tous les eucaryotes elle joue un réle
central dans le cycle vivant et permet le passage de I’état diploide a I’état haploide, générant
ains les gametes males et femelles essentiels a la reproduction sexuée. La méose est
précédée d’une phase de réplication de I’ADN, appelée réplication pré-méotique et
caractérisée par une phase G et une phase S rallongée (Hamant et al., 2006 ; in Saintenc
2009).

La méose est une série de deux divisions cellulaires successives par lesquelles une cellule
diploide donne naissance a quatre cellules haploides. Ces deux divisions successives sont
désignées "méiose |I" ou division réductionnelle et "méose 11" ou division éguationnelle.
Chacune de ces divisions se découpe en quatre phases : la prophase, la métaphase, I’anaphase
et la télophase. .La ségrégation correcte des chromosomes lors de la méiose dépend de leur
association en paires d’homologues, ce qui est I’occasion de remaniements des associations de
caractéeres génétigue dont ils sont porteurs. La méose ouvre donc une voie aladiversification

desindividus au sein d’une espece (Samir, 2012).

N
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Les mécanismes moléculaires qui rentre dans cette division spécialisée commencent a étre
décryptes chez les plantes gréce a la plante modéle Arabidopsis thaliana. Si certain mutants
méiotiques d’Arabidopsis confirment le réle de fonctions centraes dga décrites, par
exemple, chez la levure ou chez la souris, d’autre ont permet d’identifié des genes dont la

fonction centrale est inconnue a ce jour (Horlow et Dautriaux, 2003).
4. Cytogénétique

La cytogénétique est une discipline qui fait le lien entre la cytologie et la génétique.
géme

Les premiers travaux chez les végétaux ont débuté au cours de la seconde moitié du 1

siecle mais c'est surtout a partir de 1920 que la cytogéenétique sest dével oppeée.

C'était d'abord une science dinvestigation. Elle a ensuite, pris une part active a la
compréhension des mécanismes héréditaires chez les étres vivants et dans leur diversité
(taxonomie, phylogénie). C'est aussi une des nombreuses disciplines sur lesquelles sappuie

['amélioration des plantes. Elle se situe avant tout en amont de la sélection. Elle participe a:

- la connaissance du matériel végétal : nombre de chromosomes, polyploidie,
aloploidie,

- |'établissement de cartes génétiques grace ala production et I'éude d’aneupl oides

(lignées monosomiques, télosomiques, lignée d'addition...),
- I’exploitation de la variabilité intraspéecifique, interspécifique ou induite.

L'expérience montre que les outils de la cytogénétique sont indispensables a une
exploitation rationnelle des hybrides interspécifiques. Par ailleurs, la cytogénétique a trouve
un nouveau domaine d'application dans I'étude et |'utilisation des produits issus de culture in
vitro (hybrides somatiques, variants somaclonaux...).

La cytogénétique peut étre impliquée au niveau de la création variétale en participant a
I'explication et la résolution de problémes ponctuels rencontrés par les séectionneurs
(instabilité, stérilité) (Jahier, 1992).

Ces dernieres années, un important effort de développement, est consentit pour
améliorer les techniques de cytogénétique. Des laboratoires spécialisés ont élaboré des
techniques permettant une résolution poussée de I’analyse cytogénétique. On peut citer les

techniques de bandes simples et celles du banding qui sont utilisées en clinique ainsi que dans

.
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le domaine de I’amélioration des plantes. Actuellement des techniques moléculaires sont
développées pour analyser la structure des génomes. Ces techniques ont également été
utilisées pour cartographier les marqueurs sur les chromosomes (Hamon et al., 2001). Parmi
ces techniques, on peut citer I’Hybridation In Stu en Fluorescence (FISH) et I’Hybridation
Génomique In Stu (GISH).

4.1. Hybridation In Situ en Fluorescence (FISH)

Décrites pour la premiere fois ala fin des années 60, les techniques d’hybridation in
situ permettent de visualiser des sondes (sequences de nucléotides marquées) sur des
chromosomes, des cellules ou sur des tissus. Cette technique a tout d’abord été mise au point
dans le but de repérer des genes ou des régions importantes des chromosomes (Julian, 2010).
Le principe de laméthode de laFISH est donné dans lafigure 6.

Elle est employée pour localiser les marqueurs des cartes genétiques sur les
chromosomes et estimer les distances physiques. Cette technique a notamment été utilisee
chez le sorgho (Kim et al., 2005 in Saintenac, 2012), Medicago truncatula (Kulikova et al.,
2001 in Saintenac, 2012), le mais (Wang et al., 2006 in Saintenac, 2012), la tomate (Koo et
al., 2008 in Saintenac, 2012 ), la pomme de terre (lovene et al., 2008 in Saintenac, 2012) et le
riz (Cheng et al., 2001; Kao et al.,2006 in Saintenac, 2012).

En utilisant I’hybridation fluorescente in situ (FISH), Han et al. (2005) ont mis-en
évidence une élimination rapide de 70 a 90% des copies d’une famille de séquences répétées

chez différents polyploides synthétiques.
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L'hybridation moléculaire in situ sur des métaphases colorées permet de localiser et
d'ordonner directement des sondes correspondant a des genes, des marqueurs génétiques, etc.
Il est ainsi possible d'établir des cartes cytogénétiques dont |a résolution maximale est environ
une atrois Mb ( Lazrek-Ben Friha, 2008).
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Fig. 8 : Principe de I’Hybridation In Stu en Fluorescence (FISH) (Cordier-Courel, 2010).
4.2. Hybridation Génomique In Situ (GISH)

La GISH (Genomic In Stu Hybridization) permet de différencier les chromosomes des
espéces parentales chez les hybrides interspécifiques. Ces techniques sont particuliérement
utiles chez les plantes possédant un nombre important de chromosomes (polyploide) et/ou
chez les plantes d’origine hybride interspécifique telles que la canne a sucre, le bananier, le

caféier, le citronnier et le cotonnier. (Hamon et al., 2001).

)
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L hybridation génomique in situ a également été utilisée, notamment pour caractériser
I’appariement et la formation de crossing over entre les chromosomes de deux especes
éloignées (Fernandez-Calvin et al., 1995; Ji et Chetelat, 2007, Wang et al., 2005b;
Zwierzykowski et al., 2008 in Saintenac, 2012).

La GISH permet d’observer des réarrangements importants telles que des
translocations a I’échelle du génome et permet d’étudier des éventuelles corrélations avec
I’appariement homéologue. Elle a été réalisée sur les chromosomes en méiose pour éudier la
nature de I’appariement chromosomique et sur les chromosomes en mitose pour identifier des

remaniements chromosomiques (Mestiri, 2010).

5. Polyploidie

Le terme polyploidie a été introduit pour la premiére fois par Winkler en 1916. Il
désigne la présence de plus de deux lots haploides de chromosomes dans une méme cellule.
Un ou plusieurs chromosomes en plus ou en moins peuvent se présenter également. C’est ce
qgu’on nomme ‘aneuploidie’ par opposition a ‘I’euploidie’ précédemment décrite. Elle
représente un mécanisme trés commun chez les plantes mais aussi chez les animaux (Griffiths
et al., 2010). Chez les Angiospermes, ce processus représente un mécanisme de spéciation
majeur (Peer et al., 2009; Wood et al., 2009). De nombreuses éudes ont évalué la proportion
des polyploides chez les Angiospermes entre 30 et 80%. Il est maintenant reconnu que
probablement toutes les lignées des Angiospermes ont connu un ou plusieurs cycles de

polyploidisation dans leur histoire évolutive (Brassac et al., 2012).

Otto et Whitton (2000) rappellent les trois mécanismes susceptibles d’étre a la source
d’individus polyploides : I’endomitose, la production de gametes non réduits et la
polyspermie. Bien que le doublement somatique des lots chromosomiques soit possible, il est
actuellement admis que la voie principale conduisant a la formation d’individus polyploides

est la production de gameétes non réduits.

La polyploidie a été particulierement importante dans I'évolution de la famille des
Poaceae. En effet, elle a joué un réle important dans la diversification du genre Hordeum L.
qui contient des taxons diploides, tétraploides et hexaploides (Cuadrado et a., 2013). On
estime que prés de la moitié des taxons du genre sont polyploides. Pour les espéces
diploides,il y’a de nombreuses hypotheses sont émises sur leurs relations phylogénétiques. En
revanche, peu d'informations sur les polyploides (Brassac et al., 2012).
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Les individus polyploides peuvent étre classés selon leur niveau de ploidie (triploide,
tétraploide, pentaploide...), ainsi que selon I’origine de leur ploidie. Ainsi, on distingue les
autopolyploides des alopolyploides. Leur mode de formation est donné dans lafigure 9.

Autopolyploides

Les autopolyploides sont des individus issus d’un dédoublement chromosomique
intervenant au niveau intraspécifique (Fig. 9). lls présentent plus de deux copies d’un méme
génome. L appariement des chromosomes homologues en métaphase de la division méiotique
aboutit souvent a la formation de multivalents d’ou une hérédité polysomique. Selon Comber
et al. (2010), les multivalents peuvent étre a I’origine de gametes ayant un nombre de
chromosomes déséquilibré entrainant des problémes de stérilité. La méiose peut toutefois se
régulariser (diploidisation cytologique) et devenir disomique.

Allopolyploides

Les allopolyploides sont des individus qui combinent les genomes d’au moins deux
taxons différents (Stebbins, 1971). lls résultent souvent d’une hybridation interspécifique
suivie d’une duplication du génome hybride formé (Ramsey et Schemske, 1998). Leur mode
de formation est donné dans la figure 7. Les allopolyploides segmentaires correspondent a la
formation de taxons issus de I’hybridation de deux parents proches ayant en commun des
segments chromosomiques (Leitch et Bennett, 1997). Chez les plantes, on estime que plus de
75% des especes pol yploides sont allopolyploides (Wood et al., 2009).

Ancétre commun
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dlplcldeA m ".\g) :' diploide B
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Gamétes
diploides
Gamétes

e diploides
Doublement
chromosomique
(0000) oooo ) ( oooo
AUTOpalyploide (AAAA) ALLOpolyplmde (AABB)

Fig. 9 : Représentation schématique des principaux modes de formation des polyploides
(Palacios, 2014).
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Aneuploidie

L aneuploidie est la deuxiéme grande catégorie de mutations chromosomiques dues a
un nombre irrégulier de chromosomes. Un aneuploide est un organisme dont le nombre de
chromosomes differe de celui de I’espece originelle par un, deux ou plusieurs chromosomes
(en plus ou en moins). Les aneuploides peuvent comporter un nombre de chromosomes
supérieur ou inférieur a celui de I’espéce ancestrale (Griffiths et al., 2010).

La nomenclature des aneuploides est basée sur le nombre de copies des chromosomes
concernés par laduplication ou ladélétion. Dans le cas des organismes diploides, I’aneuploide

2n+1 est dit trisomique, 2n-1 est monosomigue et I’aneupolyploide 2n-2 est nullisomique.

Dans ce dernier cas, le «-2» représente la perte de deux chromosomes homol ogues.
Chez les individus haploides, n+1 est dit disomique (Griffiths et al., 2010). Les individus
ayant perdu des chromosomes sont dits hypo-aneuploides, tandis que ceux possédant des

chromosomes supplémentaires sont dits hyper-aneuploides (Gorenflot et Raicu, 1980).

La raison de la mgjorité des états aneuploides est la non-digonction au cours de la
méiose ou de la mitose. La digonction désigne la segrégation réguliere des chromatides ou
des chromosomes homologues vers les pdles opposes pendant les divisions mitotiques ou
méiotiques. Lors de la non-digionction méotique, les chromosomes peuvent ne pas se séparer
lors de la premiére ou de la deuxiéme division. Des gametes n+1 et n—1 sont produits dans les
deux cas. Si un gameéte n—1 est fécondé par un gameéte n, il se forme un zygote monosomique
(2n-1). La fusion d’un gamete n+1 et d’un gamete n conduit a un individu trisomique (2n+1)
(Gorenflot et Raicu, 1980). Le mode de formation des aneuploides est donné dans la figure
10.

.
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Fig.10: Représentation schématique de I’origine et type d’aneuploidie (Mistiri, 2010).
6. Irrégularités méiotiques

On appelle irrégularité ou anomalie méiotique tout remaniement du nombre ou de la
structure des chromosomes. Elle résulte d'un accident survenant soit au cours de la méiose,
soit au cours d'une mitose. Elle peut impliquer un ou plusieurs chromosomes. Les anomalies
méiotiques désignent également tout comportement irrégulier des chromosomes durant la
méiose. Des erreurs peuvent parfois se produire lors de la formation des gametes. Les cellules

fillesainsi formeées, peuvent présenter des anomalies soit de nombre soit de structure.

6.1. Anomaliesde nombre

Elles peuvent se traduire par I’absence d’un ou plusieurs chromosomes. Cette
anomalie est le résultat de la non-disonction des chromosomes due a la mauvaise segrégation
au cours de I’anaphase | de la division méiotique. Elles peuvent se traduire également par la
présence de chromosomes supplémentaires (multisomie). Ce phénomeéne de perte ou de gain
est appelé aneuploidie.
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6.2. Anomalies de structure

Elles concernent un ou plusieurs chromosomes. Elles sont habituellement la
conséquence de cassures chromosomiques suivies par une ou plusieurs soudures anormales.
Ces anomalies de structure résultent principalement des déétions, des trandocations,

d’inversions ou de fusion. Les réarrangements touchant un seul chromosome sont :

Inversion péricentrique

Deux cassures sur le chromosome, une de chaque c6té du centromére. Recollement
apres inversion du fragment centromérigue. Conséquence : modification de I’indice

centromérigue du chromosome le plus souvent.
I nversion paracentrique

Deux cassures sur le méme bras chromosomique et recollement apres inversion du

fragment.Pas de modification de I'indice centromérique, cette anomalie ne peut étre détectée

gue par la modification des bandes chromosomiques.
Délétion

Perte d'un fragment de chromosome. Il s'agit toujours d'une anomalie déséquilibrée. La
délétion est dite interstitielle quand il y a perte d'un fragment intermédiaire (deux points de
cassure comme dans l'inversion), terminale quand I'extrémité d'un bras chromosomique est

concernée (un seul point de cassure).
Microdéétions

Il sagit, comme leur nom le suggere, d'une catégorie particuliére de délétions de toute
petite taille dont la caractéristique principale est de ne pas étre visibles sur le caryotype
standard. Ces pertes de matériel chromosomique concernent en effet au plus une sous-bande
chromosomique et ne sont dépistées quavec les techniques de haute résolution ou
actuellement par hybridation in situ fluorescente avec des sondes moléculaires spécifiques.
Cette derniére approche est a la fois plus sensible et plus spécifique que le caryotype haute
résolution, mais elle n'est applicable que quand la clinique est suffisamment évocatrice de tel
ou tel syndrome pour orienter le choix de la région chromosomique a explorer et donc de la

sonde a utiliser.

-
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Différentes méthodes sont décrites pour I’étude des chromosomes. Elles mettent en jeu
I’application d’agents chimiques pour le prétraitement, la fixation et la coloration des cellules
en division. Ces méthodes sont largement décrites dans le cahier des techniques de
cytogenétique vegétale (Jahier, 1992).

1. Matérie et stationsd’étude

Notre travail consiste a analyser des méoses polliniques des especes du genre
Hordeum récolteés dans la région de B&aia. Deux populations correspondent & Hordeum
marinum L. échantillonnées a El-kseur et & Adekar et trois populations correspondent a
Hordeum murinum L. échantillonnées a Gouraya, Targa-Ouzemour et a Sidi-Ahmed.

Chague population de Hordeum marinum L. porte 50 individus et celle de Hordeum

murinum L. porte 30 individus.

Les échantillons sont récoltés dans des formations rudérales essentiellement de bords
de route, entre avril et mai. Cette période correspond a I’anthese c’est-a-dire que les épis sont
encore enveloppés dans la feuille culmaire. La principale difficulté consiste a récolter les
étamines au moment ou les cellules meres des grains de pollen subissent la méiose car elles

ont une courte période de différenciation.

Les conditions d’échantillonnage jouent un réle important dans la réalisation du bon
montage. Des prélévements effectués en début de la matinée, dans des conditions de

température fraiche et humide donnent de meilleurs résultats (Jahier, 1992).

2. Méthode d’analyse des méioses

L’étude des méioses est réalisée sur les anthéres des jeunes boutons floraux ou les
cellules sont en division méotique. Cette étude consiste aréaliser une coloration ala méthode
de Feulgen. Le stade métaphase | et particulierement intéressant pour I’analyse des difféerents
types d’appariements chromosomiques. Les autres stades sont également pris en considération
pour leur importance dans la mise en évidence des éventuelles irrégularités (division
asynchrone, chromosomes retardataires, ponts chromatiques...). Cette technique cytologique

mise au point par Dayer (1963) nécessite plusieurs étapes :

.
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2.1. Fixation et conservation

Sur le terrain, les épillets prélevés sont immédiatement plongés dans des tubes &
contenant du Carnoy (fixateur). Ce fixateur est constitué de six volumes d’alcool absolu, de
trois volumes de chloroforme et d’un volume d’acide acétique. Le Carnoy permet le blocage
rapide des divisions cellulaires. Il permet également la conservation de I’intégrité structurale
des chromosomes et I’amélioration de la coloration (Love and Love, 1975 ; Jahier, 1992).
Aprés 48 heures dans ce fixateur, les épillets sont conservés dans I’alcool 70° a 4 °C, au
réfrigérateur jusqu’a I’étape de la coloration.

Fig. 11 : Photographie des épillets fixés dans HCI puis conservés a I’alcool 70°.

20
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2.2. Hydrolysea HCI

Cette étape permet, principalement, la libération des groupements aldéhydiques de
I”’ADN par la destruction des liaisons entre bases puriques et le désoxyribose pour permettre
la fixation du colorant. L'agent employé dans cette étape est |'acide chlorhydrique HCI (N). Il
permet également le ramollissement des tissus car son action peut étre assimilée a celle d’une
enzyme. Aing, I'hydrolyse dissout |es substances pectiques de la lamelle moyenne et permet
I'éclaircissage du cytoplasme. Elle est également nécessaire pour obtenir un bon étalement des
cellules et des chromosomes. L’hydrolyse est réalisée a une température de 60 °C. au bain-
marie pendant 5 minutes (Gaci S., 2007 ; Haicheur L., 2009).

Fig. 12 : Photographie des épis dans HCI 1N subissant une hydrolyse acide au bain

marie.
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2.3. Coloration

Apres I’étape de I’hydrolyse, les épillets sont rincés a I’eau distillée. |lIs sont ensuite
plongés dans des piluliers contenant le colorant. Le colorant utilisé est le réactif de Schiff
adapté aux graminées. |l est préparé a partir de la fuchsine basique selon |e protocole suivant :

- Dissoudre 1g de fuchsine basique dans 100 ml d’eau distillée bouillante.

- Laisser refroidir 250 °C. puisfiltrer.

- Rincer le filtre avec 30 ml d’HCI (N).

- Mettre au fond d’un flacon en verre fumé dans lequel on place le réactif, 3g de méta-
sulfite de potassium ou le natrium bisulfite.

- Aprés deux heures, la solution est préte al’emploi.

Ceréactif peut étre conservé au réfrigérateur pendant quelques mois.

Le réactif de Schiff se fixe sur les groupements aldéhydiques libérés lors de
I'hydrolyse pour donner une coloration rouge aux chromosomes. Cette technique de coloration
est appel ée technique de «Feulgen et Rossenbeck» car elle a été décrite pour la premiére fois
par Feulgen en 1924.

Fig. 13 : Photographie des épis rincés dans I’eau puis plongé dans le réactif de Schiff.
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2.4. Observation et photographie

Sous loupe hinoculaire, les étamines colorées en rouge violacé par le réactif de Schiff
sont dégagées a I’aide d’aiguilles fines. Elles sont ensuite écrasées entre lame et lamelle dans
une goute d’acide acétique 45 % ou de carmin acétique pour accroitre le contraste entre les
chromosomes et le cytoplasme. L’observation des cellules meres de pollen en division se fait
au microscope photonique. Les cellules en divisions sont repérées au grossissement (10 x 8 x
1,25). L’ observation des chromosomes se fait au grossissement (40 x 8 x 1,25) et (100 x 8 x
1,25). Les meilleures plaques sont lutées a I’aide d’un vernis ordinaire et sont photographiées
a I’aide d’un appareil photographique numérique. Ces lames |utées peuvent étre conservées au

réfrigérateur pendant quelques mois.

Fig. 15 : Photographie de I’observation au microscope photonique et une lame luttée.
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1. Enumération chromosomique

Le dénombrement chromosomique est effectué au stade métaphasique | sur des
cellules méres des grains de pollen en division méiotique. Cette étude est réalisée sur trois
échantillons de H. murinum et sur deux échantillons de H. marinum. Plusieurs cellules par
population sont analysées. Pour éviter toute ambiguité, seules les cellules ou les chromosomes

sont bien individualisés sont retenues.

Les résultats sont donnés dans | e tableaul.

Tableau 1 : Nombre chromosomiqgue des cing populations d’orge étudiées.

Espéce Population Nombre chromosomique
Sidi-Ahmed 2n=4x=28

H. murinum | Targa Ouzemour | 2n=4x=28

Gouraya 2n=4x=28
H. marinum | Adekar 2n=2x=14
El-kseur 2n=2x=14

Bothmer et al. (1995) décrivent trois cytotypes chez H. murinum correspondant a trois

taxons différents.
-H. glaucum Steud. & 2n=2x=14,
-H. murinum L. sstr. & 2n=4x= 28,
-H. leporinum Link. a 2n=6x=42, et a 2n=2x=28.

Nos échantillons analysés dans la région de Bejaia avec des conditions d’humidité ne
montrent qu’un seul cytotype a 2n=4x=28 correspondant H. leporinum Link. Le cytotype
diploide préférant les conditions plutét xériques semble absent dans nos trois stations.

Le complexe H. marinum est reconnu comme un complexe a deux niveaux de ploidie

correspondant a deux taxons différents (Bothmr et al., 1995).

- Une sous-espéce diploide, H. marinum ssp. marinum a 2n=2x=14,
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- Une sous-espéce H. marinum ssp. gussoneanum a 2n=2x=14 et a 2n=4x=28.

Nos échantillons ne montrent qu’un seul cytotype diploide correspondant a H.

maritimum ssp. maritimumL..

De certains travaux de cytologie et d’écologie, se dégagent un consensus sur la
distribution géographique des taxons du complexe polyploide de Hordeum murinum L. Giles
et Lefkovitch (1986) synthétisent ces études et établissent que H. glaucum (2x) se rencontre
dans les conditions chaudes et seches du climat méditerranéen, que H. murinum (4x) préfere
les conditions froides et humides et les hautes altitudes alors que H. leporinum (6x) est

endémique de I’Est de la Méditerranée (Afganistan).

Dans les stations d’étude de Gouraya, Sidi-Ahmed et de Targa-Ouzemour ou les
conditions du milieu sont relativement favorables avec une atitude basse et un climat humide,
les individus tétraploides de H. murinum tres performants ont pu écarter les diploides. Ces
derniers se retrouveraient plutdt dans les zones méridionales de I’Algeérie ou les conditions

sont plus seches.

Cependant, Midoune et Ouabdelkader (2002), étudiant quelques populations de
stations a niveaux d’altitude différents de la région de Béjaia, mentionnent la présence du

cytotype diploide.

Ourari (2011) établit, sur des études faites sur le territoire Algérien, que les
tétraploides se développent dans les conditions ou les fluctuations bioclimatiques ne sont pas
tres fortes. Ils préferent les régions fraiches et humides du Nord ou ils représentent un fort
pourcentage. Leur fréquence diminue avec le gradient bioclimatique Nord-Sud. Ainsi, dans
les régions arides aucun tétraploide n’est récolté.

Nos échantillons de H. marinum se révelent tous diploides. Les différentes éudes ne
signalent aucune forme de tétraploides en Afrique du Nord. En effet, ces taxons sont répartis
en Méditerranée orientale et en Asie du Sud-Ouest (Bothmer et al., 1995).

2. Comportement méiotique

Nous avons suivi le déroulement de la mé ose sur des cellules meéres de pollen chez les
deux taxons H. murinum et H. marinum. Nous avons analyse les différents stades méiotiques

et nous avons noté les irrégularités qui peuvent nous renseigner sur le degré d’homologies des

=
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génomes polyploides de base et sur les facteurs pouvant induire la variation au sein de ces
deux complexes.

2.1. Différents stades de la méiose

2.1.1. Division réductionnédlle

Cette premiére division est appelée division réductionnelle car elle aboutit a la
formation de deux cellules a n chromosomes. Elle est précédée par une interphase identique a
celle de la mitose, au cours de laquelle chacun des chromosomes se réplique et se retrouve
constitué de deux chromatides-sceurs identiques (Samri, 2012). Elle comprend 4 phases :

- Prophasel

La prophase est |'étape la plus longue et la plus complexe de laméiose. Elle représente
90 de la durée de la méiose. La prophase méictique est plus complexe que la prophase
mitotique ce qui a mené les cytologistes a la subdiviser en cing stades (Dawe, 1998 ; Roeder,
1997).

Stade leptotene

Dans la figure 16, sont représentées deux cellules méres de pollen au stade leptoténe
photographi ées chez les deux taxons anal ysés.

10 pm 10 pm

Fig. 16 : Photographies de méiocytes méles au stade | eptotene
(1) chez Hordeum marinum L., (2) chez Hordeum murinum L., (3) schéma de stade |eptotene
selon Bouchard (2006).
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A ce stade les chromosomes commencent a se condenser. Ils sont visibles dans le
noyau sous forme de longs filaments fins et I’élément axial apparait le long de chacun d’entre
eux. Lestélomeres s’attachent a I’enveloppe nucléaire et commencent leur migration vers I’un
des pbles du noyau. De plus, les premiers stades de recombinaison meiotique s’initient
(Gerton et Hawley, 2005 ; in Saintenac, 2009).

A ce stade, la duplication de I’ADN est achevée et chagque chromosome est constitué
de deux chromatides. Selon, Grelon et al. (2001) in Horlow et Doutriaux (2003), la protéine
SWil intervient dans I’établissement de la cohésion des chromatides sceurs mais son maintien

est assuré par une autre protéine homologue (protéine Rad21).

Stade zygoténe

Dans la figure 17, sont représentées deux cellules meres de pollen au stade zygoténe
photographi ées chez les deux taxons anal ysés.

Fig. 17 : Photographies de méocytes méales au stade zygoténe
(1) chez Hordeum marinum L., (2) chez Hordeum murinum L., (3) schéma de stade zygotéene
selon Bouchard (2006).

Les chromosomes continuent a se condenser et commencent a s’aligner. Certains des
ponts entre homologues évoluent en association axiale (AA) et permettent une connexion
entre les @ éments axiaux des deux homologues. La migration des télomeéres vers un des pbles
de la cellule est terminée : c’est le bouquet télomérique (Saintenac, 2009).

La condensation des chromosomes se réalise grace notamment a des protéines

spécifiques en prophase | comme la meiotin-1 (Qureshi et Hasenkampf, 1995 in Dawe, 1998).
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Les chromosomes homologues commencent a s’apparier et s’enroulent I’un autour de I’autre.
L appariement débute toujours en des points bien précis, appelés points de contact ou
zygomere. A ce stade, une structure protéique particuliere apparait : le complexe
synaptonémal. Ce complexe semble établir une connexion entre les chromosomes
homologues sur toute leur longueur. La mise en place d’un complexe synaptonémal cohérent
est nécessaire a la formation des bivalents. En son absence, |e stade pachyténe ne peut étre
défini. La formation du complexe synaptonémal nécessite une protéine homologue de la
protéine Hopl de levure Schizosaccharomyces pombe (Horlow et Doutriaux, 2003).

Stade pachytene

Dans la figure 18, sont représentées deux cellules meres de pollen au stade pachytene
photographi ées chez les deux taxons anal ysés.

10 pm 10 pmm

Fig. 18 : Photographies de méiocytes méles au stade pachyténe
(2) chez Hordeummarinum L., (2) chez Hordeum murinum L., (3) schéma de stade pachyténe
selon Bouchard (2006).

Les chromosomes homologues sont alignés et synapsés sur toute leur longueur. Ils
continuent a se compacter et apparaissent plus courts et épais qu’aux stades précédents
(Smithies et Powers, 1986 ; Roeder, 1997 in Dumont, 2011). C’est la phase ou se déroulent
les échanges génétiques par |a recombinaison homologue «crossing-over».

Les chromosomes en pachyténe sont plus longs que les chromosomes de la prophase
mitotique (Donad et al., 1983 ; Neuffer et al., 1997 in Dawes, 1998). Ce stade peut
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représenter comme chez Arabidopsis la moitié du temps de la prophase | méiotique (Dumont,
2011).

Stade diplotene

Dans la figure 19, sont représentées deux cellules méres de pollen au stade diplotene
photographi ées chez les deux taxons anal ysés.

Fig. 19 : Photographies de méiocytes méles au stade diploténe
(2) chez Hordeummarinum L., (2) chez Hordeum murinum L., (3) schéma de stade diplotene
selon Bouchard (2006).

Pendant le stade diplotene chague chromosome est constitué d’une paire de
chromatides sceurs. Les chromatides sceurs commencent a se séparer (Cummings et Spencer,
2006). Les chromosomes perdent les composants du complexe synaptonémal. Les
chromosomes homologues se séparent |égérement mais restent associés au niveau des

chiasmata, qui correspondent aux sites des crossing-over (Sturtevant, 1915 in Dumont, 2011).
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Stade diacinése

Dans la figure 20, sont représentées deux cellules meres de pollen au stade diacinése
photographi ées chez les deux taxons anal yses.

10 pm

Fig. 20 : Photographies de méiocytes méles au stade diacinése
(2) chez Hordeum marinum L., (2) chez Hordeum murinum L., (3) schéma de stade diacinése
selon Bouchard (2006).

La phase terminale de la prophase | est la diacinése. Les chromosomes se séparent
davantage, mais les chromatides non-sceurs restent encore attachées au niveau des chiasmata
(Cummings et Spencer, 2006). Les chromosomes atteignent leur niveau de compaction
maximal et se détachent de I’enveloppe nucléaire. Les chromosomes sont associés en bivalent
gréce ala cohésion et aux chiasmata. La cohesion assure I’association des chromatides sceurs
et les crossing-over générent un échange réciproque de fragments entre une des deux
chromatides de chague chromosome (Sturtevant, 1915 in Dumont, 2011). Les chromosomes
homologues semblent se repousser I’'un I’autre et les segments non retenus par un chiasma

s’eloignent. Ces chromosomes se caractérisent en longueur par un processus spiral (Nakkala
S. NakkalaC., 1975 ; in Dawe, 1998).
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- Métaphase|

La figure 21 montre deux photographies de cellules en métaphase | chez les deux
taxons analyses. H. marinum L montre 7 bivalents (Fig.14. 1) et H. murinum L. montre 14
bivalents (Fig. 14. 2).

===

10 pm 10 pm

Fig. 21 : Photographies de méiocytes méales au stade métaphase |.
(1) chez Hordeum marinum L., (2) chez Hordeum murinum L., (3) schéma de stade
métaphase |, selon Bouchard (2006).

Lors de la cette phase les chromosomes ont tendance a se repousser et ils s’attachent
aux fibres des fuseaux de microtubules au niveau des kinétochores qui sont une structure
protéique située au niveau des centromeéres. Ils migrent ainsi en paires (Saintenac, 2009). Les
chromosomes ont fini de raccourcir et de s’épaissir. Les chiasmata terminaux de chague paire
de chromosomes sont visibles et apparaissent et les bivalents se positionnent sur la plaque
métaphasi que ou équatoriale (Cummings et Spencer, 2006).
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- Anaphase|

Lafigure 22 montre deux photographies de cellules en anaphase | chez les deux taxons
analyses.

10 pma 10 pma
1 2

Fig. 22 : Photographies de méiocytes méles au stade anaphase |.
(1) chez Hordeum marinum L., (2) chez Hordeum murinum L., (3) schéma de stade anaphase
I, selon Bouchard (2006).

Les chromosomes homologues sont tirés de part et d’autre de la cellule par contraction
des fibres ; il y a déplacement des deux lots de chromosomes jusqu’aux deux pdles de la
cellule (Saintenac, 2009). Les centromeéres ne se divisent pas et continuent & maintenir les
chromatides sceurs reliées. Les chromosomes homologues se séparent et migrent aux pbles
opposés (chacun est constitué de deux chromatides sceurs). C’est cette migration qui permet
de réduire le nombre de chromosomes de I’état diploide (2n) a I’état haploide (Griffiths et al.,
2001). Selon Yang et al., 1999 in Doutriaux (2003), une protéine ASK1 est responsable de la
dégradation de structure qui connecte les chromosomes homologues, comme le complexe
synaptonémal ou les chiasmata entrainant ainsi la séparation des homologues.
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- Télophasel

La figure 23 montre deux photographies de cellules en télophase | chez les deux
taxons analyses.

Fig. 23 : Photographies de méiocytes méles au stade télophase |.
(1) chez Hordeum marinum L., (2) chez Hordeum murinum L., (3) schéma de stade tél ophase
I, selon Bouchard (2006).

Au cours de cette derniére étape, il y a reformation de I’enveloppe nucléaire et
dispersion des chromosomes. Les fibres du fuseau sont dissoutes et la cellule est coupée en
deux par un anneau de protéines qui est I’actine : c’est la cytosinese. Ceci permet la formation
de deux nouvelles cellules haploides bi-chromatidiennes (Saintenac, 2009). Chez de
nombreux organismes, aprés la formation de la membrane nucléaire autour des diades, le
noyau entre dans une courte période interphasique (Cummings et Spencer, 2006).
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- Intercinése|

La figure 24 montre deux photographies de cellules au stade intercinése | chez les
deux taxons anal ysés.

1 10 pm 10 pum

Fig. 24 : Photographies de méiocytes méales au stade intercinése |.
(1) chez Hordeum marinum L., (2) chez Hordeum murinum L., (3) schéma de stade
intercinése |, selon Bouchard (2006).

C’est une phase qui sépare les deux divisions de la méiose. Elle est d’une durée
variable selon les espéces. Cette phase est caractérisée par la formation d’une membrane
cellulaire entre les deux nouveaux noyaux. Chez les autres espéces autres que les
Monocotylédones, cette cloison n’existe pas (Lints, 1991). Il n’ya pas de réplication d’ADN.
Cette étape marque la fin de la premiere division réductionnelle (Griffiths et al., 2001). La
cellule mére de pollen se présente aors sous forme de diade.

2.1.2. Division équationnelle

La division équationnelle est identique a la mitose. Elle aboutit a la séparation des
chromatides sceurs. Chague cellule donne aors naissance a deux cellules haploides mono-
chromatidiennes (Saintenac, 2009). Elle se déroule en cing étapes :
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- Prophasell

Lafigure 25 montre deux photographies de cellules au stade prophase |1 chez les deux

taxons analyses.

=y

1 10 pm 2 10 pm 3

Fig. 25 : Photographies de méocytes méales au stade prophase |1.
(1) chez Hordeum marinum L., (2) chez Hordeum murinum L., (3) schéma de stade Prophase
[1, selon Bouchard (2006).

Dans chague diade, les chromosomes sont composés d’une paire de chromatides sceurs
liées par un centromére (Cummings et Spencer, 2006). C’est une phase de contraction
chromosomique par spiralisation. Cette phase n’existe pas chez toutes les especes végétales
(Griffiths et al., 2001). D’aprés Lints (1991), celle-ci n’existe que chez les organismes
subissant une télophase et une intercinése.
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- Méaphasel|

La figure 26 montre deux photographies de cellules au stade métaphase Il chez les
deux taxons anal ysés.

10 um 10 pm

-
r
[

Fig. 26 : Photographies de méocytes méales au stade métaphase I1.
(1) chez Hordeum marinum L., (2) chez Hordeum murinum L., (3) schémade stade
métaphase |1, selon Bouchard (2006).

Au sein de cette phase, les noyaux issus de la premiére division réductionnelle entrent
directement en division sans duplication préalable de leurs chromosomes. Les chromosomes
se placent sur la plague équatoriale de chacune des aires cytoplasiques de la diade. Le
centromere de chague chromosome est relié au fuseau achromatique. A ce stade, les

chromatides sceurs perdent leur cohésion et se séparent aprés la destruction des protéines Swil
et Rad21 (Horlow et Doutriaux, 2003).
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- Anaphasel |

Lafigure 27 montre deux photographies de cellules au stade anaphase Il chez les deux

taxons analyses.

10 pm

Fig. 27 : Photographies de méiocytes males au stade anaphase 1.
(1) chez Hordeum marinum L., (2) chez Hordeum murinum L., (3) schéma de stade anaphase
[1, selon Bouchard (2006).

Les centromeéres se clivent longitudinalement et les chromatides sceurs de chaque
chromosome migrent vers des pbles opposés du fuseau. Une fois les centromeéres séparés,
chaque chromatide reconstitue un chromosome individualisé (Griffiths et al., 2001).
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- Télophasel|

La figure 28 montre deux photographies de cellules au stade télophase |1 chez les deux

taxons analysés.

10 pm 10 pm

Fig. 28 : Photographies de méiocytes méales au stade télophase I1.
(1) chez Hordeum marinum L., (2) chez Hordeum murinum L., (3) schéma de stade tél ophase
[1, selon Bouchard (2006).

Au cours de ce stade il y ala reconstitution de la membrane nucléaire et cytodiérése
,on obtient quatre cellules filles haploides et chaque cellule posséde un simple jeu de
chromosome non dupliqué et non identique suite aux recombinai sons génétique de la méiose |
(Samri, 2012).
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- Intercinésel |

La figure 29 montre deux photographies de cellules au stade interphase Il chez les

deux taxons analysés.

10 pm 10 pm 3

Fig. 29 : Photographies de méiocytes méles au stade interphase |1.
(1) chez Hordeum marinum L., (2) chez Hordeum murinum L., (3) schéma de stade interphase
I1, selon Bouchard (2006).

Ces figures montrent des lots chromosomiques bien individualisés. Les noyaux sont
reconstitués et les membranes cellulaires se forment entre les quatre nouveaux noyaux
(Griffiths et al., 2001), constituant, ains des tétrades. Chague noyau de la tétrade se

développe pour donner une microspore qui est le grain de pollen.
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Tableau 2 : Synthese des différentes phases de la méiose chez les deux espéces étudiées.

Premiére
division Pro. |

H. marinum

H. murinum

Deuxiéme

division Inter. 11

H. Marinum

H. Murinum
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2.2. Différents types d’appariement

Plusieurs types d’appariements chromosomiques sont mis en évidence chez les deux
especes analysées en fonction du nombre de chiasmata mis en jeu.

- Bivalentsdroits

La figure 30 représente des plaques métaphasiques montrant des bivalents droits avec
un (Fig. 30.1) ou deux chiasmata (Fig. 30.2) observés chez H. marinumL..

Fig. 30 : Photographies de méiocytes méales de Hordeum marinum L. au stade métaphase |
montrant des bivalents droits avec un seul chiasma (1) et des bivalents droits avec deux

chiasmata (2).
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La figure 31 représente des plaques métaphasiques montrant des bivalents droits avec
un (Fig. 31.1. et 2) ou deux chiasmata (Fig. 31.3) observés chez H. murinumL..

1 10 pm 3 10 wm

Fig. 31 : Photographies de méiocytes méaes de Hordeum murinum L. au stade métaphase |
montrant des bivalents droits avec un seul chiasma (1, 2) et un bivalent droit avec deux
chiasmata (3).

Les bivalents droits avec un seul chiasma montrent un seul crossing-over selon la
théorie de la chiasmatypie partielle de (Janssen, 1909). La répulsion entre les chromosomes
homologues ainsi que I’éloignement des centromeéres et le transfert des chiasmas vers les
extrémités chromosomiques lors de la terminalisation ont donné naissance a une figure

linéaire.

Les bivalents droits avec deux chiasmas présentent deux crossing-over a une extrémité
des homologues. Selon la méme théorie la répulsion des homologues et |a terminalisation ont

donné naissance a une figure en anneau ouverte avec une boucle.
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- Bivalents en anneau

La figure 32 représente des plagues métaphasiques montrant des bivalents en anneaux

avec deux (Fig. 32.1), trois (Fig. 32.2) et quatre chiasmata (Fig. 32.3) observés chez H.
marinumL..

Fig. 32 : Photographies de méiocytes males de Hordeum marinum L. au stade métaphase |
montrant des bivalents en anneau avec deux (1), un bivalent en anneau avec trois (2)

et un bivalent en anneau a quatre chiasmata (3).

La figure 33 représente des plaques métaphasiques montrant un bivalent en anneaux
avec deux (Fig. 33.1), un bivalent en anneau avec trois (Fig. 33.2) et un bivalent en anneau a
guatre chiasmata (Fig. 33.3) observés chez H. murinumL..

10 um 10 10 pm
1 2 = 3

Fig. 33 : Photographies de méiocytes maes de Hordeum murinum L. au stade métaphase |
montrant un bivalent en anneau avec deux (1), un bivalent en anneau avec trois (2) et

un bivalent en anneau a quatre chiasmata (3).




Résultats et discussion

Les bivalents en anneau avec deux chiasmata montrent deux crossing-over aux
extrémités des homologues et I’éloignement des centromeéres a donné naissance a une figure

en anneau.

Les bivalents en anneau avec trois chiasmata montrent deux crossing-over a une
extréemité et un autre a I’autre extrémité des homologues. L’éloignement des centromeres a

donné naissance a une figure en anneau avec une boucle.

Les bivalents en anneau avec guatre chiasmata montrent deux chiasmas de part et
d’autre des centromeres, leurs éloignement et la terminalisation a donné naissance a une

figure en anneau avec deux boucles.

La théorie de chiasmatypie de Janssens (1909-1924), qui est toujours admise, postule
gue ces chiasmata sont le résultat des crossing-over, responsables de la recombinaison
génétique interchromosomique. lls se forment en des points précis ou des échanges de

segments ont eu lieu entre chromatides homol ogues non sceurs.

Une éude des fréguences de recombinaison homologue montre une distribution non
aléatoire des crossing-over méiotique chez Arabidopsis. Chez la levure, la protéine Spoll
induit laformation des cassures double-brin nécessaire alamise en route de la recombinaison
homologue méiotique. En revanche, la protéine Dmcl est spécifiquement impliquée dans
I’orientation de la recombinaison réparatrice vers le chromosome homologue (et non la
chromatide sceur). Les plantes Arabidopsis (2n=10) mutants Spol1 présentent une diminution
drastique de la recombinaison homologue méiotique. De ce fait, il n’ya pas formation de
bivalent et les dix chromosomes, a I’état d’univalent, ségrégent aléatoirement. Ce phénotype
est similaire a celui des plantes mutantes Dmcl. Ces résultats suggerent fortement que le
déclenchement de la recombinaison homologue méiotique repose sur la création de cassures
double brin par la protéine spoll. Leur réparation par Dmcl conditionne la formation des
bivalents. Les plantes mutantes spoll ne présentent pas de stade pachyténe discernable. Ce
qui indique que I’établissement du complexe synaptonémal dépend du déclenchement de la
recombinaison homologue chez Arabidopsis comme chez la souris et chez la levure (Horlow
et dautriaux, 2003).

La variation dans I’appariement des chromosomes en méose observée chez les
differentes especes et au sein d’une méme espece serait due a plusieurs facteurs qui

dirigeraient la formation de ces appariements. Les conditions de I’environnement influent

=
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considérablement sur la fréquence des chiasmata (Fedak, 1973 in Deniz et Tufan, 1998). De
nombreux travaux décrivent I’influence de changements de température sur cette fréquence
(Dowrik, 1957 in Deniz et Tufan, 1998). Le traitement par les radiations ionisantes
(Lawrence, 1961 in Deniz et Tufan, 1998) et |e traitement minéral (Law, 1963 ; Bennett, 1970
in Deniz et Tufan, 1998) induisent la variation dans la formation de bivalents. Chez I’orge la
composante génétigque des fréquences des chiasmata est mise en évidence par Mather (1938)
in Deniz et Tufan, (1998). D’autres facteurs génétiques peuvent déterminer la formation de
bivalents tels que le gene de diploidisation (Phl) localisé sur le chromosome 5B. Il est misen
évidence chez deux variétés de blé (Chinese spring et Holdfast) en 1958 par deux équipes de
chercheurs, I’une anglaise (Riley et Chapman), I’autre américain (Sears et Okamoto) in
Gorenflot et Raicu (1980).

2.3. Anomalies méiotiques

Des anomalies méiotiques sont recherchées dans les différents stades de la méiose
chez les deux especes. Les anomalies observées sont les suivantes :

- Divisions asynchrones au stade anaphase Il chez Hordeum marinum et au stade

métaphase |1 chez Hordeum murinum L.
- Ponts chromatiques au stade anaphase |

- Univalents au stade métaphase |

- Chromosomes retardataires au stade anaphase | chez Hordeum marinum L. et au

stade anaphase |1 chez Hordeum murinum L.

On remarque que le stade métaphase est le stade qui présente le plus d’anomalies.
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2.3.1 Divisions asynchrones

La figure 34 montre une cellule mére de grain de pollen en division méiotique
présentant une division asynchrone chez chez Hordeum marinumL..

10 um

Fig. 34 : Photographie d’un méiocyte male de Hordeum marinum au stade anaphase |
montrant une division asynchrone des deux cellules de la diade.

Au cours de la division équationnelle (méiose 1), certaines cellules n’entrent pas en
métaphase |1 simultanément. A I’anaphase Il, on observe dans une aire cytoplasmique une
séparation des chromatides sceurs alors que dans I’autre aire, les chromatides sceurs restent

toujours liées.

Ce phénomene a été observé par Risso-Pascotto et al., (2003) chez Brachiaria
ruziziensis. Selon ces auteurs, une mutation qui affecte le checkpoint du fuseau achromatique
empéche les chromosomes de I’une des cellules sceurs de rejoindre la plaque métaphasique.
Ainsi, les chromosomes de cette cellule restent dispersés dans le cytoplasme tandis que la
deuxiéme cellule poursuit sadivision.

E
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2.3.2. Ponts chromatiques

La figure 35 montre des cellules avec des ponts chromatiques au stade anaphase |

observées chez les deux especes étudiées.

10 um 10 um
3 4 S ——§—m—m.

10 pm

Fig. 35 : Photographies des méiocytes méles de Hordeum marinumL. (1 ; 2) et des méiocytes
males de Hordeum murinum L. (3 ; 4) au stade anaphase | montrant des ponts chromatiques.

Certaines cellules en anaphase présentent des ponts chromatiques reliant les
chromosomes aprés leur séparation. Ces ponts seraient le résultat de la fragmentation
chromosomique ala prophase | avec I’absence de réparation des cassures double brin induites

par la protéine Spoll suite a une mutation (Horlow et dautriaux, 2003).
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2.3.3. Univalents

Lafigure 36 montre des cellules en métaphase | qui présente des univalents.

Vﬁ_r : N
27

10 um 10 um

Fig. 36 : Photographies d’un méiocyte male de Hordeum marinumL. (1) et d’un méiocyte

male de Hordeum murinum L. (2) au stade métaphase | montrant des univalents.

Deux chromosomes non appariés forment deux univalents. Pour que deux
chromosomes homologues s’apparient, un complexe synaptonémal doit se former sur toute
leurs longueurs au stade pachyténe. La protéine spoll induit la formation de cassures double-
brin nécessaire ala mise en route de recombinai son homologue méiotique. La protéine DMC1
est impliquée dans I’orientation de la recombinaison réparatrice (Horlow et dautriaux, 2003).
Chez lalevure, la recombinaison méiotique est compléetement bloquée chez les mutants dmcl
(Neale et Keeney, 2006 in Saintenac, 2009). Une mutation du géne dmcl entraine la
formation d’univalents a la méiose chez Arabidopsis (Anderson et Stack, 2002 in Saintenac,
2009).
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2.3.4. Chromosomesretardataires

La figure 37 montre des cellules meres de pollen au stade anaphase | chez Hordeum
marinum L. et au stade anaphase Il chez Hordeum murinum L. présentant des chromosomes
retardataires.

10 um

Fig. 37 : Photographies d’un méiocyte male chez Hordeum marinum L. au stade anaphase |
(2) et d’un méiocyte male chez Hordeum murinum L. au stade anaphase |1 (2) montrant des

chromosomes retardataires.

La séparation des chromosomes homologues lors de I’anaphase | est défectueuse chez
le mutant askl. La mutation résulte d’une insertion dans un géne qui code probablement un
composant du systeme d’ubiquitinylation qui est homologue de Skpl chez la levure. Asklest
responsable de la dégradation des structures qui connectent les chromosomes homologues
comme le complexe synaptonema qui pourraient entrainer une mauvaise ségrégation des
chromosomes empéchant ainsi le déroulement normal de I’anaphase (Horlow et dautriaux,
2003).
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Tableau 3 : synthése des différentes anomalies rencontrées chez les deux espéces

étudiées.

Anomalie

Espece

Divisions asynchrones

H.
Marinum

H.
Murinum

Ponts chromatiques

Univaents

Chromosomes
retardataires

E
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Cetravail amis en application la technique de Feulgen et Rossenbeck sur des especes
sauvages de graminées. Cette technique utilise le réactif de Schiff pour colorer les

chromosomes en rouge violacé.

Nous avons pu établir peu a peu un protocole adapté a nos deux espéces algériennes
d’orge sauvage. Nous avons considéré deux échantillons de Hordeum marinum L. récoltés
dans la région d’El-kseur et d’Adekar ainsi que trois populations de Hordeum murinum L.
échantillonnées dans la région de Gouraya, Sidi-Ahmed et de Targa-Ouzemour.

Le dénombrement chromosomique effectué sur des cellules méres de pollen en
division méotique, observées au stade diacinése et métaphase | a permis de confirmer que les
populations de Hordeum marinum L. sont diploides a 2n=2x=14 et les populations de
Hordeum murinum L. sont tétraploides a 2n=4x=28.

Les deux espéces étudiées montrent un déroulement régulier de la méose dans la
majorité des cellules analysées. Cette régularité montre que I’appariement entre les
chromosomes homologues est bien controlé pour éviter les problemes de fertilité et
d’aneuploidie.

L appariement le plus frequent est I’appariement en anneau avec quatre chiasmata.
Cependant, d’autre types d’appariements sont observes a savoir : des bivalents droits a un, ou

adeux chiasmata et/ou des bivalents en anneau a un, deux, trois ou a quatre chiasmata.

Certaines cellules observées chez les deux especes montrent des irrégularités
méiotiques a une fréquence trés faible. Ainsi, des divisons asynchrones, des ponts

chromatiques, des univalents ainsi que des chromosomes retardataires sont notés.

Malgré la faible fréquence de ces anomalies, elles entraineraient au bout d’un certain
nombre de générations la création d’une variabilité nécessaire a la pérennité des populations
naturelles. Ces anomalies méiotiques sont importantes en biologie. Elles révélent plusieurs
caractéristiques importantes de la méiose et de I’architecture des chromosomes et elles

renseignent sur le processus de I’évolution.
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Résumeé

Une étude cytogénétique est menée sur deux complexes d’espéces d’orge spontanées
d’Algérie, Hordeum murinum L. et Hordeum marinum L. échantillonnées dans la région de
Béaia (Algérie). La technique de coloration des chromosomes utilisée est celle de Feulguen
et Rossenbeck (1924) qui utilise le réactif de Schiff. Le dénombrement chromosomique est
effectué au stade métaphase | sur des cellules meres de pollen en division méiotique. Les
résultats montrent un seul niveau de ploidie dans chague espece. H. murinum L. s’est révélé
tétraploide alors que H. marinum L. est diploide. Des irrégularités telles que des divisions
asynchrones, ponts chromatiques, univaents, chromosomes retardataires sont notés chez les

deux especes.

Mots clés: Hordeum murinum L., Hordeum marinum L., méiose, irrégularités méotiques,

polyploidie.

Abstract

Cytogenetic study was conducted on two wild barley complex; Hordeum murinum
L. and Hordeum marinum L. sampled in B&aia (Algeria). Feulguen and Rossenbeck (1924)
technique was used for chromosome staining using Schiff's reagent. The chromosome count
was performed at metaphase | of pollen mother cells (PMCs) at meiotic division. The results
showed one ploidy level in both species. H. murinum L. proved tetraploid whereas H.
marinum L. is diploid. Meiotic irregularities such as asynchronous divisions, chromatic

bridges, univalents, chromosome lagging were noted in both species.

Keyword: Hordeum murinum L., Hordeum marinum L., meiosis, meiotic irrégularities,

polyploidy.
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