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Introduction

I ntroduction

Le continent africain est doté d'une biodiversité parmi les plus riches dans le monde, avec un
nombre tres élevé de plantes utilisées comme herbes, comme aliments naturels ou dans des buts

thérapeutiques.

Malgré la nature hétérogéne d'une biodiversité immense du continent africain en généra et de
I'Algérie en particulier, beaucoup d’ espéces restent mal répertoriées ou encore mal connues a ce
jour. C’est pourquoi nous nous sommes intéresses a I’ é&ude de deux especes de scilles, a savoir

Prospero fallax et Hyacinthoides lingulata.

Les scilles sont des petites bulbeuses de la famille des Hyacinthaceae (ex. Liliaceae) avec

de petites fleurs étoilées bleues a violettes. Elles sont connues pour leur usage ornemental et de
décoration dans tout type d’environnement. La diversité systématique et cytogenétique de ce
groupe de plantes et leur endémisme particulier, en font des modeles d évolution et de
Spéciation.
En ce qui concerne I’ Afrique du nord, et I’ Algérie en particulier, les connaissances sur les scilles
et le genre Prospero sont mal connues en dépit de ressources botaniques et de flores anciennes
considérables (Maire, 1958). Par ailleurs, les référentiels et bases de données actuels concernant
la mise a jour nomenclatrice de la Flore Nord-africaine (African Flowering Plants Database*),
sont insuffisants en raison de confusions synonymiques et d ambiglités des critéres
diagnostiques des anciennes flores, mais surtout en raison de la complexité biologique liée au
polymorphisme des populations et a la polyploidie qui n’est pas prise en compte dans les flores.
(Hamouche, 2014).

Les approches morphologiques et cytogénétiques, S averent pertinentes pour une connaissance
parfaite des unités biologiques, c'est-a-dire la délimitation des espéces, leurs relations de parente,
leur évolution. Les données constituent sans doute des indicateurs pour I’ évaluation et le suivi de
labiodiversité.

Du point de vue biochimique et de la pharmacopée, les scilles sont connues pour leur production
abondante de triterpénes dont des hétérosides (scillirosides) a activités cardiotonique et raticide ;
certaines especes renferment aussi des flavonols comme le kaempferol et le quercetol, réputés
parmi les antioxydants les plus efficaces des flavonoides (Watson et Dawitz, 2002 ; Krenn et al.,
2001, 2004).
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L’ objectif de ce travail est donc d appréhender la diversité des scilles automnales d' Algérie
principalement par la comparaison de Prospero fallax a Hyacinthoides lingulata. Il reposera sur
un échantillonnage d'individus effectué dans la région de Kabylie, a savoir Tizi Rached, et
Sarticulera autour de trois approches complémentaires: morphologiques, caryologiques et
biochimique.
Le manuscrit sera subdiviseé en trois chapitres :

Le premier chapitre sera consacré a une synthese bibliographique relative aux scilles ainsi

qu’ aux flavonoides.

L e deuxiéme chapitre aborderale matériel et méthodes utilisées.

L e troisiéme chapitre sera consacrée aux résultats et discussion, et enfin une conclusion et

perspectives d’ étude.
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| Apercu bibliographique sur les scilles:
1.1 Description botanique des Scilles autumnales:
Quezel et Santa (1963) ont décrit les scilles comme-étant des plantes bulbeuses a bulbe
tuniqué. Les bractées florales peuvent étre présentes ou absentes, non éperonnées alabase. La
tige florifére est aphylle. Les fleurs se regroupent en grappes, petites, de coloration variable.
Les tépales sont libres ou brievement soudés a la base. L’ovaire est a 3 loges, généralement
bleu. Le fruit est une capsule subglobuleuse, membraneuse et loculicide. Les graines sont non
aplaties, obovées ou subglobuleuses.
Le genre Scilla regroupe plusieurs especes, dont :
- Silla hispanica Mill. End. Alg. Tun.
-  Silla aristidis Coss. Tell. End. N.A
- Siilla obtusifolia Poiret.
- &iillanumidica Poiret.
- Siillaperuviana L.
- Sillalingulata Poiret.
- Siillaautumnalis L. Tell qui se divise en deux sous-especes :
1- Ssp. eu-autumnalis M.
2- Ssp. fallax (Steinh.) Batt.

1.2 Historique dela classification botanique des Scilles :

Lesscilles, al’instar de la majorité des monocotyl édones pétal oides, appartenaient ala grande
famille des Liliaceae, ordre des Liliales (Cronquist, 1981). Ces dernieres décennies, les
données de phylogénie moléculaire ont conduit, al’intérieur de cette famille polyphylétique, a
d’ importants changements taxonomiques et dans les relations phylétiques et évolutives.
Désormais, plusieurs familles ont été créées et réparties dans deux principaux ordres, les
Liliales et les Asparagales (Cronquist 1981 ; Pfosser et Speta, 1999 ; APG I, 1998 ; APG II,
2003 ; APG 11, 2009).

Si dansle systéme APG | (1998), lafamille des Liliaceae incluait encore les Hyacinthaceae et
autres nouvelles petites familles, dans les systemes APG 11 (2003) et APG IIl (2009), ces
familles ont été réunies dans d'autres groupes plus importants de I’ ordre des Asparagales.

C'est le cas notamment de lafamille des scilles.
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La nature polyphylétique du genre Scilla L., I’un des plus importants de la famille des
Hyacinthaceae, a conduit a une profonde révision, soutenue par les données de chimio-
taxonomie, de cytogénétique et notamment de phylogénie moléculaire.

Les espéces qui appartenaient a I’ancien genre <cilla, ont été ainsi réparties entre
plusieurs genres différents (Speta, 1982-2000) ; trois dentre eux concernant les scilles
automnales de la flore nord-africaine, a savoir : Prospero, Hyacinthoides et Barnardia.

Scilla fallax (Steinh.) Batt. , qui était jusque-la une sous-espéce de Scilla autumnalis

M. dans laclassification de Cronquist (1981), et alors assignée au genre Prospero.

1.2.1 Classification des scilles selon Quézel et Santa (1962-1963) : cette classification est
basée sur les caracteres botaniques.
Classe : Monocotylédones

Ordre : Liliales
Famille : Liliaceae
Genre : Scilla

1.2.2 Classification des scilles selon Cronquist (1981) : C'est la classification la plus
usuelle et 1a plus admise des botanistes, jusqu’en 1981. C’est une classification basée sur les
caractéeres morphol ogiques, anatomiques et chimiques.

Cronquist (1981) a revu la position taxonomique des scilles, en subdivisant le genre
Scilla décrit par Quezel et Santa (1962-1963), en deux nouveaux genres. |l a classé les scilles

alors comme suit :

Regne : Plantae

Sous régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Liliopsida

Sous classe : Liliidae

Ordre : Liliales
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Famille : Liliaceae
Genre 1: Scilla

Genre 2 : Hyacintoides

1.2.3 Classification des scilles selon Pfosser et Speta (1999) : classification phylogénique
basée sur les sequences d'ADN nucléaire, ou les scilles sont classées dans I’ordre des

Asparagales.

Classe : Liliopsida
Ordre : Asparagales
Famille : Hyacinthaceae
Genrel: Scilla

Genre 2 : Hyacinthoides
Genre 3 : Barnardia

Le tableau ci-dessous, emprunté a Hamouche (2014) résume |’ évolution de la classification
des scilles de 1887 a 2009.
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Tableau 1: Position des scilles a travers les différents systemes de classification
(HAMOUCHE 2014).

Engler Takhtajan Cronquist Dahlgreen  Thorne APGI APGIII Ch:?e et
Rang ”
1887 1980 1981 1985 1992 1998 2009 2009
Super- Monocolpées  Monocolpées Monocolpées
classe (Monocots) (Monocots)  (Monocots)

Classe Monocotyledonae Liliopsida Liliopsida Magnoliopsida Magnoliopsida  Liliopsida Liliopsida Liliopsida

Sous- e - e -
classe Liliidae Liliidae Liliidae Liliidae
Super- s e e

ordre Lilianae Lilianae Lilianae

Ordre Liliiflorae ~ Amaryliidales Liliales Asparagales  Asparagales  Asparagales  Asparagales Asparagales

3::1_5; Liliineae

Famille Liliaceae Liliaceae Hyacinthaceae Hyacinthaceae Hyacinthaceae Hyacinthaceae Asparagaceae Asparagaceae
fs.:l:?l.l e Hyacinthoideae Hyacinthoideae Scilloideae
Tribu Hyacintheae = Hyacintheae Hyacintheae

1.3 Répartition géographique des scilles :

En 1962, Quézel et Santa ont proposé un ouvrage synthétique, la Nouvelle Flore d' Algérie et
des régions désertiques méridionales.

Sur les 14 espéces de Scilla L. reconnues en Afrique du Nord, sept dont trois
endémiques, se rencontrent en Algérie. Ces espéces sont trés répandues depuis le Tell
jusqu’aux Hauts-Plateaux et le versant nord de I’ Atlas saharien. Elles prospérent dans des
biotopes ouverts et plus ou moins frais comme les prairies, les paturages et les clairieres de
foréts. Tableau 2.



Etude bibliographique

Tableau 2: les Scilles de la flore d’Afrique du nord, nouvelles dénominations, aires de
répartition et endémisme (HAMOUCHE 2014).

Espéces citées dans les Flores
d’Afrique du Nord (*)

Statut dans les référentiels actuels (**)

Aire de répartition / Endémisme

Maroc  Algérie  Tunisie Lybie
Scilla lingulata Poir. Hyacinthoides lingulata (Poir.) Rothm. + + + +
Scilla aristidis Coss. Hyacinthoides aristidis (Coss.) Rothm.
Scilla hispanica Mill. Hyacinthoides hispanica (Mill.) Rothm. + +
Seilla mauritanica Schousb. Isig,:iginthoides mauritanica (Schousb) .
Scilla numidica Poir. Barnardia numidica (Poiret) Speta + +
Scilla autumnalis L. Prospero autumnale (L.) Speta + + + +
Scilla autumnalis subsp. fallax Steinh.  Prospero fallax (Steinh.) Speta + + + +
Scilla obtusifolia Poir. Prospero obtusifolium (Poiret) Speta + + + +
Scilla peruviana L. Oncostema peruviana (L.) Speta + + + +
Scilla villosa Desf. Oncostema villosa (Desf.) Raf. + +
Seilla hyacinthoides L. Nectaroscilla Hyacinthoides L. (Parl.) + + +

Scilla latifolia Willd.
Scilla monophyllos Link.
Scilla verna Huds.

Autonoé latifolia (Willd.) Speta
Tractema tingitana (Schousb.) Speta
Scilla verna Huds

Euro-méditerranéenne

(*) - Flores d’Afrique du Nord : Battandier & Trabut (1884-1902), Maire (1958) et Quézel & Santa (1962)
www.ville-ge.ch

(**) - Africa Flowering Plants Database: http: musinfo/bd/cib/africa/recherche.ph
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Geographic distribution of Hyacinthaceae

Figure 1 : Distribution géographique des scilles atravers le monde (Pfoser et Speta, 1999)
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1.4 Description botanique de Scilla lingulata Poiret. :

Les bractées florales sont absentes ou rudimentaires. Les feuilles n'apparai ssant généralement
pas toujours en méme temps que les fleurs. L’ ovaire est a loges Biovulées. Les antheres sont
pourpre-noir. La bractée florae est nettement marquée. La plante feuillée peut fleurir par fois,
et celle atige florifere est 1a seule a se développer. Les feuilles sont linéaires ou filiformes de
1 a2 cmdelarge pour 10 a 12 cm de long. Elles ne sont pas hispidules. La plante mesure 5 a
30 cm de long. Latige florifére est droite ou dégjetée sur le coté. Les fleurs sont de couleurs
variables (bleues, lilas, roses ou blanches). Les graines sont noir mat.

Elles poussent dans les foréts, péturages, tres fréguentes dans le sub-atlas
Meéditerranéen (Becal € Far).

<l

el .

Figure 2 : Hyacinthoides lingulata
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1.4.1 Classification botanique de Hyacinthoides ligulata selon Cronquist (1981):
Regne : Plantae

Sous régne : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta

Classe : Liliopsida

Sous classe : Liliidae

Ordre : Asparagales

Famille : Hyacinthaceae

Genre :Hyacinthoides

Espéce : Hyacinthoides lingulata

1.4.2 Classification botanique de Hyacinthoides ligulata selon Angiosperm phylogeny
group (APG3, 2009):

Régne : Plantae

Sous régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Liliopsida

Sous classe : Liliidae
Ordre : Asparagales
Famille : Asparagaceae
Genre : Hyacinthoides

Espéce : Hyacinthoides lingulata
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1.5 Description botanique de Prospero fallax (Steinh.) Batt. :

Prospero fallax présente des feuilles oblongues-linéaires, de 5-25 mm de large sur 20-30 cm
de long, + obtuses au sommet et mucronulées, a marges papilleuses. Cette sous-espéce est
caractérisée par 2 a 3 tiges floriféres, déjetées sur le coté, arquées ala base, puis redressées.

Les inflorescences sont en grappes de 20-60 fleures. Les fleurs sont de couleurs
purpurines ou blanches. Les grainesnoir [uisant. Cette sous-espece est trés commune dans les
foréts, broussailles, péaturages, tell, hauts plateaux, la Corse, la Sardaigne, Sicile. (Quézel et
Santa 1962).

Figure 3 : Prospero fallax

10
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1.5.1 Classification de Prospero fallax selon Cronquist (1981) :
Regne : Plantae

Sous régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Liliopsida

Sous classe : Liliidae
Ordre : Liliaes

Famille : Liliaceae

Genre :Silla

Espéce : illa autumnalis
Sous-espece : cilla fallax

1.5.2 Classification botanique de Prospero fallax selon Angiosperm phylogeny group
(APG3, 2009):

Régne : Plantae

Sous régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Liliopsida

Sous classe : Liliidae
Ordre : Asparagales
Famille : Asparagaceae
Genre : Prospero

Espéce : Prospero fallax

11
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Il lescomposés phénoliques :
2.1 Définition des polyphénols :

Avec environ 9000 structures naturelles élucidées a ce jour, les polyphénols constituent une
famille importante de métabolites secondaires de faible poids moléculaire du régne végéta
(Akowah et al, 2004), qui correspondent a une trés large gamme de structures chimiques et
sont un bon témoin de I’ extraordinaire capacité de biosynthése des plantes. Ce sont des corps
dont la molécule contient plusieurs fonctions phénols (Ferguson L,2000), ces corps jouent un
réle fondamental car sont des ééments importants de qualités sensorielles (couleur et
caractére organoleptique.) et nutritionnelles des végétaux que consomme I’homme et leur
intervention dans la santé et maintenant reconnue dans des domaines variés, anti-cancérigene
,antioxydant , lalutte contre le vieillissement des cellules (Sami-Manchado et Cheynier,2006),
anti oestrogenique et anti inflammatoire, certains d’ eux sont dits non nutritionnels car ils ne

jouent aucun role dans la plante.

12
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Les principales voies de biosynthese des polyphenol s sont résumées dans lafigure 2.
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Figure 4 : Voies de Biosynthese des composes phénoliques (Macheix, 2005)
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2.2 Structure et classification des polyphénols :

Cheynier (2005) a classé les polyphénols en deux classes majeurs : les flavonoides et les non-

flavonoides.
2.2.1 Lesnon-flavonoides :

Cette classe englobe des molécules simples tels que les acides phénoliques (dérives
hydroxybenzoiques, hydroxycinnamiques et coumarines), les stilbénes, et des molécules
complexes comprenant les oligomeres de stilbénes, tanins et lignines.

2.2.2 Lesflavonoides (C6-C3-C6) :

Les flavonoides présentent |a plus grande classe de polyphénals, ils relévent du métabolisme
secondaire et sont trés répandus dans le régne végétal. On estime que 2% de I’ ensemble du
carbone photo-synthétisé par les plantes et transformé en flavonoides (Alothmane et al, 2009).

Ils sont présents dans les feuilles, les fleurs, le pollen, et les fruits, leur concentration
augmente avec I’ exposition au soleil et constituent de ce fait un écran protecteur contre la
photo et la thermodégradation (protége la plante des agressions du rayonnement UV) (Sami-
manchado et Cheynier, 2006).ils participent aussi a la coloration des fleurs et des fruits et
existent le plus souvent al’ état naturel sous forme d’ hétérosides.

Les flavonoides sont des molécules polyphénoliques avec un sguelette
diphenylpropane (C6-C3-C6) (Alothmane et a, 2009), fait de 15 atomes de carbone, avec une
grande diversité structurale, en effet, on en dénombre 5000 composés différents et présentant
des propriétés de solubilités différentes influencant leurs extraction (Alothmane et a, 2009).

Plusieurs éudes ont soulignés que les flavonoides de différentes sources botaniques
agissent comme antioxydants puissant encore plus que la vitamine C (Alothmane et a. 2009),
due principalement ala configuration catéchol du noyau B.

Cette activité s exerce surtout dans les milieux émulsionnés car ils sont peu solubles
dans les phases lipidiques et protegent efficacement les lipoprotéines ou liposomes (Sami-
manchado et Cheynier, 2006). Les flavonoides agissent comme antioxydants primaires et
stabilisent les radicaux peroxydes, mais peuvent aussi désactiver I'ion super-oxyde, le radical
OH’ou I’ oxygéné singulet, inhiber la lipoxygénase ou encore chélater les métaux (surtout les
flavonoides) (Sami-manchado et Cheynier, 2006)
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J L esanthocyanes :
Ce sont des pigments vegétaux hydrosolubles, de couleur rouge en milieu acide, violette ou
bleu en milieu alcalin (Schauenberg et Paris, 1974 ; Adrian et a, 1995).

Les anthocyanes sont trés répondus dans le regne végeétal sous forme d’ hétérosides
(anthocyanosides) ou d anthocyanidols (Guignard, 2000 ; Ghistem et al, 2001). IIs se trouvent
dans de nombreuses fleurs, fruits mars et parfois des feuilles, auxquels elles conferent leur
couleur (Longo et al, 2007).

Par ailleurs, les anthocyanes maintiennent en bon état les vaisseaux sanguins (Iserin,
2001) et sont utilisés comme col orants alimentaires naturels. Ce sont aussi des antioxydants et
des agents anti-inflammatoires (Longo et al, 2007).

. L es aglycones flavoniques :
Un aglycone, ou une génine est un compose organique constitué de la partie non-glucidique
d’un hétéroside ; il s agit donc du groupe auquel un sucre (ose) est lié dans |’ hétéroside.

L’ aglycone (partie non-sucrée ou génine) peut étre de nature chimique trés variée : il
peut s agir d’un alcool, d’'un phénol, d’une substance a fonction aminée, ou a fonction thiol,
spécifique (thérapeutiques ou toxiques par exemple).

o Les C-glycosides :
Ce sont des composés C-glycosyflavonoides qui ne sont pas rares, on en connait plus de 350.

Ils sont constitués d'un sucre et d’ une génine, et qui sont liés par I’ éablissement d' une
liaison entre |e carbone anomérique du sucre (qui est souvent le glucose, mais peut-étre aussi
le galactose ou le pentose) et le carbone C-6 ou C-8 de la génine qu'elle est souvent

flavonique, mais peut-étre d’ autre type : flavonol, chalcone,... etc. (Brunton 1999).

L
6 Squelette flavonoidique.

Figure 5: Squelette flavonoigue (C-6C-3C-6) (Bruneton, 1999).
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Cette structure offre généralement deux types de substitution :
O-substitution : - hydroxylation (-OH)

- méthylation (-O-CH3)

- O-glycosylation (-O-Ose)
C- substitution : - C-méthylation (-C-CH3-)

- C-glycosylation (-C-Ose)

D’ apres le degré d' oxydation du noyau pyranique central, ils sont regroupés en une dizaine de

classes pouvant étre partagées en cing familles groupées dans le tableau 3 et illustré par la
figure 6

I Phenolic compounds

. | |

Diferuloylmethane Stilbenes Flavonoids Phenolic acids Tannins
OH
SO E (
T
HO
trans-resveratrol Falvonoid diphenylpropane skeleton

|
' '

i OH

flavones

O OH flavans

flavonols

HO 0 Ut\ oH flavanols
=
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Figure 6: Différentes classes de polyphénols (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006)
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Les enzymes :

I- Acetyl CoA carboxylase

- Phenylalanine ammonia lyase
- Coumarate 4-hydroxylase

IV-  4-coumarate CoA ligase

1- Chalcone synthase

2- Chalcone isomérase

3- Hydroxy-2 isoflavone synthase
4- Flavone synthase

5- Flavanone-3 hydroxylase

6- Flavonol synthase

Figure 7 : Biosynthése des flavanoides (Treki, 2002).
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Tableau 3: exemples de composés phénoliques et leurs origines (Macheix et al, 2005).

Squelette carboné Classe Composeés Origine
C6 Phénols simples Catéchal
Acides . :
C6-Cl P-Hydroxybenzoique Epices, fraise
hydroxybenzoioques
Acides Acides caféque, Pomme de terre,
C6-C3 hydroxycinnamiques férulique pomme
Coumarine Scopol étine, esculétine Citrus
C6-C4 Naphtoquinones Juglone Noix
C 6-C2-C6 Stilbenes Resvératrol Vigne
Flavonoides
- Flavonols Kaempférol, quercétine Fruits, |égumes, fleurs
- Anthocyanes Cyanidine, pédargonidine | Fleurs, fruitsrouges
C 6-C3-C6 o .
- Flavanols Catéchine, épicatéchine Pomme, raisin
- Flavanones Daidzéne Soja, pois
| soflavonoides
(C 6-C3)2 Lignanes Pinorésinol Pin
(C6-C3)n Lignine Bois, noyau des fruits
(C15n Tanins Raisin rouge, kaki
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2.3 Localisation et role des polyphénals :

A I'échelle de la cellule, les composés phénoliques sont principalement répartis dans deux
compartiments : les vacuoles et la paroi. Dans les vacuoles, les polyphénols sont conjugués,
avec des sucres ou des acides organiques, ce qui permet d'augmenter leur solubilité et de
limiter leur toxicité pour la cellule. Au niveau de la paroi, on trouve surtout de la lignine et

des flavonoides liés aux structures pariétales.

Les composes phénoliques sont synthétisés dans le cytosol. Une partie des enzymes
impliquées dans la biosynthese des phénylpropanoides est liée aux membranes du réticulum

endoplasmique, ou elles sont organi sées en métabolons (Winkel, 2004; Macheix et al, 2005).

D'autres organites du cytoplasme, comme des vésicules golgiennes ou des
chloroplastes, peuvent participer a la biosynthése des composes phénoliques mais ce ne sont

pas des lieux d'accumulation (Macheix et al, 2005).

Au sein méme des feuilles la répartition des composés est variable, par exemple les
anthocyanes et les flavonoides sont majoritairement présents dans I'épiderme (Tomas-
Barberan et Espin, 2001; Cheynier et Sarni-Manchado, 2006). Les composes phénoliques
(tableau 05) interviennent dans un grand nombre de processus physiologiques chez la plante
et dans les interactions avec leur environnement, leur structure leur conférant des fonctions

tres spécifiques (Des jardin, 2008).
2.4 Importance des polyphénols pour I’homme :

Chez I'hnomme I'efficacité d'un traitement, comme une alimentation riche en fruits et |égumes,
est quantifiée via des marqueurs biologiques. Par exemple le taux d'especes réactives avec
I'acide thiobarbiturique est utilisé pour témoigner le niveau d'oxydation des lipides, relatif aux
stress oxydatifs (Johnson | T, 2008).

En outre I'efficacité des molécules présentes dans les fruits et Iégumes, dont les
polyphénols, est prouvée in vitro mais reste a confirmer in vivo, et les doses a prescrire restent
difficilesaétablir (Johnson | T, 2008).
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Les effets bénéfiques chez I'nomme, de la consommation d'un fruit ou d'un |égume en

particulier ne peuvent pas se résumer uniquement a l'effet d'une seule substance (Liu, 2004;
Bazzano, 2008).

Ces composés interviennent également a différents stades de développement des cancers,

notamment en stimulant lamort de cellule et en inhibant certaines enzymes (Figure 8).

N
e, |

Phace ll enz .ﬂ-

Clonal
expansion

Detoxified product ! ;

Metastasis

- Caecinogen .@
mm"ﬁ DNA damage

Intermedhate Carcinogen

Figure 8: Représentation des différentes phases de prolifération du cancer et des
potentiels lieux d'action des polyphénols végétaux. Les doubles fleches grises indiquent
un effet stimulateur alors que les fleéches noires indiquent un effet inhibiteur des phénols.
(Hollamn, 2001).

I . Notionsdecytogénétique :

La cytogénétique tend a se développer rapidement ces derniéres années, notamment par
I'arrivée sur le marché de nouvelles techniques telles que I'hybridation comparative. Ces
techniques, plus rapides, plus simples, permettent de détecter un grand nombre d'anomalies
génétiques en un seul test.

La cytogénétigue est I'étude des phénomeénes génétiques au niveau de la cdlule, ¢ est-
a-dire au niveau des chromosomes sans la nécessité d'extraire I'ADN. Les techniques utilisées
sont principalement la réalisation de caryotype, les méthodes de FISH (Fluorescent In-
Situ Hybridation : hybridation in-situ par des sondes fluorescentes), I'utilisation de puces a
ADN. En effet, depuis plusieurs années la caryologie, se basant sur des critéres tels que : Le
nombre, la taille et la forme des chromosomes a permis de mieux comprendre, les relations

taxonomiques existant entre les especes ains que, I’histoire évolutive, la répartition
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géographique et les aptitudes agronomiques dans le cas des plantes cultivées (BenMalek.,
1988).

3.1 Variation du nombre chromosomique chez les scilles :

La taille des génomes et notamment le nombre chromosomique et la structure du caryotype,
fournissent des données essentielles a la compréhension de I’ évolution et de la diversification
des plantes (Bennett et al., 2000 ; Lysak et al., 2006 ; Bennett et Leitch, 2005 ; Schubert,
2007). Les scilles en généra et le genre Prospero en particulier, constituent en cela un
excellent modele (Parker et al., 1991 ; Vaughan et al., 1997 ; Weiss-Schneeweiss et
Schneeweiss, 2013).

En effet, le genre Prospero est caractérisé par une dysploidie et une polyploidie
exceptionnelle. Ce genre est remarquable par un nombre chromosomique trés variable de 2n =
8 a2n = 60 avec un nombre de base allant de x = 4 chez Scilla obtusifolia et S. persicaax =
11 chez S atropana (Borgen, 1970 ; Speta, 1979 ; Greilhuber et al., 1981). Trois principales
espéces sont reconnues comme constituant les génomes de base de ce genre : deux diploides,
P. obtusifolium (Poir.) Speta avec x = 4 et P. hanburyi (Baker) Speta avec x = 7 et un
complexe polyploide P. autumnale (L.) Spetaavec x=5,x=6¢et x=7.

Les caryotypes de Barnardia numidica (Poir.) Speta avec 2n = 18 ains que
Hyacinthoides lingulata (Poir.) Rothm. avec 2n = 16 chromosomes ont éé confirmés.
(Hamouche et Amirouche 2010).
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Figure 9: Cliché de métaphase mitotique and idiogrammes correspondant aux especes
Prospero.

a P. obtusifolium avec 2n = 8, b P. autumnale avec 2n = 14, c avec 2n = 28, d avec 2n = 42.
Les fléchesindicent les satellites (Hamouche et Amirouche 2010).

Fig 10 : Cliché de métaphase mitotique and idiogrammes correspondant aux especes
Barnardia et Hyacinthoides. a B.numidica avec 2n = 18, b H. lingulata avec 2n = 16.
Les fleches indiquent les satellites. (Hamouche et Amirouche 2010).
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3.2 Structure et mor phologie du chromosome métaphasique :

Le chromosome métaphasique est constitué de deux chromatides, chaque chromatide
représentant une des deux molécules dADN identiques issues de la réplication en phase S.

Ces deux chromatides sont étroitement associées au niveau du centromere, qui
constitue la constriction primaire du chromosome et correspond a la zone de fixation sur les

fibres du fuseau de division.

La construction centromérique est un repere qui permet de séparer le chromosome en
deux régions principales : un bras court (par convention situé au-dessus du centromere) et un
bras long (en-dessous du centromeére). Les extrémités des bras chromosomiques sont des
régions possédant une architecture particuliere sur le plan moléculaire et sont appelées

télomeres. Il y aun télomeére pour le bras court et un télomere pour le bras long.

En fonction de lataille respective des bras courts et longs, on reconnait quatre groupes

morphologiques de chromosomes :

Chromosomes métacentriques. Le centromére est en position centrale (position médiane)

ce qui lui donne des bras de longueurs a peu prés égales.

Chromosomes sub-métacentriques : Le centromere est presque en position centrale, les
chromatides de ce chromosome présentent des bras de longueurs inégales (un petit bras «p»

et un long bras «gp.

Chromosomes acrocentriques : Le centromére est plus proche de I'une des deux

extrémités (les télomeéres) le bras court est trés bref.
Chromosome télocentrique: Présente un centromere trés proche de ses télomeres.

En cas de perte du centromeére (anomalie), le chromosome est dit acentrique. D’autres
anomalies peuvent provoquer |'apparition d’un chromosome possédant deux centromeéres
nommé: chromosome dicentrique. Celui-ci est instable et peut se casser (lors de la méiose).
(Lemonde et Clement, 1983).
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2 chromatides

Kinétochore
(1 sur chaque
chromatide)

Centromeére

Microtubules
kinétochoriens

Figure 11 : structure d’ un chromosome métaphasique (Doalisi, 2013)
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| Description dela station d’échantillonnage :

Les échantillons des deux espéces P.fallax et H.lingulataont éé prélevés en Algérie
dans la région de Kabylie (Tizi-Rached) a une quinzaine de kilométres de la wilaya de Tizi-
Ouzou, prés d'un verger d' Olivier (Oléa europa). Les préévements ont éé effectués

respectivement le 30/10/2015, et 06/11/2015. Fig.12.
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Figure 12: Site de prélevement des échantillons de H.lingulata et P.fallax.

Le climat de Tizi Rached est dit tempéré chaud. Les précipitations sont plus importantes en
hiver qu'en été. Tizi Rached affiche une température annuelle moyenne de 17.5 °C. Il tombe

en moyenne 880 mm de pluie par an.

[ Matériel végétal :
Pour les mesures morphométriques, nous avons considéré les plantes entieres, puis les

bulbes et les feuilles comme matiéere premiére pour les dosages des flavonoides, et enfin les

racines pour |’ éude cytogénétique.
Dix individus ont été prélevés pour chacune des espéces, avant d’ étre mis en herbier

pendant deux semaines.
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2.1 Feuilles:

Apres lamise en herbier, les feuilles des espéces récoltées ont été d’ abord coupées en lanieres
et mises dans des boites de Pétri puis al’ étuve pour sécher pendant une semaine. Aprés quoi

nous avons broyé les feuilles pour obtenir une poudre fine, qui servira a la préparation des
différents extraits. Fig.13.

Figure 13 : Feuilles de H.lingulata et P.fallax mises en boite de pétrie avant sechage et avant
broyage. (Labo CIV 2016)

2.2 Bulbes:

Nous avons suivi la méme procédure que celle décrite pour les feuillesEn effet, aprés
échantillonnage et la mise en herbier, les bulbes ont été sechés al’ étuve pendant une semaine.

Ils sont ensuite broyés afin d’ obtenir une poudre qui servirapour la préparation des différents
extraits aussi. fig.14.
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Figure 14: Bulbes de H.lingulata et P.fallax mis en boite de pétrie avant séchage et avant
broyage. (Labo CIV 2016)

11 M éthodes

3.1 Mesuresmorpho-métriquesde H. lingulata et P.fallax :

Des mesures morphométriques a |’ aide de papier millimétré ont été effectuées sur les
feuilles, les hampes florales, les inflorescences et bulbes des deux espéces.

Le schéma décrivant la méthodol ogie suivie est résumé dans lafigure 15.

Cette étude a été motivée par les différences morphol ogiques observées chez les deux

especes.
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Figure 15 : caractéres morphol ogiques quantitatifs mesurés chez les deux especes Prospero
fallax et Hyacinthoides lingulata, avec A (longueur de lafeuille), B (largeur de lafeuille), C
(nombre de feuilles), D (diametre du bulbe), E (longueur de la hampe florale), F (longueur de

I"inflorescence), G (longueur du pédoncule floral), H (nombre de fleurs).
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3.2 Extraction desflavonoides par hydrolyse acide :

Nous nous sommes intéressés aux analyses biochimiques de 3 classes de flavonoides,a
savoir : (Les C-glycosides, les Anthocyanes et les aglycones flavoniques), extraites des
feuilles et bulbes de H.lingulata et P.fallax.

La technique consiste en I'extraction et la séparation des flavonoides par hydrolyse
acide et a chaud de la poudre végétale (la liaison C-O-C des O-glycosyl-flavonoides est tres
fragile et se rompt al” hydrolyse acide en libérant les aglycones ; par contre laliaison C-C des
C- glycosylflavonoides est trés résistante a ce type d’hydrolyse) et permet d’ obtenir deux
types de composeés :
+» Unefraction d’ aglycones et d’ acides phénols par extraction préliminaire al’ éther
Diéthylique qui permet de récupérer les aglycones libres ou moyennement polaires.

% Unefraction de C-glycosides et d'anthocyanes récupérée par extraction au
n-butanol.
A chague extraction deux phases apparaissent, I’une supérieure dite épiphase et I'autre

inférieure dite hypophase.
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Le schémad’ extradions par hydrolyse acide est réesumé dans la figure suivante :

Matériel végétal sec des bulbes et
feuilles broyées

\

l Poudre

Hydrolyse acide par leHcl 2N

l Ebullition (100°C) Pendant 40 min

Apresrefroidissement le mélange est versé dans une
ampoule a décanté avec |’ajout d’éther di-éhylique

l Obtention de deux phases l
e Epiphase éhérée e Hypophase acide
Elle contient les aglycones (flavones et Elle contient les anthocyanes, les
flavonols) et les acides phénols C-glycosides et les oses simples.
Récupération, aprés évaporation al’ air Séparation d au n-butanol (35ml)

libredel’éhére, dans 10 ml d’éhanol

Analyses quantitatives

Figure 16 : Etapes del’ extraction par hydrolyse acide (Lebreton 1967).
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3.2.1.Analyses quantitatives :

a) Dosage des proanthocyanes :
La lecture des extrais s établit par spectrophotométrie a 250 nm juste apres extraction car
elle se dégrade rapidement alalumiére. Lateneur absolue en anthocyanes est calculée par
laformule suivante dont le coefficient correctif, est égal a6 (Lebreton et al, 1967).

T(mg/g)=5,2102.DO.V.d/p

DO : densité optique
V : volume de la phase méthanoique
d : facteur dedilution

p : poids sec du matériel végétal hydrolysé

b) Dosage des C-glycosylflavones :
La lecture des extraits s établit également par spectrophotométrie a 340nm et la teneur

absolue est exprimeé en Orientine et cal culée par 1a formule suivante :

T(mg/g)=2,37102.DO.V.d/p

DO : densité optique

V : volume de la phase méthanoique

d: facteur de dilution

p : poids sec du matériel végétal hydrolysé

¢) Dosage des aglycones flavoniques :
Les flavonoides ayant un hydroxyle (-OH) libre en position 3 et 5 réagissent avec les métaux.
Le chlorure d’ auminium (AICI3) forme un complexe avec les flavones et/ou les flavonols.
Pour déterminer la teneur en aglycones, on utilise la méhode du dosage différentie,

qui est base sue deux dilutions :
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e Lapremieredilution sefait dansdel’ éthanol (extrait éther +éthanol 95°)

e Ladeuxieme dilution se fait dans la solution d’ AICl3 (extrait éthéré+AlClz dans I’ éthanol
95°).

La solution d’ AICl3 est préparée par le mélange de 1g de chlorure d’auminium dans 100ml

d éthanol 95°.

A partir du résidu sec éthéré repris dans de I’ éhanol a 95° et d’ autre part avec du chlorure

d’ aluminium a 1%, apres réaction pendant 15min, lalecture des aglycones se fera entre 400 et

435mn au spectrophotomeétre.

Concernant le dosage des aglycones flavoniques (420nm) et des flavonols (435nm), la

formule est la suivante :

T(mg/g1)=1,310°4D0.V.d/p

ADO : densité optique au pic différentiel égale a DO(AICI3)-D.O(éthanol 95°)
¢ : coefficient d’ absorption de la Quercétine égale a 3029

V : volume de |a solution éthanoique

d: facteur dedilution

p : poids sec du matériel végétal hydrolysé en g.

Figure 18: Spectrophotometre (Laboratoire commun de microbiologiede UMMTO, 2016)
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3.3 Etudecytogénétique de H.lingulata et P.fallax :

Le niveau de ploidie est établi par comptage chromosomiques a la métaphase de la mitose des
meéristémes racinaires.

Le protocole expérimental préconisé est celui de jahierr et a (1992). Ce protocole, comporte
les étapes suivantes :

> Préfixation :
Apres la gémination les radicules de 0.5 al cm sont prétraitées par immersion dans une
solution de a-bromonaphtaléne (agent mitoclasique qui empéche la formation du fuseau
achromatique) pendant 5 heures a température ambiante.

> Rincage:
Avec del’ eau distillée pour diminer I’ excés de |’ agent mitoclasique.

» Fixation :
Est réalisé dans un mélange éthanol-acide acétique (3 :1 v/v) pendant 24 heures a 4 C° ou
bien a température ambiante. Cette étape a pour but de bloguer toute évolution des
divisions cellulaires et de conserver |’intégrité structurale des chromosomes.

» Stockage:
Les caryotypes germés ont été stockés dans I’ éthanol 70°afroid. Ils peuvent étre conservés
pendant une longue période.

» Hydrolyse:
Elle a été réalisée apres rincage dans de |’ eau distillée, dans une solution d'HCL 1 N au
bain marie a 60 C°, pendant 5 minutes afin d’ obtenir un bon éalement des cellules et des
chromosomes entre lames et lamelle.

» Coloration :
Cette technique est appel ée « Feulgen »€lle a é&é mise au point par Feulgen et Rossen Beck
en 1914. Elle se fait dans le carmin acétique pendant 20 minutes, a chaud. Ce dernier se
fixe sur les groupements aldéehyde libérés par I'HCL, et colore les chromosomes en rose
fig.19.
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Figure 19: Racines de Prosperof allax colorées au carmin acétique (Labo de CIV,
2016)

» Montage et observation :
Aprés rincage a I'eau (pour éliminer I’excés du colorant), les extrémités racinaires
colorées en rouge vif, sont montées entre lames et lamelles, dans une goutte de carmin
acétique ou bien dans I'acide acétique a 45C° pour augmenter le contraste entre les
chromosomes et le cytoplasme. Ensuite nous réalisons des sguashs qui consistent a
écraser les préparations al’ aide du manche d' une aiguille lancéol ée fig.20.
Les observations sont faites au microscope photonique au grossissement 40x10. (Les

meilleures préparations sont celles qui présentent des chromosomes bien Individualisés).
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Figure 20: Racines de Prospero fallax montées sur lames (Labo de CIV, 2016)
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| Variabilité morphologique entre Prospero fallax et Hyacinthoides lingulata :

Pour comprendre la diversité et I’ origine de la variabilité phénotypique de Prospero fallax et
Hyancinthoides lingulata, nous avons appliqué le test de student.

Les caracteres mesurés concernent : (A) la longueur des feuilles, (B) largeur des feuilles, (C)
nombre de feuilles, (D) diamétre du bulbe, (E) longueur de la hampe florale, (F) longueur de
I"inflorescence, (G) longueur du pédoncule florale et (H) le nombre de fleurs.

Les caractéres mesurés sont groupeés dans les tableaux 1 et 2 (annexe 1).

1.2 Comparaison des moyennes des différents caractér es étudiés
Pour appréhender la variabilité morphologique entre les deux espéces de scilles (Prospero
fallax et Hyacinthoides lingulata), huit caractéres quantitatifs (A, B, C, D, E, F, G, H) sont mesurés sur
dix individus de chacune des deux especes. Nous avonsensuite comparé les moyennes de chague
caractere par le test d’ égalité des espérances par le Test de Student ou Test t a P=5%.

Les différences entre les moyennes des caractéres morphologiques étudiés, au sein de chacune
des deux especes sont données dans letableau 3 annexe let sont matérialises par le graphe de la
figure 21.
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Figure 21: Moyennes des caractéres morphol ogiques mesurées dans les cas de Prospero fallax et
Hyacinthoides lingul ata.

L’ éude des caractéres morphométriques des deux espéces P.fallax et H.lingulata a montré que, la
longueur de lafeuille, lalongueur de la hampe florale ainsi que lalongueur de I’ inflorescence sont plus
importantes chez H.lingulata avec des valeurs respectives de 15,36 ; 19,82 ; 2,76 cm par rapport a
P.fallax, avec des valeurs respectives de 5,13 ; 13,28 ; 2,30cm, par contre la longueur du pédoncule
floral est plus importante chez P.fallax que chez H.lingulata avec des valeurs respectives de 1,23 ;0,47
cm. Le nombre de feuilles est plus élevé chez P.fallax par rapport & H.lingulata avec des valeurs
moyennes respectives de 5,20; 5,00 ; tandis que le nombre de fleurs est plus importants chez
H.lingulata que P.fallax avec des valeurs moyennes respectives de 12,70 ; 10,00, et enfin le diamétre
du bulbe de P.fallax est plus grand que celui de H.lingulata avec des valeurs respectives de 1,44 ; 1,06
cm.

Pour les caractéres A, B, E, G, H, le test t=0,05 a montré une différence significative. Pour les
caractéres C, D, F, les différences sont considérées égales du point de vue statistique.

Ces différences seraient dues a la physiologie et au patrimoine génétique des deux espéces
étudiées.

Lesvaleurs du test bilatéral sont données dans le tableau 1 (annexe 5).
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[ Dosage quantitatif des polyphénols de Prospero fallax et Hyacinthoides lingulata :

Les résultats des dosages des teneurs absolues en substances phénoliques (anthocyanes, c-glycosides et
aglycones flavoniques) extraits des feuilles et bulbes de chacune des deux especes étudiées Prospero

fallax et Hyacinthoides lingulata sont groupés dans les tableaux 4, 5, 6, 7, 8, 9 (annexe 4).
2.1.Comparaison intra-spéecifique :
2.1.1. Casde Prospero fallax :

La figure ci-dessous montre les résultats de I’ é&ude comparative des teneurs absolues des substances
phénoliques des différents organes éudiés. Les feuilles sont les plus riches en c-glycoside et en
aglycones flavoniques avec des valeurs respectives de 0,0153; 0,1755 mg/g par rapport aux teneurs
des bulbes qui sont respectivement de 0,0018 ; 0,0338 mg/g, tandis que la teneur en anthocyanes est
plus élevées dans les bulbes que dans les feuillesavec des valeurs respective de 0,3294 ; 0,1911 mg/g.
fig22.

Le test t=0,05 a montré une différence significative des teneurs en anthocyanes en aglycones
flavoniques et en C-glycosides entre les feuilles et |es bulbes.

Lesvaleurs du test bilatéral sont données dansletableau 11 (annexe 5).

T(mg/g)
0.35

0.3

0.25

0.2 m feuille

0.15 M bulbe

0.1

anthocyanes c-glycosides aglycones Classe

Figure 22: Moyennes des teneurs absolues des trois classes des flavonoides dans les feuilles et bulbes
de prospero fallax.
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2.1.2. Casde Hyacinthoides lingulata :

La figure ci-dessus montre que les feuilles sont plus riches en aglycones flavoniques et en C-
glycosides avec des valeurs respectives de 0,091 ; 0,1019 mg/g par rapport aux bulbes avec des valeurs
respectives de 0,056 ; 0,0083 mg/g, tandis que la teneur en anthocyanes est plus élevée dans les bulbes
que dans les feuilles avec des valeurs respectives de 0,1383 ; 0,1248 mg/g. fig23.

Le test t=0,05a montré une différence hautement significative des teneurs en C-glycosides, en
aglycones flavoniques. Pour la teneur en anthocyanes des feuilles et des bulbes, les différences sont
considérées égales du point de vue statistique.

Lesvaleurs du test bilatéral sont données dans le tableau 12 (annexe 5).

T(mg/g) 0.1383
0.14

0.12 o

01 / 0,091

0.08 u feuille
056

0.06 H bulbe

0.04

0.02 083

anthocyanes c-glycosides aglycones  (|asse

Figure 23: Moyennes des teneurs absol ues des trois classes des flavonoides dans les feuilles et

bulbes de hyacinthoides lingulata.

Les feuilles des deux espéces de Hyacinthacées ont une teneur relativement élevée en flavonoides ; la
concentration de ces congtituants bioactifs dépend de I’organe considéré. La concentration plus
importante dans les feuilles peut étre expliquée par leur exposition aérienne qui laisse supposer une
agression par les UV. Les flavonoides en raison de leur faible potentiel redox, réduisent les radicaux
hydroxyles par transfert d’ hydrogéne. Les radicaux libres seraient responsables d’ atérations des acides
nucléques et des processus d' altération ainsi leur propriété de piégeurs de radicaux libres implique les
flavonoides dans la prévention des dommages oxydatifs causés par les ROS sur les molécules
cellulaires. La feuille est en fait le siegge de biosynthese des polyphénols (flavonoides) dans le
chloroplaste. William et Hopkins(2003) ont rapporté que deux flavonols (Kampférol et quércetine)
sont impliqués dans la croissance de |la plante régulée par la lumiere. La présence de flavonoides dans

les bulbes bien que leurs teneurs soient faibles pourraient s expliquer par leur implication dans
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I” établissement de la symbiose endomycorhizienne caractérisant les plantes & bulbes. La nécessité de
flavonoides inducteurs a été démontrée en 1986. Les mécanismes d’interaction entre les composeés
phénoliques inducteurs et la protéine NOD produit par différentes especes de la Glomeromycéte est
mal connu.

Les especes, objet de notre étude trouvent leur apogée en automne, saison caractérisé par une
chute brutale de la température. Donc |’accumulation des polyphénols dans les feuilles, serait plus

conséquente.

L’ accumulation de flavonoides est une stratégie adoptée par ces plantes pour lutter contre les
gelées étant donné que les bulbes enfouis dans le sol se trouvent mieux protégés (especes hemi-
cryptophytes) par transfert de chaleur par convection.

Cette différence de teneurs en flavonoides entre les deux espéces étudiées pourrait étre due a

des différences physiologiques ou géenétiques.

2.2. Etudes compar ative inter spécifique des organes aériens (feuilles) et souterrains (bulbes) :
2.2.1 Feuilles:

L es teneurs absolues moyennes en anthocyanes, C-glycosides et aglycones flavones, sont exprimées en
milligrammes par gramme de matiére végétale seche dans les feuilles des trois individus des deux
especes étudiées.

Les résultats obtenus montrent que les teneurs moyennes en anthocyanes et en aglycones
flavoniques dans les feuilles de I’ espéce hyacinthoides lingulata sont plus élevées par rapport aux
teneurs moyennes dans les feuilles de I’ espéce prospero fallax avec des valeurs respectives de 0.1911
et 0.1248 mg/g, et de 0.1755 et 0.0910 mg/g pour les anthocyanes, et les aglycones flavoniques.

Tandis que les teneurs moyennes en C-glycosides s averent étre plus importantes dans les
feuilles de prospero fallax par rapport aux feuilles de hyacinthoides lingulata avec des vaeurs
respectives de 0.1019 et 0.0153mg/qg. fig 24.
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Figure 24: Teneurs absolues moyennes des 3 classes des flavonoides dans les feuilles de prospero

fallax et hyacinthoides ligul ata.

Les résultats de cette éude montrent que les teneurs moyennes en C-glycosides dans les feuilles de
hyacinthoides lingulata, et en aglycones flavoniques dans les feuilles de prospero fallax sont les plus
faibles avec 0.0153 et 0.0910 mg/g, suivie par les teneurs moyennes en C-glycosides et en anthocyanes
dans les feuilles de prospero fallax avec des valeurs respectives de 0.1019 et 0.1248 mg/g.Les teneurs
moyennes en aglycones flavoniques et en anthocyanes dans les feuilles de hyacinthoides ligulata sont
les plus élevées avec 0.1755 et 0.1911 mg/g.

L’analyse statistique des résultats par le test t=0,05 a montré des différences hautement

significatives dans la Composition des feuilles des deux especes.
Lesvaleursdu test bilatéral sont données dans le tableau 13 (annexe 5).
2.2.2 Bulbes:

Les teneurs absolues moyennes en anthocyanes, c-glycosides et aglycones flavones, sont
exprimées en milligrammes par gramme de matiere vegétale séche dans les bulbes des trois individus
des deux espéces étudiées.

L es teneurs moyennes en C-glycosides et en aglycones flavoniques dans les bulbes de prospero
fallax sont plus élevées par rapport aux teneurs moyennes dans les bulbes de hyacinthoides lingulata,
avec des valeurs respectives de 0.0083 et 0.0018 mg/g et de 0.056 et 0.0338 mg/g pour les C-

glycosides et les aglycones flavoniques, tandis que les teneurs moyennes en anthocyanes dans les
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bulbes de hyacinthoides lingulata sont plus é evées par rapport a celles de prospero fallax avec 0.3294
et 0.1383 mg/g. fig 25.

T(mg/g)
0.35

0.3294

0.3

0.25

0.2 M P.fallax
0.138

0.15 ® H.lingulata

0.1 0.056

0.05 0

anthocyanes c-glycosides aglycones Classes

Figure 25: Teneurs absolues moyennes des 3 classes des flavonoides dans les bulbes de prospero

fallax et hyacinthoides lingulata.

Les résultats de cette études montrent que les teneurs moyennes en anthocyanes dans les bulbes des
deux espéces H.lingulata et P.fallax sont les plus élevées avec des valeurs respectives de 0,3294 et
0,1383 mg/g, suivie des teneurs moyennes en aglycones flavoniques avec 0,056 et 0,0338 mg/g pour
P.fallax et H.lingulata, et enfin |es teneurs moyennes en C-glycosides qui semblent étre les plus faibles

avec des valeurs de 0,0083 mg/g pour P.fallax et 0,0018 mg/g pour H.lingulata.

L’ analyse statistique par le test t=0,05 montré des différences significatives pour les teneurs en
aglycones flavoniques, en anthocyanes. Pour les teneurs en C-glycosides des bulbes des deux especes,

les différences sont considérées égales du point de vue statistique.

Lesvaleurs du test bilatéral sont données dans le tableau 14 (annexe 5).

Les composés phénoliques peuvent avoir un réle de signal (Treutter, 2006). En effet, les
flavonoides permettent par exemple la mise en place de la symbiose entre les Fabacées et |les bactéries,
ce qui permet & ces plantes de fixer directement I'azote atmosphérique. |ls participent également aux
phénomenes de pollinisation puisquils sont responsables de la coloration des fleurs (anthocyanes)
(Macheix et al, 2005).
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De plus les flavonoides ont un réle de filtre contre le rayonnement UV, ce qui explique leur
localisation dans les tissus externes (Gould et Lister, 2006). Enfin les flavonoides comme les dérivées
hydroxycinnamiques jouent un rdle important dans la résistance des plantes aux stress
environnementaux (Walton et Brown, 1999). Lors de blessures ou d'attaques de pathogenes fongiques

et bactériens, la synthése de composés phénoliques est stimulée ou induite (Sawa, 1999).
Il Etude Cytogénétique :

De nombreux essais ont été tentés dans I'espoir de trouver des plaques métaphasiques assez
nettes qui nous permettraient de réaliser le dénombrement chromosomique de Prospero fallax
uniquement, (car Hyacinthoides lingulata n'a pas réussi a germer). Le dénombrement S'est avéré
difficile suite alamal fixation probable des échantillons dans e méange Ethanol-Acide acétique (3 :1
v/v), et alaquantité insuffisante de racines dont nous disposions pour refaire une nouvelle tentative.

Pour chaque essai, hous avons pu compter approximativement un nombre de 25 chromosmes.
En effet, en se référant aux travaux de Hamouche et Amirouche (2010) qui ont attesté du caractere
polyploide en travaillant sur 5 especes de hyacinthacées échantillonnées sur une vingtaine de sites
dlant du mont du cheréa jusqu’a la forét de yakouren en Kabylie. En effet, ils ont dénombré les
chromosomes de Prospero autumnale, avec 2n = 14, 2n = 28, et 2n = 42. Ainsl noUS pouvons situer
Prospero fallax parmi les Prospero autumnal avec 2n = 28 chromosomes fig 26, 27.

L’ observation de nos échantillons au microscope photonigue nous révéle que I’ espece P.fallax
est caractérisée par un nombre de chromosome 2n=28. Ce nombre est compris dans ceux trouvés par
Amirouche et Hamouche (2010).
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Figure 26: Plague métaphasique de Prospero fallax, observe au grossissement G=40x10x5. (CHU
Tizi-Ouzou, 2016)
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Figure 27 : Plague métaphasique de Prospero fallax, observé au grossissement G=40x10x5.
(Laboratoire CIV, 2016)

Figure28 : Cliché d’ une plague métaphasique de Prospero autumnal avec 2n = 28.
(Hamouche et Amirouche, 2010)
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Conclusion

Au terme de ce travail, il a apparu clairement que certains caractéres étudiés des deux
espéces Prospero fallax et Hyacinthoides lingulata présentent des différences plus ou moins

significatives. Certains caractéres sont plus dével oppés chez I’ une ou I’ autre des deux especes.

Les scilles sont des plantes intéressantes, a intéréts multiples, en particulier pour leur
concentration en substances antioxydantes dans leurs bulbes et leurs feuilles.

Suite a une comparaison inter-spécifique des feuilles et des bulbes des deux espéces, il s est
avére que les fedilles de Hyacinthoides lingulata sont plus riches en anthocyanes (0.1911mg/g)
et en aglycones flavoniques (0.1755 mg/g), alors que les feuilles de Prospero fallax sont plus

riches en C-glycosides (0.1019 mg/g).

Concernant les bulbes, on a constaté que les bulbes de Prospero fallax sont plus riches en C-
glycosides (0.0083mg/g) et en aglycones flavoniques (0.056mg/g), tandis que les bulbes de
Hyacinthoides lingulata sont plus riches en anthocyanes (0.3294 mg/g).

Aprés analyse des densités optiques au spéctrophotométre, nous avons constaté chez les deux
espéces étudiées que les feuilles sont plus riches en aglycones flavoniques et en C-glycosides

comparées aux bulbes, alors que les bulbes sont plusriches en anthocyanes.

L’ étude cytogénétique, qui n’a pas pu étre faite dans le cas de Hyacinthoides lingulata suite ala
non-germination des bulbes de celle-ci, a été tentée uniquement sur Prospero fallax par la
méthode de squash. Ainsi, le nombre chromosomique dénombré est approximativement égale a
2n=28 chromosomes.

La connaissance des teneurs en polyphénols des scilles informe les consommateurs sur leurs
effets bénéfiques sur la santé. En effet, ces données sur leurs teneurs en antioxydants constituent
des informations nutritionnelles supplémentaires qui faciliteraient une meilleure intégration des

scilles automnales parmi les plantes a vertus thérapeutiques.

La beauté de ces especes en ferait un bon spécimen a intérét ornementa. Il serait auss
intéressant d’ étudier e caryotype des scilles et envisager un sequencage plus large du génome en
vue d'en isoler des genes qui seraient potentiellement intéressants du point de vue cultural ou

économique.
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Annexes

Annexe 1 : Matrices globales des mesur es mor phométriques des deux espéeces étudiées.

Tableau 1 : Matrice global e des données mesurées sur Prospero fallax.
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Tableau 2: Matrice globale des données mesurées sur Hyacinthoides lingulata.
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Tableau 3:Moyennes + écarts types des caracteres mesurés chez les deux especes étudiées

X Moyennes + écartstypes des caractéres
Caractere

P.fallax H.lingulata
A 513+ 1,63 15,36 + 2,77
B 0,13+ 0,05 1,56 + 0,43
C 52+1,72 5+11
D 1,44+ 0,31 1,06 + 0,32
E 13,28 + 2,13 19,82 + 4,33
F 23+04 2,716 +1,17
G 1,23+ 0,32 0,47 £ 0,16
H 10+ 1,67 12,7+ 5,76

Annexe 2 : solutions utilisées pour |’ étude cytogénétique de Prospero fallax.

» Préparation de la solution de 100 ml d’ acide acétique &4 90% :

90 ml d'acide acétique + 10 ml d’ eau distillée

> Préparation de la solution de 100 ml d’ éthanol & 70% :
70ml d’ éthanol + 30 ml d’ eau digtillée
» Préparation de la solution de a-Bromonaftaléne :

5 a6 gouttes de a-bromonaftaléne dans un pilulier d’ eau de robinet, agité tres bien jusgu'a ce

gue la solution devienne opaque.

> Préparation de lasolution d'HCI 1N :
10 ml d'HCI 10N + 90 ml d’ eau distillée

Annexe 3 : extraction des 3 classes de flavonoides par hydrolyse acide
» Préparation de lasolution d'HCI 2N :
20 ml d’HCI 10N + 80 ml d’ eau distillée
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Annexe 4 : Teneurs absolues en différentes classes de flavonoides des feuilles et des
bulbes des deux espéces étudiées.

Tableau 4: Moyennes des teneurs absolues en anthocyanes des feuilles des deux espéces
étudiées.

Tableau 5: Moyennes des teneur s absolues en c-glycosides des feuilles des deux espéces
étudiées.

Tableau 6: Moyennes des teneurs absolues en aglycones flavoniques des feuilles des deux
especes étudiées.

Tableau 7: Moyennes des teneurs absol ues en anthocyanes des bulbes des deux espéces
étudi ées.
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Tableau 8: Moyennes des teneurs absolues en c-glycosides des bulbes des deux especes

étudiées.

Tableau 9: Moyennes des teneurs absolues en aglycones flavoniques des bulbes des deux
especes étudiées.

Annexe5: Résultats destests bilatéraux a t=0,05.
Tableau 10 : Résultat du test bilatéral des caracteres morphol ogiques des deux especes
P.fallax et H.lingulata.

0,05 0,03
0,05 0,02
0,05 0,56
0,05 0,46
0,05 0,01
0,05 0,88
0,05 0,01
0,05 0,02
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Tableau 11 : Résultat du test bilatéral des teneurs absolues en anthocyanes, C-glycosides et
aglycones entre les feuilles et les bulbes de P. fallax.

Tableau 12 :Résultat du test bilatéral des teneurs absolues en anthocyanes, C-glycosides et

aglycones entre les feuilles et les bulbes de H.lingulata.

Tableau 13 :Résultat du test bilatéral des teneurs absolues en anthocyanes, C-glycosides et
aglycones entre les feuilles des deux especes P.fallax et H.lingulata.
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Tableau 14 : Résultat du test bilatéral des teneurs absolues en anthocyanes, C-glycosides et

aglycones entre les bulbes des deux espéces P.fallax et H.lingul ata.




Résumé :

Le but de cette étude est d’évaluer les différences morphométriques, caryologiques et
biochimiques de deux espéces de scilles, a savoir Prospero fallax et Hyacinthoides lingulata,
échantillonnées dans la région de Kabylie (Tizi Rached).

La comparaison des flavonoides extraits a révélé des différences significatives entre les
teneurs absolues des feuilles par rapport a celles des bulbes chez les deux espéeces. Nous
avons remarqué aussi des différences entre les teneurs absolues en flavonoides en
comparant les feuilles et bulbes de Hyacinthoides lingulata a Prospero fallax.

Suite a I'essai d’établissement du caryotype de Prospero fallax, nous avons dénombré, tant
bien que mal, un nombre approximatif de 2n=25 chromosomes. Nous avons pu assigner ce
résultat a ceux trouvés lors d’'une étude ultérieure qui confirme la polyploidie de Prospero
autumnal avec un nombre de 2n=28 chromosomes.

Mots clés :Prospero fallax, Hyacinthoides lingulata, Flavonoides, chromosomes, Kabylie.

Abstract:

The purpose of this study is to estimate the morphometric, caryologic and biochemical
differences between two species of spring squills, worth knowing Prospero fallax and
Hyacinthoides lingulata, sampled in the region of Kabylia (Tizi Rached).

The comparison of the extracted flavonoids revealed significant differences between the
contents absolved from leaves compared with those of the bulbs to both species. We also
noticed differences between the contents absolved in flavonoids by comparing leaves and
bulbs of Hyacinthoides lingulata to Prospero fallax.

After the approval of establishment of Prospero fallax’s karyotype, we counted, with great
difficulty, an approximate number of 2n=25 chromosomes. We were able to assign this
result to those found during a later study which confirms Prospero autumnal’s polyploidy
with a number of 2n=28 chromosomes.

Keywords: Prospero fallax, Hyacinthoides lingulata, Flavonoids, chromosomes, Kabylia.



