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Résumé

La lentille (Lens culinaris), une des principales cultures Iégumineuses alimentaires cultivées
en Algérie. L’objectif de ce travail est 1’évaluation de la variabilité génétique de 12 cultivares a
travers des approches agro-morphologiques, cytogénétiques, biochimiques et moléculaires.

Des nombreux travaux sont effectués a différents niveaux (plante, graine, cellule, chromosome,
protéine et ADN). Ces travaux consistent a étudier la caractérisation agro morphologique réalisée
sur 15 paramétres quantitatifs, d’établir une étude cytogénétique détaillée (analyse du caryotype,
NORs, N-banding et C-banding, méiose et palynologie), 1’analyse biochimique pour mettre en
évidence la teneur en proteines par la technique SDS-PAGE. Parallélement, une caractérisation
moléculaire effectuée a partir de 7 marqueurs microsatellites proposés.

Les cultivares Idlep3 et Flip90-31 ont révélés un potentiel de rendement élevé et 1’existence d’une
différence significative selon les parametres morphologiques qui expliquent une variation inter-
génotypique importante, les scores PC1 (F1) et PC2 (F2) sont calculés comme 36,87 et 21,93 % de
la variance totale, respectivement. Selon le clustering hiérarchique ascendant, I'analyse a révélé cing
groupes majeurs avec une differentiation des types de graines (Macrosperma et Microsperma).

Les résultats cytogénétiques montrent une régularité entre la mitose et la méiose. Les caryotypes
sont symetriques. une corrélation positive est mise en évidence entre le taux d'hétérochromatine et
le nombre de NOR. a partir des bandes C et N. Nos résultats sont originaux, consternant la
détermination des chromosomes marqueurs 1, 2,3,4 , alors que les chromosomes 5,6,7 en sont
dépourvues. A noter également, la présence de satellites et de chromosomes B de types
(euchromatique et hétérochromatique), dans ce cas la, pourrait étre expliguée comme une
manifestation de leur adaptation. Egalement, nous avons observé des anomalies méiotiques, et
I'existence d'une variabilité par I’étude les caractéres biométriques de pollens des différentes
cultivares ce qui refléete la grande diversite.

Le polymorphisme du motif de bandes protéiques (84 %) a révélé une variabilité inter-génotypique.
Le gel obtenu a montré quarante bandes allant de 13 & 21 avec un poids moléculaire de 10 a 120
KDa. Le cultivare Idlep3 est caractérisé par des bandes spécifiques, suivi du cultivare Flip90-31.
Une grande variabilité génétique caractérise les cultivares de lentille. Le nombre d'alleles par locus
varie de 2 (SSR317-1) a 6 (SSR19,SSR 151) et I'indice PIC variait entre 0,42 a 0,75 . La fréquence
de l'alléle le plus courant a chaque locus varie de 42 %(SSR317-1) a 75 % (SSR28, SSR19). Sur la
base des coefficients de similarité génétique 44%, l'analyse de dendrogramme révélé une grande
diversité observée chez les cultivares, et il sépare les cultivares en cing groupes. Signalons, qu’il
n’existe pas une relation entre 1’origine géographique des cultivares et la distance génétique.

La relation génetique decouverte dans cette étude pourrait constituer a la base de futures
programmes de sélection systématique de lentilles.

Les cultivares Idlep3 ,Dahra et Flipe90-31 marquent les rendements les plus éleves et se
caractérisent par des bandes spécifiques (ou marqueurs spécifiques) ,ce qui suggéere que ce sont les
cultivars les plus adaptés. Donc, nous pouvons les proposer aux agronomes de les utiliser dans les
croisements des lentilles pour la sélection végétale.

Mots clés :Bandes C, Bandes N, Caryotype, Chromosomes marqueurs, chromosomes B , Lens
culinaris, NORs, Polymorphisme , Satellites, SDS-PAGE, SSR.



Summary

Lentil (Lens culinaris), one of the main food leguminous crops grown in Algeria. The objective of
this work is the evaluation of the genetic variability of 12 cultivars through agro-morphological,
cytogenetic, biochemical and molecular approaches.

Many works are carried out at different levels (plant, seed, cell, chromosome, protein and DNA).
This work consists of studying the agro-morphological characterization carried out on 15
quantitative parameters, establishing a detailed cytogenetic study (karyotype analysis, NORs, N-
banding and C-banding, meiosis and palynology), biochemical analysis to highlight protein content
by SDS-PAGE technique. At the same time, a molecular characterization carried out using seven
proposed microsatellite markers.

The Idlep3 and Flip90-31 cultivars revealed a high yield potential and the existence of a significant
difference according to the morphological parameters which explain a significant inter-genotypic
variation, the PC1 (F1) and PC2 (F2) scores are calculated as 36 .87 and 21.93% of the total
variance, respectively. According to the ascending hierarchical clustering, the analysis revealed five
major groups with differentiation of seed types (Macrosperma and Microsperma).

Cytogenetic results show regularity between mitosis and meiosis. The karyotypes are symmetrical.
a positive correlation is demonstrated between the level of heterochromatin and the number of
NOR. from bands C and N. Our results are original, dismaying the determination of marker
chromosomes 1,2,3,4, while chromosomes 5,6,7 do not have any. Also note, the presence of
satellites and type B chromosomes (euchromatic and heterochromatic), in this case, could be
explained as a manifestation of their adaptation. In addition, we observed meiotic abnormalities and
the existence of variability by studying the biometric characters of pollens of different cultivars,
which reflects the great diversity.

Polymorphism of the protein banding pattern (84%) revealed inter-genotypic variability. The gel
obtained showed forty bands ranging from 13 to 21 with a molecular weight of 10 to 120 KDa. The
Idlep3 genotype is characterized by specific bands, followed by the Flip90-31 cultivar.

A large genetic variability characterizes lentil genotypes. The number of alleles per locus ranges
from 2 (SSR317-1) to 6 (SSR19,SSR 151) and the PIC index ranges from 0.42 to 0.75. The
frequency of the most common allele at each locus ranges from 42% (SSR317-1) to 75% (SSR28,
SSR19). Based on the 44% genetic similarity coefficients, the dendrogram analysis revealed a large
diversity observed among the cultivars, and it separates the cultivars into five groups. Note that
there is no relationship between the geographical origin of the cultivars and the genetic distance.
The genetic relationship discovered in this study could form the basis of future systematic lentil
breeding programs.

The Idlep3,Dahra and Flipe90-31 cultivars show the highest yields and are characterized by
specific bands (or specific markers), which suggests that they are the most suitable cultivars.
Therefore, we can offer them to agronomists to use them in lentil crosses for plant breeding

Keywords: B chromosomes ,C bands, Karyotype, Marker chromosomes, N bands, Lens culinaris,
NORs, Polymorphism, Satellites, SDS-PAGE, SSR.
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Introduction

La famille des Légumineuses est I'une des plus importantes familles parmi les
eudicotylédones. Cette famille fournit le plus grand nombre d'especes utiles a I'homme,
qu'elles soient alimentaires, industrielles ou médicinales.

Les 1égumineuses alimentaires représentent de par la superficie qu’elles occupent, une place
importante dans le systéme agraire et I’agroéconomie de nombreux pays du monde (Bacha et
Ouane, 2003). A cO6té de leur importance économique, agronomique et écologique, les
Iégumineuses (fabacées), constituent un enjeu a caractere stratégique pour plusieurs pays.

La richesse des légumineuses en protéines permet de corriger dans une certaine mesure les
carences en protéines animales, ainsi que le déséquilibre alimentaire des populations qui ont
tendance a se nourrir exclusivement de céréales. Selon Obaton (1980) un hectare de
légumineuses alimentaires produit un tonne de protéines, soit 10 fois plus qu’une production

d’un élevage a viande sur la méme surface.

En Algérie, les légumineuses alimentaires ou “légumes secs” couvrent & heure actuelle
(campagne 2014-2015) une superficie de 79 600 hectares, donnant une production de 832 000
quintaux pour des besoins estimés a 2,8 millions de quintaux, soit un taux de couverture de
30%. Le reste des besoins, soit 1,9 millions de quintaux est importé pour une valeur de 234
millions de dollars. A travers le programme sectoriel de leur développement pour la période
(2016/2021), il s’agit de remédier a cet état, en visant un accroissement de la superficie
occupée par les légumineuses alimentaires, qui passerait de 85 000 a 210 000 hectares et une
production toutes espéces confondues qui devrait couvrir 100% des besoins (FAO., 2016).
Actuellement, 1’Algérie se retrouve dans un état critique face a la flambée des prix des
Iégumes et la diminution de ces deniers dans le marché algérien, et donc face a ces problemes
Il est important de diversifier et enrichir le marché par des différentes légumes, ceci parmi les
solutions idéales et ainsi dans le but d’intégrer la culture des lentilles.

La culture de la lentille est favorisée par le Ministére Algérien de I'Agriculture depuis les
années 2007-2008 (FAO, 2006). , elle est classée en 3°™ culture Iégumineuse aprés le pois
chiche (Cicer arietinum L.), et le petit pois (Pisum sativum L.) (FAO, 2015).

Cette espece est subdivisée en deux sous espéces selon la taille de la graine : (i) Sous espece
Macrosperma est prédominante, principalement en Afrique du Nord, en Europe et en
Ameérique, (ii) Sous espéce Microsperma domine en Asie, en Egypte, et en Ethiopie (Brink
et Belay, 2006).
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La lentille (Lens culinaris) tienne une part trés importante des travaux accomplis dans divers
domaines tel que : I’agronomie, la physiologie, I’entomologie, la phytopathologie, et la
moléculaire (Kumar et al. 2001; Galasso et al.2001 ; Gaffarzadch et al ,2007 ; Hamwieh et
al., 2009 ,Tuba et Sakar,2010 ; Idrissi et al,2012 ; Zaccardelli et al., 2012 ; Alghamdi et al.,
2014; Erdogan ,2015 ; Hammouda et Khalfallah,2015; Khazaei et al., 2016; Hammadi et
al.,2018 ; Gaad et al.,2018). Mais peu de travaux cytogénétiques sont réalisés chez cette
espece.

Les ressources phyto-génétiques constituent un matériel pour répondre aux besoins
nutritionnels et médicinaux de ’humanité. La connaissance de la diversité génétique et des
relations entre les génotypes est importante pour comprendre la variabilité génétique
disponible et son utilisation potentielle dans le programme de sélection (Zaccardelli et al.,
2012 , Khazaei et al., 2016) . Différentes techniques sont utilisées pour étudier cette
diversité génétique, telle que, les marqueurs morphologiques, cytogénétiques, biochimiques
et moléculaires. Tous ces marqueurs permettent la mesure de la variabilité génétique des

plantes.

Dans le cadre d’un projet de recherche portant sur les ressources genétiques de la lentille
cultivée, mené au labo(02) de faculté des sciences de | universite Constantine 1, laboratoire
de Génétique, Biochimie et Biotechnologies végétales d’une part et le centre de
biotechnologie (CRBt) d’autre part, nous nous sommes intéressé€s a 1’ étude de la variabilité
génetique de 12 cultivars appartenant a I’espeéce Lens culinaris Médik (2n=2x=14), par

des approches morphologiques, cytogénétiques , biochimiques et moléculaires.

Il s’agit d’aborder 1’étude :

-des caracteres quantitatifs par traitement des parametres agro-morphologiques.

- du caryotype par la détermination et la caractérisation de ces chromosomes.

-de I’organisation de 1’hétérochromatine constitutive par 1’appréciation de son taux dans le
génome, et la localisation des organisateurs nucléolaires (N.O.R).

-du comportement méiotique et I’analyse palynologique et la relation entre les deux.

- analyse des polymorphismes biochimique et moléculaire.

Une réflexion sur les impacts de cette étude dans le domaine agronomique sera etudée
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Outre I’introduction et la conclusion, ce travail sera présenté en trois chapitres :

> Chapitre | : consacré a une synthese bibliographique des connaissances actuelles.

> Chapitre 1l : le matériel végétal et les techniques d'analyses appliquées telles |,
I’analyse agro morphologique , la coloration classique, le marquage en C-banding et N-
banding, ,le comportement méiotique et I’analyse palynologique , et les techniques de SDS-
PAGE et SSR.

> Chapitre III: Résultats et Discussion : On y exposera les différents résultats obtenus,

interprétations et comparaisons a d’autres travaux.

Ce manuscrit se termine par une discussion générale, et les perspectives dégagées de ces

travaux.



Chapitre |
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1. Revue bibliographique

1.1. Historique et origine de lentille

La lentille (Lens culinaris Medik.) est une légumineuse de I'ancien monde et a
probablement été I'une des premiéres especes végétales a étre domestiquée avec le blé
et I'orge (Chahota et al., 2007 ; Abraham, 2015). Les vestiges archéologiques les plus
anciens proviennent de grottes de Grece, datées de 11 000 av. J C., et de Syrie, datées
de 8 500 a 7 500 av.JC.

Des études archéologiques ont montré que les lentilles ont été domestiquées dans le
Croissant fertile du Proche-Orient, qui coincide avec l'actuelle région Turquie-Syrie-
Irak (Zohary, 1972). Au 6eme millénaire avant JC, avec la révolution néolithique, cette
culture était courante dans la vallée du Nil, tout le bassin méditerranéen, et s'étendait a
I'Europe centrale et au sous-continent indien (Cubero, 1984). A partir de 1'age du
bronze, les lentilles étaient cultivées partout ou le blé et I'orge étaient cultivés dans le
domaine en expansion de l'agriculture de type méditerranéen (Henelt, 2001. Les
lentilles ont probablement atteint leur répartition actuelle dans I'Ancien Monde il y a
environ 3000 ans (Harlan, 1992). En raison de son ancienne domestication, une grande
diversité au sein de I'espéce Lens culinaris s'est exprimée au cours des millénaires dans
une myriade de races locales différentes (Erskine and Sarker, 2004; Erskine et al.,
2009). De nombreux types locaux de lentilles ont survécu car ils se caractérisent par
une grande adaptabilité au microclimat de sites spécifiques (Piergiovanni, 2000). La
lentille est aujourd’hui cultivées partout dans le monde : sous continent indien, Moyen-
Orient, Afrique du Nord I’Europe du sud, le Nord et le Sud d’Amérique et en Australie
(Chahota et al ., 2007, Kumar et al.,2015).

L'ancétre du L. culinaris est le L. orientalis (Ladizinsky et al., 1984), la lentille a acquis
son nom scientifique (Lens culinaris ) en 1787 par le botaniste Allemand Medikus
(Brink et Belay, 2006).

1.2. Classifications genétique et botanique

La lentille (Lens culinaris.) est une espece diploide (2n=14) avec une taille de génome
haploide de 4063 Mb (Khazaei et al., 2016). Sous famille des papilionacées, tribu des
Viciées, groupe d’Euvicia et au genre Lens.

La taxonomie du Lens est comme suite (Cokkizgin et Shtaya, 2013) :
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Reégne : Plantae

Sous régne : Tracheobionta

Super division : Spermophyta

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Sous classe : Rosidae

Ordre : Fabales

Famille : Fabaceae

Genre : Lens

La plupart des génotypes de I’espéce sauvage Lens orientalis (2n=2x= 14) s’hybrident
librement avec le Lens culinaris Medik (2n=2x=14), (Mehra et al. 1986 ; Jh et al.
2015) et ces deux espéces sont isolées des autres sur le plan génétique. Le Lens
culinaris Medik peut aussi s'hybrider avec les autres espéces du genre Lens, mais ces
croisements se caractérisent par une fréquence élevee d'embryons avortés, d'embryons
albinos, de plantules albinos et de réarrangements chromosomiques entrainant la
stérilité des semis hybrides atteignant la maturité (Muehlbauer et al. 2011).

Lors d’une révision récente du genre Lens, des especes ont été reconnues sur la base de
caracteres morphologiques de la capacité a s’hybrider, et de données cytogénétiques,
biochimiques et moléculaires (Cokkizgin et Shtaya, 2013) :

Lens culinarisMedikus.

L. orientalis (Boiss.) Hand.-Maz., ancétre du L. culinaris.

L. nigricans (M. Bieb.) Grand.

L. ervoides (Bring.) Grand.

L. odemensisLadiz.

L. lamotteiCzefranova.

YV V. V V V YV VY

L. tomentosusLadiz

Wang et al. (2015) ont utilisé le génotypage par séquencgage pour placer L. culinaris, L.
tomentosus et L. orientalis dans le pool génétique primaire, L. lamottei et L. odemensis
dans le pool génétique secondaire, et L. ervoides et L. nigricans, respectivement, dans
les pools de genes tertiaires et quaternaires. La lentille cultivée est classée en deux
groupes (Figure 1).

Macrosperma : fleurs grandes, blanches, rarement bleues, gousses grandes,

géneralement plates, graines grosses, aplaties, cotylédons généralement jaunes, parfois
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orange. Prédominant principalement en Afrique du Nord, en Europe et en Amérique,
(diamétre>6mm).

Microsperma : fleurs petites, bleu-violet & blanches ou roses, gousses petites,
convexes, graines petites, convexes, cotylédons rouges, orange ou jaunes ; le Groupe
domine en Asie, en Egypte et en Ethiopie (diametre <6mm) (Brink et Belay ,2006).
1.3. Noms communs

La lentille est connue sous différents noms dans différentes parties du monde. Les
noms les plus courants sont lentil (anglais), adas (arabe), mercimek (Turquie), messer
(Ethiopie), masser ou massur (Inde), heramame (japonais). D'autres noms mentionnés
dans la littérature sont mangu ou margu (persan), masura, renuka, mangalaya (sanskrit)
(Muehlbauer et al. 2011).

1.4. Description générale sur la plante

Il s’agit d’une plante annuelle autogame, dont la hauteur de la plante est comprise
entre 15 a 75cm, généralement varie selon les génotypes et les conditions de culture,
(Erskine et al, 2009 ; Bacchi et al, 2010). Ses feuilles, alternes, composées pennées,
comptent de 10 a 14 folioles opposées, oblongues, et sont terminées par une vrille
généralement simple ou bifide. A la base elles sont munies de stipules dentées. Les
fleurs, a corolle papilionacée typique de la sous-famille des Faboideae, sont de couleur
blanche ou bleu péle et groupées par petites grappes de deux a quatre. Le calice est
régulier, a cing dents étroites et relativement longues. La floraison estivale intervient
entre mai et juillet.

Les fruits sont des gousses aplaties, courtes, contenant deux graines aplaties en forme
caractéristique de disque faiblement bombé. Selon leur variété et leur race, cependant,
les graines de lentilles peuvent varier en couleur du rouge-orange au jaune, vert, brun
ou noir (Toklu et al, 2009). Les cotylédons peuvent étre rouges, orange, jaunes ou
verts, blanchissant au jaune (Yadav et al., 2007). Lorsque les températures sont

optimales, les graines de lentilles germent en 5 a 6 jours et la floraison débute entre la

6eme 7eme

et la semaine apres le semis, le cycle de croissance est de 80 a 110 jours pour
les cultivars a cycle court et de 125 a 130 jours pour les cultivars a cycle long (Begiga,
2006).

Les gousses, aplaties sont isolées ou disposée en paire et apparaissent a 1’aisselle du 11,
12, ou 13 nceud et des noeuds suivant. Chaque gousse posséde un court pédicelle et

renferme une ou deux petite graine en forme de loupe (Bacchi et al, 2010) (Figure 1).


https://fr.wikipedia.org/wiki/Vrille_(botanique)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Gousse
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Figure 1 : Structure de la plante de lentille : (a) graine seche ; (b) graines imbibées
d'humidité; (c) un semis nouvellement émergé montrant une germination hypogée; (d)
une jeune plantule présentant deux feuilles bifoliées ; (e) branche avec des feuilles, des

fleurs et des gousses de lentille microsperma (image originale dans Saxena, 2009).

Les lentilles sont classées selon la couleur du cotylédon et de la couleur des graines en :
-Lentilles rouges et vertes sont cultivées et consommeées principalement, Environ 75%
de la production mondiale est constituée de lentilles rouges.

- Les lentilles vertes ont des cotylédons jaunes et des graines vert pale.

- Les lentilles rouges ont un cotylédon orange et une couche de graine foncée (Cubero
et al., 2009).

1.5. Valeur nutritive et utilisation

1.5.1. Valeur nutritive

La lentille sont faibles en gras et en sodium, riches en protéines et sont une excellente
source de fibres solubles et insolubles, de glucides complexes, de vitamines et de
minéraux, en particulier les vitamines B, potassium et phosphore (Yadav et al., 2007).
Avec environ 25% de protéines, les lentilles sont le 1égume avec le plus haut niveau de

protéines apres le soya (Thavarajah et al, 2011) et elles sont également une trés bonne

7
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source de fibres abaissant le cholestérol (Ruisi et al,2015). 100 g de graines séchées
contiennent 340-346 g de calories, 12% d'humidité, 20,2 g de protéines, 0,6 g de
matieres grasses, 65,0 g de glucides totaux, 4 g de fibres, 68 mg de Ca, 325 mg de P,
7,0 mg de Fe, 29 mg de Na, 780 mg de K, 0,46 mg Thiamine, 0,33 mg de riboflavine
et 1,3 mg de niacine(Erskine et al,2009).

1.5.2. Utilisation de la lentille cultivee

La consommation de lentilles offre des avantages a la fois nutritionnels et sanitaires aux
consommateurs. Les avantages pour la santé comprennent la réduction des maladies
coronariennes, la prévention des carences en fer et en zinc et la stabilisation de la
glycémie (Erskine et al., 1990).

Les lentilles sont consommées principalement sous forme de graines (apres cuisson)
pour la consommation humaine .lls peuvent étre utilisés comme accompagnement
(purée, entiére et combinée avec des légumes), dans les salades, les soupes et les
ragodts. L'une des vitrines les plus remarquables de la lentille est le dhal indien
(Erskine et al., 1990) .

Les lentilles sont préparées selon plusieurs méthodes, notamment les méthodes de
trempage, d'ébullition, de germination/germination, de fermentation, de friture et de
chaleur séche. D'autres facons d'en tirer profit sont les lentilles transformées, les
collations a base de lentilles et les utilisations médicinales (Raghuvanshi & Singh
2009). La paille de lentille est également un aliment pour animaux apprécié en raison
de sa faible teneur en cellulose (Erskine et al., 1990). D'autre part, les parties
veégétatives de la lentille peuvent étre utilisées comme engrais vert (Kara, 2008).

1.6. Production et répartition géographique

1.6.1. Répartition mondiale de lentille

La production mondiale de lentilles en 2016 était de 6,3 Mt sur une superficie cultivée
estimée a 4,52 millions d'hectares (FAOSTAT, 2016) et le Canada, I'Inde, la Turquie et
I'Australie sont les principaux producteurs de lentilles au monde. Le Canada est le plus
grand exportateur et producteur de lentilles. La province de la Saskatchewan a produit a
elle seule plus de 3,2 Mt de lentilles en 2016 (Statistique Canada, 2016). La superficie
en lentilles est passée de moins de 600 ha en 1970 (McVicar et al., 2010) a 2,18
millions d’ha au Canada en 2016 (Statistique Canada, 2016). Le Canada a exporté des
lentilles vers plus de 100 pays pour une valeur d'environ 2,5 milliards de dollars

canadiens (Saskatchewan Agriculture Exports, 2016). La lentille cotylédon rouge est la
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principale classe de production et de commercialisation de lentilles dans le monde
(Pulse Canada, 2016) (Figure 2).

Figure 2 : Production mondiale moyenne de la lentille par continent pendant les années
2012 et 2013 (FAOSTAT, 2016).

1.6.2. Production et répartition en Algérie

En Algérie la lentille a été cultivée avant 1830 dans les jardins des fellahs (surtout en
Kabylie), jusqu’a 1940 une étude a révélé que les lentilles rencontrées en Afrique du
nord appartiennent a deux sous Especes : la lentille petite verte du puy (Lens exulenta
Moench sp :microspermavra et Dupuyensisbarul) a été la premiére des variétés
européenne introduites en grandes cultures en Algérie dans certaines régions de culture
de lentille large blonde et verte de puy ont coexisté et des croisements naturels se sont

produits qui ont donnée naissance a la « lentille large verte d’Algérie » a partir de cette
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derniére, il y a une sélection et une amélioration de la « lentille verte d’Algérie »
(Vandenberg et slinkard, 1990). En Algérie, la culture des lentilles n’occupe que 1.5%
de la totalité des terres réservées aux légumineuses alimentaires (Ait Abdellah et al.,
2011) ; elle s’¢tale sur de grandes surfaces dans les hautes plaines (Tiaret, Saida, Sétif)
et les plaines intérieures (Bouira, Médéa, Mila)(Figure 3).Ainsi dans la région de
Constantine, les productions de lentilles ont progressivement évoluées entre 2006 et
2013 ou I’on a pu noter des collectes brutes maximales (15523,04 Qx). La figure 4
décrit 1’évolution des superficies cultivées et la production de la lentille depuis
I’indépendance jusqu’au 2016.

Plusieurs variétés sont cultivées parmi lesquelles on cite :

v/ Le large blond Métropole : elle est isolée en 1942 en France, elle est de
couleur verdatre et de bonne qualité culinaire.

v Le large blonde de Chili : elle est isolée en 1952 au Chili, les graines sont larges de
couleur verdatre et de bonne qualité culinaire.

Le large verte d’Algérie : elle est isolée en 1950 a Tiaret, de bonne qualité culinaire : a
été cultivée avant 1830 dans les jardins des fellahs (surtout en Kabylie), jusqu’a
1940 une étude a révélé que les lentilles rencontrées en Afrique du nord appartiennent a
deux sous especes: la lentille petite verte de puy (Lens erosperma vra. Dupuyensis
Barul) a été la premiere des variétés européenne introduites en grande culture en
Algérie. Dans certaines régions des cultures de petite lentille large blonde et verte de
puy ont coexisté et des croisements naturels se sont produits qui ont donnée naissance a
la «lentille large vert d’Algérie », a partir de cette derniére, il y a eu une sélection et une

amélioration de la lentille verte d’ Algérie» (Vandenberg et Slinkard, 1990).
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Figure 3 : Zones d’aptitude de la culture de la lentille en Algérie (ITGC, 2013).

v/ La Syrie 229 : c’est une sélection locale sur population introduite de Syrie, les
graines de cette variété sont arrondies de couleur vert-jaune, elle est de tres bonne

qualité culinaire.

v/ La Balkan 755 : elle est une sélection locale sur population introduite dans la
région de Sersou, ses graines sont larges de couleur marron, elle est aussi de bonne

qualité culinaire (ITGC, 2013).

11
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Figure 4: Evolution annuelle des superficies (million ha), productions (million tonnes) et
rendement (Kg/ha) de la lentille en Algerie entre 1961 et 2016 (FAOSTAT, 2017) in Gaad,
(2018).
1.7. Techniques de culture
Il est généralement admis que les stress abiotiques sont considérés comme la principale
cause de la chute du rendement agricole.
Les pertes potentielles de rendement sont estimées a 17% dues a la sécheresse, 20% a la
salinité, 40% a la température élevee, 15% a la basse tempeérature et 8% a d'autres
facteurs (Rehman et al., 2009).
1.7.1. Exigences relatives au climat et au sol
La lentille est I'une des légumineuses les moins sélectives en termes de climat et de
caractéristiques du sol. Il peut étre cultivé jusqu'a 3000 métres d'altitude. D'autre part,
le rendement en graines par surface diminue lorsque l'altitude augmente (Whyte et al.,
1953). La lentille est une plante bien adaptée qui pousse dans un large éventail de types
de sols. Cependant, les sols a texture lourde entrainent une réduction du rendement,
alors que les sols limono-sableux sont les plus adaptés a la croissance des lentilles
(Ozdemir ,2002).
1.7.2. Temps de semis
La lentille est une culture d'hiver généralement cultivee a I'automne et récoltée en été et
certaines variétés peuvent également étre semées au printemps. Cependant, un semis

tardif diminuera le rendement et augmentera la teneur en protéines (Sehirali, 1988). Les

12
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températures de congélation inférieures a -25 °C endommagent les plantes (Ozdemir,
2002) de sorte que la lentille ne doit pas étre cultivée a des températures tres basses.
1.7.3. Exigences en matiere de fertilisation et d'engrais

Les agriculteurs n'utilisent généralement pas d'engrais azotés pour la production de
lentilles. Cela est di a la capacité de la lentille & fixer I'azote atmosphérique. Il est
rapporté que la lentille peut fixer 46 a 192 kg N par ha (Shah et al. 2003). Cependant,
afin de favoriser l'activité bactérienne, I'application de 1 kg/j d'azote et de 2,5 kg/j de
phosphore est recommandée pendant la saison de croissance, et I'application d'engrais
doit étre transmise a l'analyse du sol (Cokkizgin et al., 2005) .

1.7.4. Gestion des lentilles

Le désherbage est la procédure de gestion la plus importante. Dans de nombreux pays,
des herbicides sont utilises.

1.7.5. Récolte

Bien que la lentille soit une plante de jours longs, des types neutres sont également
disponibles (Hawtin et al. 1980). Pour cette raison, la récolte peut étre effectuée a la fin
du printemps et au début de I'été. Dans de nombreux pays, les lentilles sont récoltées
manuellement, mais la récolte mécanique est également possible et pour cette raison,
des variétés a croissance verticale sont disponibles.

1.7.6. Maladies et ravageurs

Plusieurs maladies affectent la lentille entrainant des pertes de rendement. Les maladies
fongiques courantes de la lentille sont la fusariose causée par Fusarium oxysporum f.
sp. Lentis, rouille causée par Uromyces fabae et ascochytose causée par Ascochyta
lentis. Les maladies bactériennes causées par Mycobacterium insidiosum affectent
également les lentilles. La lentille est également affectée par des plantes a fleurs
parasites comme Cuscuta sp. et Orobanche sp. Plusieurs maladies virales affectent la
lentille, notamment le virus de la mosaique du pois, le virus de la mosaique jaune du
haricot et le virus de la mosaique transmise par les graines de pois (PSbMV). Parmi
eux, le PSbMV est potentiellement dangereux pour la lentille (Muehlbauer et al.,
1995). Les nématodes affectent également la lentille . Les ravageurs les plus importants
qui affectent les lentilles et causent des pertes économiques sont la chenille gram
(Heliothis obsoleta), les fourmis blanches (Clotermes sp.), le ver-gris gram
(Ochropleura flammatra), le charangon (Callosobruchus analis) et le coléoptére du
haricot (Bruchus ervi ve Bruchus lentis) (I.T.G.C., 2013).

13
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1.7.8. Pratiques culturelles

Le rendement le plus élevé peut étre obtenu avec un taux de semis de 300 graines par
m2, mais cette valeur peut varier en fonction du climat et des conditions du sol (Togay
et al.,, 2008). La rotation des cultures et l'utilisation de semences hybrides ou
améliorées auront un effet positif sur le rendement des lentilles. Une irrigation
excessive a un effet négatif sur les lentilles en provoquant la verse. Cependant, pendant
les printemps secs, une irrigation supplémentaire doit étre effectuée afin d'éviter les
pertes de rendement.

1.7.9. Rendement des semences

Plusieurs facteurs affectent le rendement en graines de lentilles, notamment le climat
local, les conditions du sol et les caractéristiques génétiques. Il est rapporté que le
rendement en graines de lentilles variait de 1057 a 2880 kg ha-1 (Bicer & Sakar, 2010).

1.8. Caracteéristiques cytogénétiques

La cytogénétique a joué un rble essentiel dans les études du chromosome la structure, le
comportement et I'évolution de nombreuses especes végétales.

1.8.1. Mitose somatique

Le passage d‘une génération d‘€tres vivants a une autre génération est assuré par une
série de phénomenes biologiques assez simples. Quel que soit I‘espéce, Cette
multiplication des individus nécessite une multiplication des cellules. Les cellules
peuvent subir soit la mitose soit la méiose, deux modes de division cellulaire qui ont
des bases communes mais aussi des particularités et méme des oppositions (Hallouet et
Borry, 2009). La mitose est un processus critique pour tous les organismes eucaryotes
(organismes avec un noyau cellulaire) et fournie une base pour la reproduction asexuee.
- Le materiel génétique est partage entre les cellules filles durant la division nucléaire
(caryocinese), le résultat est la production de deux noyaux fils contenant chacun une
composition chromosomique identique a celle de la cellule mere.

- Elle se produit normalement dans presque toutes les cellules somatiques.

-La division est faite par un cycle cellulaire.

- Tous les produits portent la méme information génétique.

-Les produits mitotiques sont en général capables de subir de nouvelles mitoses.

1.8.2. Définitions

1.8.2.1 Génome

14
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Le génome est la combinaison des mots « géne et chromosome ». C’est I’ensemble de
I’information génétique d’un organisme contenu dans chacune de ses cellules sous la
forme de chromosomes. (Camatchou,2005). Le support matériel du génome est I’ADN.
Autrement, dit c’est le nombre de base (x=n) haploide des chromosomes. Le génome de
la lentille est constitué de 14 chromosomes (7 paires).

1.8.2.2. Chromosome

C’est une structure cellulaire microscopique (la forme condensée de la chromatine),
(matériel genétique) nucléaire, visibles pendant la division cellulaire. Sur chaque
chromosome sont alignés les génes dans un ordre fixe. Chaque chromosome porte une
zone de constriction primaire dénommée centromeére ; c’est le point de liaison des deux
chromatides sceurs. Les segments chromosomiques situés de part et d’autre du
centromere constituent les deux bras du chromosome. La position du centromére
permet de distinguer un bras court ou proximal (bras p) et un bras long ou distal (bras
q) (Anthony et al., 2002).

Les chromosomes se classifient en quatre types suivant leur forme qui est déterminée
par la position du centromeére (Figure 5) (Khalfallah, 1990).

-Chromosome métacentrique (m) : le centromeére est position médiane, et la valeur du
rapport BL/BC et comprise entre 1 et 1.7. On parle de métacentriques sensu stricto
(M) lorsque le rapport est exactement égal & 1 et dont le centromere se trouve alors au
point médiane.

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

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

-Chromosome acrocentrique (t) : le centromeére est dans la région terminale et les
valeurs du rapport BL/BC vont de 7,0 a I’infini. Si le centromeére se trouve au Point

terminal strict, on parle de chromosome télocentrique (T).
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Figure 5 : Présentation schématique des différents types de chromosome.

1.8.2.3. Caryotype

C’est la représentation obtenue par microphotographie de 1‘aspect morphologique de
I‘ensemble des chromosomes du noyau en métaphase, aprés ordonnancement par paires
selon la taille (Malan et Romana ,2012). Il est constitué¢ d’un caryogramme et d’un
idiogramme. Le caryotype est spécifique d’une espece donnée, et il existe sous deux
types : symétrique et asymétrique. On réalise des caryotypes dans le but de détecter des
aberrations chromosomiques ou d'identifier certains aspects du génome de I'individu.
1.8.2.4. Réalisation du caryotype

Le cycle cellulaire est stoppé durant la metaphase de la mitose, alors que les
chromosomes sont condensés. Aprés traitement chimique et coloration, les
chromosomes sont regroupés par paires puis ordonnés des plus grands aux plus petits

avant d'étre photographiés sous microscopie (Malan S et Romana I., 2012).

1.8.5. Structure du chromosome

16
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1.8.5.1. Chromatine

C’est la substance chimique constitutive des chromosomes Dans les cellules
eucaryotes, le matériel génétique est organisé en une structure complexe constituee
d'’ADN et de protéines et il est localisé dans le noyau. Cette structure est appelée
chromatine. Cest donc la chromatine qui porte le message héréditaire (Atlas., 2006).
Elle est organisée en régions plus ou moins condensées, appelées territoires
chromatiniens qui interviennent dans 1’expression des genes et la stabilité des
chromosomes. Deux types structuraux et fonctionnels de la chromatine sont définis
(Figure 6).

Figure 6 : structure d’un chromosome.

1.8.5.1.1. Euchromatine

Elle est riche en genes et répartie a l'intérieur du nucléoplasme, correspond a 1’état de la
chromatine décondensee pendant [I’interphase, elle est aussi permissive a la
transcription de la séquence d’ADN en ARN fonctionnel. L’euchromatine se compacte
lors des divisions cellulaires, coincidant avec 1’arrét de la synthése des (ARNM)
pendant la mitose (Hammouda,2013).

1.8.5.1.2. Hétérochromatine

C’est la chromatine qui reste a I’état condensé tout au long du cycle Cellulaire et qui
est localisée principalement en périphérie du noyau et du nucléole. D’autres études
montrent que 1’hétérochromatine posseéde un fort taux de meéthylation de la lysine 9 et

de I’histone H3 chez les plantes (Samouelian et al. 2009).
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e L’hétérochromatine constitutive

Contient peu de genes, formés principalement de séquences répétées et dont les plus
grandes régions sont situées a proximité des centroméres et des teloméres (Grewal S et
Elgin S., 2007). Cette hétérochromatine constitutive est tres riche en séquences
hautement et moyennement répétées du génome (Grewal S et Elgin S., 2007). Elle
contient aussi un ADN tout a fait particulier, appelé ADN satellite (Hammouda,1999).
L'HC constitutive est fortement colorée par la technique des (bandes C), ce qui pourrait
résulter de la renaturation tres rapide de I'ADN satellite aprés dénaturation (Atlas.,
2006).

e L’hétérochromatine facultative

Se localise au niveau des régions codantes pouvant adopter les caractéristiques
structurales et fonctionnelles de I'hétérochromatine (Grewal S et Elgin S.,2007). L'HC
facultative, n'étant pas particulierement enrichie en ADN satellite, ne présente pas de

polymorphisme (Atlas., 2006).

1.8.6. Roles attribués a I’hétérochromatine

L’hétérochromatine est réfractaire a la transcription, a la recombinaison et a la
réparation (Grewal S et Elgin S., 2007), en outre, I’hétérochromatine participe a la
réplication et la ségrégation des chromosomes . Elle permet le maintien de la structure
du chromosome et protege les télomeres contre leur dégradation (Garcia B et al, 2004).
L’hétérochromatine joue un role tout a fait essentiel dans I’adaptation et I’évolution des
especes veégetales ainsi que dans 1’organisation et la fonction du génome et le
déroulement de la méiose (attraction des homologues, régulation du Crossing-over,
formation des chiasmas) (Siljak Y et Cartier D., 1986).

La présence d’épaisses bandes hétérochomatiques dans les régions télomeriques chez le
seigle qui peuvent étre impliquées dans des translocations observées chez les hybrides
«blé-seigle>>. Ces translocations (blé-seigle) sont importantes dans la sélection
végétale (Hammouda D., 2013, 2017).

1.8.7. Differents types d’ADN

L’ADN, constitu¢ de millions de nucléotides dont 1’enchainement précis détermine

I’information génétique de chaque organisme, cette information est localisée dans les
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chromosomes de chaque noyau cellulaire. C’est uniquement au cours de la division
cellulaire qu’il est possible d’observer au microscope des chromosomes individualisés
dont le nombre, la taille et la forme sont constants et caractéristiques pour toutes les
cellules somatiques d’une espéce donnée et qui Se regroupent en paires de
chromosomes homologues.

L'ADN génomique est principalement composé d'ADN codant et d’ADN non codant.
Les séquences de codage sont connues sous le nom de génes. Des milliers de génes

sont situés sur les chromosomes (Shapiro J.A et al., 2005)(Figure7).

Figure 7 : Structure de ’ADN.

1.8.7.1. L’ADN Satellifaire

Longue région d’ADN hautement répétitif formée de courtes séquences de 1 a 500
paires de bases répétées en tandem jusqu’a plusieurs milliers de fois, situé surtout dans
les centromeres et les teloméres. Ces répétitions en tandem comprennent PADN
satellite, (Mamecier Demounem A., 2012). L’ADN satellite comprend de longues
séries de répétitions d’ADN plus ou moins complexes et non transcrites et qui
constituent la majeure partie des régions hétérochromatiques des géenomes . L'ADN
satellite est un type d’ADN reépétitif tres répeté non codant, c'est-a- dire ne code pas
pour les protéines et ne transmet pas d'informations génétiques fonctionnelles. I

contribue a lI'organisation chromosomique (Shapiro J.A et al., 2005).
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1.8.7.2. L’ ADN répétitive ou répété

L’ADN répétitive occupe une fraction importante du génome totale de nombreux
organismes c'est-a-dire il est localisé dans tout le génome. Cet ADN ne code pas les
protéines et appartient a la catégorie de I’ADN non codant du génome. IL existe trois
types principaux d’ADN répétitive nommées répétitions terminales, répétitions en
tandem, et répétitions intercalées (Shapiro J.A et al., 2005 , Hammouda D, 2013 )
(Figure 8).

Figure 8 : Localisation de I’ADN satellite et I’ADN répétitif dans un

chromosome .

1.9. Comportement méiotique

1.9.1. Etapes de la Méiose et anomalies
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La méiose est un mode de division cellulaire particulier qui constitue la contrepartie
nécessaire de la fécondation : & la suite de deux divisions successives, une cellule
diploide (2n chromosomes) donne naissance a un groupe de quatre cellules filles
(tétrade) haploides (n chromosomes). Cette réduction chromatique compense
exactement le doublement du nombre de chromosomes qui résulte de la fécondation et
assure la permanence du stock chromosomique au cours des générations successives.
Au point de vue cytologique, la méiose consiste en la succession de deux méioses
(réductionnelle et équationnelle).

1.9.1.1. Division hétérotypique ou réductionnelle (méiose 1)

C’est une division au cours de laquelle le nombre des chromosomes est réduit de
moitié. Elle commence par une prophase longue au cours de laquelle les chromosomes
homologues s’accolent. D’autre part, la télophase peut n’étre qu’ébauchée ou méme
totalement absente(Deysson, 1976).

1.Prophase I:

Cette phase est divisée en cing stades successifs (Wettstein et al., 1984, Zickler &
Kleckner,1999):

al/ Stade leptotene

Dans le noyau un peu gonflé apparaissent des chromosomes gréles, a peine spiralés et
ne présentant pas de clivage longitudinal visible. Souvent, ces chromosomes
convergent vers un pdle du noyau (disposition dite en bouquet).

b/ Stade zygoténe

Cette étape est caractérisée par 1’appariement des chromosomes homologues qui
s'alignent directement I'un en face de l'autre et se tiennent ensemble en plusieurs points
sur leur longueur (synapsis) qui facilite la fusion en maintenant ensemble les
chromosomes alignés.(Figure 09 a).

Chaque paire de chromosomes ainsi accolées est appelé un bivalent (ou tétrade).

Qui peuvent se présenter sous différentes formes de bivalents : bivalents en anneaux,
bivalents droits, et bivalents en V.Ces bivalents forment ensuite, la plaque
équatoriale.

¢/ Stade Pachyténe

Les chromosomes homologues de chaque paire deviennent trés enroulés, plus courts et
plus épais. La fin de ce stade est souvent appelée strepsiptére ou les chromosomes

commencent a se cliver (Figure 09 b).
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d/ Stade diplotene

Les chromosomes recombinants homologues commencent a se séparer mais reste joints
aux points ou le croisement a eu lieu, ils restent attachés en endroits ou on a une
structure en forme de croix appelée chiasma, formée par un phénomene particulier
nommé crossing-over (Figure 09 c).

e/ Stade diacinése

Séparation des chromosomes homologues. Les chromosomes peuvent étre condensés
au maximum, ils deviennent trés courts et donc plus maniables pour la suite des
mouvements qu’ils vont subir. Au cours de ce stade, le nucléole puis la membrane
nucléaire disparaissent

(Hamant, Ma, & Cande, 2006; Pawlowski & Cande, 2005) et le fuseau se forme.
2.Métaphase |

Les paires de chromosomes homologues s’alignent a la plaque équatoriale, guidés par
les microtubules du fuseau. C’est le hasard qui détermine lequel des deux homologues
se place d’un c6té ou de I’autre de la plaque (Figure 09 d).

3.Anaphase I

Les chromosomes homologues migrent vers les poles du fuseau (Figure 09 e-f).
4.Teélophase |

Lorsque les chromosomes sont parvenus a chaque pole, de nouvelles membranes
nucléaires se différencient mais les chromosomes se modifient peu et conservent en
général leur individualité (Figure 09 g). Une cytodiérése se produit parfois.

1.9.1.2. Division homéotypique ou équationnelle (méiose I1)

C’est une méiose qui suit immédiatement la division réductionnelle et maintient le
nombre haploide des chromosomes.

1.Prophase 11

Cette phase est courte. Les filaments de chromatine formant les chromatides soeurs
d’un chromosome se condensent (Figure 09 h).

2.Métaphase 11

Les chromosomes sont a 1’équateur de la cellule. Les chromatides soeurs ne sont pas
colées sur toute leur longueur contrairement a ce qu’on observe a la mitose (Figure 09
i).

3.Anaphase I1
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Les centromeres se divisent et les chromatides soeurs se séparent et migrent vers les
poles opposés (Figure 09 j).

4. Telophase 11

Les chromatides se décondensent pour former quatre tétra spores (Figure 09 K).

Figure 09 : Les Différents stades de la méiose : (a) Zygotene, (b) Pachytene, (c) Diploténe,
(d) Métaphase I, (e-f) Anaphase I, (g) Télophase I, (h) Prophase Il, (i) Métaphase 11,
(J) Anaphase I, (k) Télophase Il (Deysson, 1976).
https://www.google.com/search?g=Iles+quatres+phases+de+la+m%C3%AJ9iose.

» Parmi les anomalies méiotiques qui peuvent étre observées I’or d’une étude, nous

citons :

1.9.1.3. Pont chromosomique

Le pont chromosomique dans les lignes des cellules meres de pollen (CMP)
consanguines Provoquees par des réarrangements chromosomiques ou par collage
chromosomique est reporté par Defani et al., 1995. Ces ponts sont principalement
causés par des mutations de types inversions paracentriques hétérozygotes, ou sont
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également causés par la rupture et la fusion des chromatides. Les irrégularités dans
I'appariement chromosomique contribuent & la production de chromosomes et de
micronoyaux retardataires (Defani et al., 1995).

1.9.1.4. Chromosomes retardataires

Un chromosome est marqué comme un retardataire s'il était localisé a une anaphase
tardive assez loin derriére les chromosomes correctement séparés qu'il ne chevauche
pas avec eux. Il est important de noter qu'il n'y a pas une définition standardisée de
I'anaphase. Certains considérent gu'un chromosome est un retardataire seulement s'il
reste immobilisé dans l'interzone, non inclus dans le noyau de la fille, devenant un
micronoyau. D'autres, définissent un retard par sa position anaphase par rapport aux
chromosomes non laches, indépendamment de son destin ultime, des retardataires qui
sont devenus des micronoyaux, la majorité inhibait la cytokinése et donc conduisait
probablement a la production de cellules avec des compléments chromosomiques
diploides plutdt que des cellules aneuploides (Marie et al., 2007).

1.9.1.5. Micronoyau

Un micronoyau est un petit noyau qui se forme a partir d'un chromosome retardataire
ou d'un fragment de chromosome qui ne s'intégre pas dans le noyau principal. Ces
chromosomes isolés dans l'espace ou les fragments de chromosomes se condensent,
également, formant un petit noyau rond entouré par sa propre membrane nucléaire.

Il a été rapporté que la cytokinése peut générer directement certaines perturbations
structurelles (rupture du chromosome, rupture de I'enveloppe nucléaire) en raison du
piégeage de la chromatine & partir des chromosomes retardataires ou des ponts
chromosomiques dans le sillon du clivage (Marie et al., 2007).

1.9.1.6. Chromosomes B

Les chromosomes B sont nommé les chromosomes surnuméraires ou mes extra-
chromosomes, typiquement ils ont peu d’effet sur le phénotype d’un individu (Jones et
Hoben 2008), ils sont présentes dans 15% des especes eucaryotes (Maria Teruel et al,
2009) et leur nombre varie d’une espéce a I’autre de zéro a plusieurs (Jonathan 2007).
Des études de biologie moléculaire ont montré que la majorité des chromosomes B
contient ’ADN répétitif, en outre ’ADN ribosomique, I’ADN centromérique et
télomérique, ainsi que les transposant qui sont fréquemment présents chez les
chromosomes surnuméraires (Camatchou, 2005).

1.9.1.7. La recombinaison méiotique
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La formation d’échanges chromosomiques, autrement appelés crossing-overs, est un
processus crucial dans la méiose. En effet, la recombinaison méiotique est primordiale
en permettant la création de la diversité et contribuent aussi a I’évolution des espéces
par le biais brassage des alleles paternels et maternel et en établissant des connexions
physiques (les chiasmas) entre les chromosomes homologues afin de maintenir leur
attachement jusqu'a leur ségrégation, et ainsi permettre une separation correcte des
bivalents . Ils sont visualisables en microscopie optique sous forme d’une structure
appelée chiasma

1.9.2. Les mutations chromosomiques

Les mutations chromosomiques : correspondent a des cassures ou des remaniements de
chromosome. Ces mutations chromosomiques sont visibles au niveau du caryotype.
Ces mutations sont deux types: Anomalies de nombre et anomalies de structure.
1.9.2.1. Anomalies de type nombre

e Euploidie

Une euploidie caractérise une cellule qui possede deux ou plusieurs lots complets de
chromosomes (2x, 3x, 4x ...... nx) un changement dans le nombre de chromosomes
implique tout le stocke chromosomique. Cette euploidie peut aboutir a la
polyploidisation (plusieurs niveaux), Ou polyploidie qui est fréquente chez les plantes,
particulierement les angiospermes (Wolfe 2001).

e Aneuploidie

C’est un phénoméne cytologique qui peut étre défini par I’existence de plus de deux
chromosomes homologues par paire chromosomique (hyper diploidie) ou par I’absence
d’un ou des deux chromosomes dans une paire homologues (hypo diploidie). Dans le
cas d’une disjonction normale, les chromatides d’un chromosome se séparent a chaque
pole cellulaire pendant la division mitotique, mais parfois, une mauvaise ségregation
chromosomique peut se produire et amener & I’observation du phénoméne de
I’aneuploidie.

e Lanon-disjonction

Quand les chromatides d’un chromosome ne se séparent pas correctement et ainsi, le
chromosome entier migre a un seul péle. Cette segrégation anormale va produire deux
cellules descendantes aneuploides. Une des cellules va avoir un chromosome
supplémentaire est appelée cellule hyperploide. L’autre cellule va avoir un
chromosome en moins et appelée cellule hypoploide (Turleau et Prieur, 2000).
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e La perte de chromosomes

Quand un chromosome ou une chromatide reste en arriere, a I’équateur, et ne migre pas
au pole correspondant. C’est le phénoméne de retard dans I’ascension anaphasique.
Dans le premier cas, deux cellules sueurs hypoploides vont étre produites. Dans le
second cas, une cellule sera diploide et 1’autre hypoploide.

1.9 .2.2. Anomalies de type structure

Les anomalies de structure sont la conséquence de cassures chromosomiques suivies
par un ou plusieurs recollements anormaux. Par définition les trisomies et les
monosomies partielles.

Résultent de remaniements de structure. Les anomalies de structure peuvent affecter un
chromosome ou deux chromosomes homologues ou non homologues, parfois

davantage. Elles peuvent étre équilibrées ou non équilibrées (Figure 10).

Figure 10: les différents types des aberrations (ou

mutations)chromosomiques).
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a. Delétions

Elles résultent d’une cassure chromosomique avec perte du segment distal (délétion
terminale), ou de deux cassures sur un méme bras chromosomique avec perte du
segment intercalaire (délétion intercalaire). Les délétions terminales supposent un
mécanisme de restitution d’un télomére pour assurer la stabilisation du chromosome
(Turleau et Prieur,2000).

b. Duplications

Sont des variations structurales qui correspondent a des fragments génomiques présents
en une seule copie dans un génome et qui sont présents en plusieurs copies dans un
autre génome.

c. Inversions

Elles sont dues a deux cassures sur le méme chromosome, suivies de recollement aprés
inversion du segment intermédiaire. Elles sont dites péricentriques si le centromeére est
compris dans le segment intermédiaire. Elles sont dites paracentriques si les deux
cassures se sont produites sur le méme bras chromosomique.

d- insertion

Les insertions se traduisent par le transfert d’un segment intercalaire a 1’intérieur d’un
autre bras chromosomique.

e- Translocations-réciproques

Ces translocations sont dues a des échanges de segments chromosomiques entre deux
chromosomes, les points de cassure s'étant produit ailleurs que dans les régions juxta
centromériques des acrocentriques.

Les translocations par échange de bras entiers sont des cas particuliers de translocation
réciproque.

1.10. Données palynologiques

1.10.1. Palynologie

La palynologie est 1’étude de la forme et des caractéristiques morphologiques des
grains de pollen. Cette discipline permet de déterminer la plante qui produit le pollen
(Maghini et al.,2013).

1.10.2. Intérét de la palynologie

Wodehouse (1928) indique que dans certaines familles, les grains de pollen de toutes
les especes sont trés semblables (Poacées, Brassicacées) alors que dans d’autres
familles, le pollen est plus diversifié (Astéracées, Fabacées). L’étude de la morphologie
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pollinique est «un bon secours pour tester et analyser I'espéce, unité fondamentale de la
systématique» et permettre ainsi la compréhension de la phylogénie des espéces. Ce
sont particulierement 1’architecture extrémement variée de 1’exine, ainsi que le nombre
et le type d’apertures, qui constituent les principales caractéristiques permettant de
déterminer, avec plus ou moins de précision, la position systématique du grain de
pollen (Milne, 2005). Suivant les especes retrouvées, on peut donc avoir des
informations sur le climat et I'environnement qui existaient a cette époque ; on

reconstitue donc le paléoclimat et le paléo-environnement.

1.10.3. Pollen

Pollen (mot latin) est la poussiére le plus souvent jaune, trés fine, renfermée dans les
loges des anthéres des étamines avant la fécondation ( Renault-Miskovsky et Petzold,
1992).

Le grain de pollen est le gamétophyte male qui assure la transmission génétique male

dans la reproduction sexuée des végétaux supérieurs ou spermaphytes (Figure 11).
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Figure 11 : Grain de pollen de génotype « Métropole » de ’espéce Lens culinaris (a
droite) et un grain de pollen étranger (a gouache ) prises en r un photo microscope
Leica DM 4000 B Led.(Hammadi,20019).

1.10.3.1. Structure de grain de pollen

Un pollen est constitué de plusieurs cellules destinées a intervenir dans la fécondation
des organes femelles, Ces cellules sont enfermées dans une enveloppe protectrice
constituée schématiquement de deux parties I’intine et I’exine (Edlund et al., 2004)
(Figure 12) .

- L'intine

De nature pectocellulosique, n'est pas structurée son prolongement donne la paroi du
tube pollinique .

- L’exine

Formée de sporopollénine (matiere organique terpénique polymérisée) qui n’est
détruite que

par oxydation. Elle est tres résistante aux dégradations d'origine chimique, physique ou
microbienne. Elle assure une protection mécanique de matériel génétique inclus dans le
pollen, et une certaine imperméabilité (Kress et Stone, 1982 in Aimeur, 2004).

Cette enveloppe comporte une ou plusieurs (ouvertures ou apertures) de forme
caractéristiques (pores ou sillons) qui permettent le passage du tube pollinique lors de
la germination du pollen sur le stigmate de la fleur femelle et servent de porte d’entrée
pour

I’eau ou d’autres substances (Furness et Rudall ,2004).
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Figure 12: Structure de grain de pollen Observée au microscope électronique .

Ce tube assurera la fécondation en transportant les gameétes males jusqu'a ’ovule,
permettant ainsi la formation d'une graine (figure 13). En général, sa surface est
porteuse d’une ornementation spécifique. « L’ornementation de 1’exine varie selon les
espéces. Elle va permettre d’identifier a quel végétal appartient le grain de pollen, elle

n’est visible qu’au microscope électronique.
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Figure 13 : Grain de pollen de génotype « Dahra » de Lens culinaris sort des loges

des antheres des étamines (microscope Leica DM 4000 B Led).(Hammadi ,2019).

1.10.3.2. Classification des grains de pollen

Parmi les parametres qui permettent de classer les grains de pollens, nous citons :
La présence ou non de pores ou de sillons :

- Sans ouvertures (ni pore ni sillon) : pollen inaperturé (Figure 14).

- Pores seules (petites ouvertures circulaire).

- Sillons seules (ouverture tres allongée).

- Sillons et pores peuvent coexister : pollen colporé (Figure 15).

- L’aspect de la surface (ornementation et structure de I’exine).

- La taille et allongement peuvent aussi étre pris en compte.
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1.10.3.3. Les différentes formes du grain de pollen

Chaque pollen est caractéristique d’une espece, il est donc possible a partir d’un pollen
observé au microscope de retrouver I’espece de végétal a fleur qui 1’a produite. Les
pollens s’identifient grace a la forme de leurs grains et a la texture de leur surface. Les
grains de pollens sont sphériques ou ovales, généralement jaunes, voire fonces, parfois
rougeatres ou verdatres.

L’illustration ci-dessous permet d’identifier les caractéristiques des pollens au

microscope(Figure 16).
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Figure 16 : Identification des grains de pollens chez différents végétaux

file://IC:/Users/Acer/Downloads/identification_des_pollens.pdf.

1.10.3.4. La viabilité des grains de pollen

C’est la capacité du pollen a germer. Son évaluation a partir d'un pollen fraichement
récolté ou encore conservé, est conseillée avant son utilisation pour la pollinisation.
Elle contribue aussi a sélectionner le meilleur type de pollen car provenant de males
génétiquement différents et possédant des degrés variables de viabilité (Djerbi, 1994).

1.10.4. Relation entre la meiose et la palynologie
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La microsorogénese, ou méiose male des angiospermes, comprend l'ensemble des
étapes Permettant de passer d'une cellule mere diploide a quatre microspores haploides,
par I’intermédiaire de la méiose (Figurel6).

Avant de se diviser, la cellule mére s'entoure d'une paroi de callose, suive, alors la
premiére

et la deuxiéeme division de méiose. Des parois de callose se forment entre les
microspores, qui restent assemblées dans des tétrades avant que la callose ne soit
dégradée a la fin de la microsporogenese, libérant ainsi les microspores, qui constituent
les futurs grains de pollen.

Figure 17 : Représentation schématiqgue de la microsporogenese chez les
angiospermesOrange : noyau diploide, jaune : noyau haploide.

1.10.5. Détermination du type apertural lors de la microsporogenes

Il a été proposé depuis un certain temps que les apertures se forment au niveau des
derniers points de contact entre les microspores . Cette hypothése repose notamment
sur l'observation de tétrades figées, ou on voit nettement des sortes de ponts entre

les microspores. Ces ponts correspondent a la position des futures apertures.

Lors de la microsorogénése, des parois de callose se forment entre les microspores,
mais ces parois (ou plans) peuvent se former de maniéere successive ou simultanée.

Dans le cas d'une cytocinese successive.
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Une premiére paroi se forme apres la premiere caryocinese, puis une deuxieme paroi
apres la deuxieme caryocinese. Dans le cas d'une cyotocinése simultanée .

Toutes les parois se forment en méme temps, apres la deuxieme caryocinése. Le mode
de dép6t de la callose lors de la cytocinése peut étre centripéte ou centrifuge, et la
croissance de la callose peut se faire le long des plans de division, ou le long des
bordures de la tétrade.

Enfin, il existe diverses formes de tétrades, tels que, les tétrades tétraédriques,

tétragonales, rhomboidales et décussées .

Figure 18 : Cytocinése, mode de dépot de la callose et forme des tétrades chez les
angiospermes (Ressayre et al., 2002) .

1.11. Les principaux types de marqueures

Il existe plusieurs types de marqueurs a savoir les marqueurs morphologiques, les
marqueurs cytogenétique, les marqueurs biochimiques et les marqueurs moléculaires

1.11.1. Les marqueurs morphologiques
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En sélection classique, les sélectionneurs recherchent des marqueurs simples du
génome des plantes pour suivre les variations de différents caracteres d'intérét
agronomique. Les marqueurs morphologiques ont été retenus dans un premier temps
parce qu'ils présentaient l'avantage d'étre immédiatement disponibles et nécessitent
seulement un équipement simple. lls représentent des variations de type qualitatif
(couleur..), morphologiques (forme), des résistances a des maladies ou des ravageurs.
Ces critéres sont utilisés pour décrire et identifier les lignées et les variétés chez les
végétaux. Cependant, ces marqueurs sont peu polymorphes et en général dominants, ils
ont fréquemment une base génétique complexe, sont limités en nombre et leur

expression est souvent fortement influencée par I'environnement. (Roy et al,2012).

1.11.2. Les marqueurs cytogénétiques

e Marquage par C-banding

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

La technique C-banding été mis en place aprés les travaux de Pardue et Galle qui ont
rapportés que I’hétérochromatine constitutive peut étre coloré spécifiquement par
Giemsa-solution .Le Giemsa qui ne colore que les zones condensées, permet de faire
apparaitre des bandes caractéristiques pour chaque chromosome. On obtient alors un
caryotype de l'individu étudié ou une carte de tous les chromosomes identifiés, par les
bandes caractéristiques (Hammouda, 2013), car chaque chromosome posséde un taux
d’hétérochromatine qui lui différencier des autres. Le marquage de 1’hétérochromatine
constitutive se fait par une réaction de coloration différentielle de I’hétérochromatine et
I’euchromatine (Hammouda,2017).

e Marqguage par N-banging

Les régions organisatrices du nucléole colorées par la méthode Ag-NOR occupent des
positions bien définies dans les chromosomes ou par la techniqueN-banding, parfois
visibles comme une constriction secondaire, mais leur nombre varie d’un organisme a
un autre. lls participent a la formation et au fonctionnement des nucléoles dans les
noyaux interphasiques, qui contiennent I’ARN et les protéines ribosomiques
(Hammouda et al., 2017). Les NOR correspondent aux séquences d’ADN qui
contiennent de 1’hétérochromatine portant des génes qui codent I’ARN r (Hammouda et

Khalfallah N., 2008).
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Chez les eucaryotes, les unités d’ADNr sont généralement regroupées au sein de
régions chromosomiques les NOR « Nucleolar Organizer Region » (AYOUB N.,
2009).

1.11.3. Les marqueurs biochimiques (isozyme, protéine)

Les protéines d'une cellule végétale peuvent facilement étre extraites et analysees. Les
marqueurs biochimiques les plus utilisés sont les isozymes. lls correspondent aux
différentes formes d'une méme enzyme et permettent de déterminer la présence de
I'allele correspondant a chacune de ces formes. Dans ce sens, ce sont des révélateurs du
polymorphisme entre individus pour les séquences codantes du génome ( Tullu et al.,
2011, Erdogan ,2015,Hammadi et al.,2021).

1.11.4. Les marqueurs moléculaires

Un marqueur moléculaire est un locus polymorphe qui renseigne sur le génotype de
I’individu qui le porte (Hamwieh et al., 2009).

Ces marqueurs sont les plus étudiés, ils représentent des séquences codantes ou non,
présentant un polymorphisme selon les individus. Par les techniques de biologie
moléculaire, plusieurs outils ont été developpés, permettant d'obtenir directement a
partir des marqueurs polymorphes de I'ADN des plantes. Les plus utilisés sont les
marqueurs RFLP, RAPD, AFLP et les microsatellites (SSR) (,EI-Nahas et al., 2011,
Kaur et al., 2011,Zaccardelli et al.,2012 , Kushwaha et al., 2015).

Gréace aux marqueurs génétiques, il devient possible :

> d'établir I'empreinte génétique d'un individu, c'est-a-dire de décrire et définir des
individus et des variétés en vue de leur inscription, de leur protection et de leur
classification

» de mettre en évidence et suivre les génes impliqués dans I'expression de caracteres

d'intérét agronomique ou technologique.
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2. Matériel et méthodes

2.1. Matériel végétal

Le matériel d’étude est constitué de 12 cultivares (Figurel9), de lentille cultivée Lens
culinaris Medik (2n=2x=14). Ces cultivars sont fournis par I’institut technique de
grandes cultures (I.T.G.C) d’Elkhroub et (I.T.G.C) de Sétif et de Mila et CNCC (centre
national de contréle et de certification des semences). Les caractéristiques de chaque
génotype et son origine sont décrites dans le tableau suivant :

Tableau 01 : Listes des cultivars et origines du I’espéce Lens culinaris Medik.

Espece Cultivares (lignées/varietes) Generation Origine Source
Sous-especes Serie229 F5 ICARDA ITGCEI
Khroube
Idlep 4 / ICARDA CNCCEI
Khroub
Microsperma Dahra F6 Local ITGC Setif
selection(Tieret)
Idlepl F5 ICARDA ITGC Mila
Idlep2 F6 ICARDA CNCCEI
Khroube
Idlep3 F6 ICARDA ITGC Setif
Flip90-31 F6 ICARDA ITGCEI
Khroube
Balkane775 / ICARDA CNCC El
Khroube
Metropole F5 Isolated in 1941, ITGCEI
Macrosperma France Khroube
Nil45 / ICARDA CNCC El
(syrie) Khroube
Ibla F5 ICARDA CNCC El
Khroube
Redjes / Selection locale ITGC Mila
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Figure 19 : Les cultivares du Lens culinaris Medik introduites dans différentes techniques.
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2.2. Techniques utilisées

1.2.2. Etude morphologique

Les essais de culture sont réalisés pendant la période s'étendant du 2017/2018. Le semis
est réalisé avec quatre répétitions durant la premiere semaine de Décembre dans des
pots de 20 cm de diametre et 40 cm de hauteur a une profondeur de 2 & 2.5 cm. Les pots
contiennent du sol qui a été stérilisé et mélangé avec de la tourbe pour avoir une bonne
structure (& raison de ¥ pour la tourbe et % pour le sol). Les pots sont remplis de fagon
homogéne. Quatre plantes par pot sont maintenues propres par des désherbages
manuels chaque fois que nécessaire.

2.2.2. Paramétres morphologiques

Les caractéres étudiés ont été retenus selon le descripteur de la lentille de I'lPGRI
(1985) et les caractéres indiqués par I’'UPOV (2013).

Les différents paramétres morphologiques sont suivis et mesures tout au long du cycle
de développement de la plante jusqu’ a la recolte.ces paramétres mesures sont :

- Hauteur de la plante (HP)

La hauteur de la plante a été mesurée en centimetres entre la base de la plante et la
pointe de la plante au differents phase (1 mois, 2 mois et a la maturité).

-Surface foliaire (SF)

La surface foliaire a été mesurée a l'aide d'un compteur de surface foliaire. Les données
ont été prélevées au hasard sur des feuilles de plantes sélectionnées sur le meme stade
et le meme niveau, puis la moyenne a été calculée

-Nombre de branches primaires /plant(NBrP)

Le nombre de branches primaires a été compté émergeant de la base végétale au
moment de 1 mois.

-Nombre de branches secondaires /plante(NBrS)

Le nombre total de branches secondaires émergeant des branches primaires a été
compté au moment de 2 mois.

-Nombre de folioles/Feuille (Nfo/F)

Le nombre total de de folioles/Feuille ont été compté sur cing plantes choisies au
hasard de chaque génotype et moyenné.

-Nombre des jour jusqu a floraison(NJF)

Date de floraison ont été notés en termes de jours pris entre la date de semis et de

floraison dans chaque cultivere.

37



Chapitre 11 Matériel et méthodes

-Nombres des jour a maturité (NJM)
Les jours de maturité ont eté enregistrés en termes de nombre de jours pris entre la
date de semis et la maturité.
-Nombre de gousses/plante(Ngo/P)
Au moment de la maturité, le nombre de gousses/plante a été compté sur cing plantes
choisies au hasard de chaque cultivare et moyenné.
-Nombre de graines/ plante (NG/P)
Le nombre total de graines par plante a été compté a partir de cing plantes choisies au
hasard de chaque cultivare et moyenné.
- Poids de 1000 graines(PMG)
Mille graines ont été comptées et pesées en grammes de chaque cultivare.
- Rendement biologique/plante (RBIO/P)
Pour le rendement biologique par plante, cing cultivares ont été choisis au hasard, pesés
individuellement et moyennés.
-pois des graines/ plante(PG)
Le poids du nombre total de graines/plante a été enregistré en grammes pour chacune
des cing plantes sélectionnées au hasard a I'aide de la balance électronique.
-Indice de récolte (IR)
L'indice de récolte a été déterminé en utilisant la formule donnée par Donald (1962).

Rendement économique

Indice de récolte (%) = Rendement biologique x 100

Ou, Rendement économique = Rendement des semences Rendement biologique =
Rendement des semences + Rendement des plantes.

2.3. Etude cytogénétique

2.3.1. Méthode classique de denombrement chromosomique

Nous avons utilisé la technique de coloration classique décrite par Shafique et al.
(1992). Cette méthode comporte les étapes suivantes :

- Scarification des graines

Une incision est pratiquée du c6té opposé & 1I’embryon soit par une lame de rasoir, soit
par du papier verre.

- Sterilisation

Les graines sont stérilisées dans un mélange d'eau de javel (12°) et d'eau distillée

(1:1) pendant 10 minutes suivi d’un ringage a 1’eau distillée.

38



Chapitre 11 Matériel et méthodes

-Germination

Les graines sont imbibées pendant 30mn pour la Lentille. Les graines sont mises a
germées dans des boites de pétri, tapissées de papier filtre imbibée d’eau distillé dans la
lumiére et & température ambiante.

-Prélévement

Nous avons déterminé la période durant laquelle le coeficient mitotique est le plus
élevé, il est situé entre 3 jours et 7 jours, ou les radicules atteignent une longueur de 0.5
alcm.

-Prétraitement :

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

a- Bloquer les divisions mitotiques au stade métaphase.

b- Contracter les chromosomes.

Il existe, parallelement a la colchicine et I’eau glaciale, d’autre agents mitoclassiques
tel que ;o a-bromonaphtalene, 8-hydroxyquinoleine.

Nous avons effectués un prétraitement a la 8-hydroxyquinoleine. La durée de ce
prétraitement pour Lens culinaris Medik : a une durée de 2h30 a 3h15.

-Fixation

Les fixateurs détruits toute vie cellulaire, ils doivent avoir une action rapide pour
bloquer toute évolution des divisions cellulaires et permettent de conserver I’intégrité
structurale des chromosomes. La fixation s’effectue dans une solution éthanol acide
acetique (3V-1V) pendant 48h au réfrigérateur.

-Stockage

Les points racinaires sont conservés au réfrigérateur a éthanol 70%". Certains fixateurs
comme le Carnoy peuvent également étre utilisé comme solution de stockage.
-Hydrolyse

Cette étape est nécessaire pour obtenir un bon étalement des cellules et des
chromosomes entre lame et lamelle en trempant les racines dans une solution 1N HCI a
60 °C pendant 20 minutes

-Coloration :

La coloration est réalisée par le réactif de Shiff pendant 20 minutes a 1’obscurité et a
Température ambiante, la réaction spécifique entre les groupements aldéhydes libérés
lors de I’hydrolyse et la fushine basique donne une coloration rouge aux chromosomes.

-Ecrasement :
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L’écrasement des demi-pointes se fait entre lame et lamelle dans une goutte de I’océto
orceine, cette étape assure une bonne dispersion des chromosomes.

-Observation et photographies :

L’observation et la prise des photos de meilleures plaques métaphasiques s’effectuent
sous L’objectif 900 d’une photo microscope de type Leica DM 4000.

-Etablissement du caryotype

Le caryotype est établi a partir de photographies de 5 plaques métaphasiques provenant
de plusieurs individus. Les plaques sont rigoureusement sélectionnées afin d’éviter les
erreurs possibles dues aux différents degrés de spiralisation des chromosomes. La
différence de longueur des chromosomes ne doit pas dépasser d’une lame a une autre,
le seuil de 10 % (Bentzer et al. 1971).

2.3.2. Méthodes d analyses de I"hétérochromatine et de localisation des
N.O.R

2.3.2.1. Technique de C-banding

Nous avons appliqué la méthode décrite par Gaffarzadeh-Namazi et al. (2007) avec
des modifications introduites dans les étapes Dénaturation et renaturation de ’ADN
(Hammouda, 2013). Les meilleures préparations incolores sont soumises aux étapes
suivantes (voir tableau 2).

2.3.2.2. Technique de N-banding

Nous avons suivi le protocole de (Hammouda, 2008) pour réaliser la technique du N-
banding dans le but de détecter les régions organisatrices nucléolaires (N.O.R) (voir
tableau 5).

2.3.3. Le comportement méiotique

1. Prélevements des boutons floraux

L'étude des appariements chromosomiques en méiose est faite en prophase | et en
métaphase | dans les cellules méres polliniques (CMP). La technique décrite par Jahier.
(1992) permet un étalement parfait des associations chromosomiques aux stades
zygotene et pachyténe.

2.Fixation

Les jeunes boutons floraux sains de différentes genotypes sont fixés entre 9h00

Et 10h00 dans la solution (éthanol-chloroforme-acide acétique 6 :3:1; V/V) pendant

24h, ce fixateur détruit toute vie cellulaire, ils doivent avoir une action rapide pour
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bloquer toute évolution et des divisions cellulaires et permettent de conserver I’intégrité
structurale des chromosomes.

2. Stockage

Les jeunes boutons floraux sont conservés a I'éthanol a 70% a 4°C dans le réfrigérateur
durant une année.

3. Coloration

La coloration des boutons floraux se fait dans le carmin acétique a 2%.

4. Ecrasement

L’écrasement des boutons floraux se fait entre lame et lamelle dans une goutte de
I’acide acétique a 2%, cette étape assure une bonne dispersion des chromosomes. sont
dissequées sous une loupe binoculaire puis recouvertes avec une lamelle. Aprés avoir
passer la lame sur une flamme pour un léger chauffage, on procéde a I'étalement
proprement dit en exercant une forte pression avec le pouce sur la lamelle.

5. Montage :

Le montage est effectué apres dissection des anthéres sous loupe binoculaire.

6. Observation et photographie

Les lames fixées sont observées puis photographiées par un photomicroscope Leica
DM 4000 B Led. Sous I’objectif (x10).

Figure 20 : Microscope photonique Leica DM 4000 B Led
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Tableau 02 : Les différentes étapes des deux techniques de marquage C-banding et N-banding.

Etapes

Techniques

C-banding (analyse du taux d’hétérochromatine)

N-banding (localisation des N.O.R)

Délamellation

Le décollement des lames se fait a I'azote liquide a -196c¢°.

Un décollement des lames qui ont été conservées, par

de I’azote liquide a (-196°) puis rincées a 1’éthanol.

Hydrolyse

Les lames sont trempées dans de 1’acide acétique 45% a

60°C pendant 10 mn puis séchées une nuit a 1’air.

Dénaturation

se fait dans I'hydroxyde de barium 11,689/ 200 ml chauffé

jusqu' a 80 c° et puis refroidie rapidement jusqu' a 45c¢° pendant

5mn.

Les lames sont plongées dans une solution tampon
NaH2PO4 (1 M) a pH = 4,2 et une température a £ 94°C
pendant 2 a 3 mn (et renaturation).

Ringage

Les lames sont rincées a | eau de robinet pendant 45mn ensuite

avec | eau distillée pendant 10 mn.

Renaturation

Les lames sont transférées dans une solution fraiche de

tampon(Sorensen) 2XSSC a pH= 7 et une température de 60c°

pendant 30 mn.

Coloration Les lames sont plongées dans une solution de tampon se fait dans un tampon phosphate : Na?HPO4 +
phosphate a pH=6,8 et 4% de Giemsa pendant 13 mn KH2PO4 et de I’H20 a un pH = 6,8 et 3% de Giemsa
pendant 15 min.
Montage les lames sont laissées sécher une nuit puis fixées par un | les lames sont laissées sécher une nuit puis fixées par

produit de montage « DPX Montant for hystology »

un produit de montage « DPX Montant for hystology ».
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2.3.4. Etude palynologique

2.3.4.1. Préléevement des grains de pollen

Le prélévement des boutons floraux est effectué au stade de gonflement le matin. Les fleurs
utilisées pour extraire le pollen sont celles dont la position est toujours la méme. Les
antheres peuvent étre prélevées sur des échantillons conserves en herbier ou bien sur des
fleurs fraichement cueillies. Une fois les anthéres prélevées, une simple agitation peut faire
libérer les grains de pollen avant I’anthése afin d’éviter tout risque de contamination par un
pollen étranger.

2.3.4.2. Observation et mesure de la morphologie des grains de pollen

La méthode de Wodehouse (1935) est utilisée pour s’assurer de 1’abondance relative des
grains de pollen et de leur état dans chaque échantillon prélevé.

Le pollen est lavé plusieurs fois dans I’alcool absolu directement sur la lame, puis monté dans
la gélatine glycérinée colorée par la fuschine.

Les préparations du pollen montées dans la gélatine glycérinée se conservent de fagon
durable, mais il est fortement déconseillé d’entreprendre les mesures avant la stabilisation
définitive du volume des grains de pollen. Il est connu que les grains de pollen continuent a
gonfler dans le milieu de montage pendant un certain temps. Ce temps de maturation peut
varier d“une espece a l“autre et dans les meilleurs des cas, il faut attendre au moins 4
semaines avant de commencer les mesures (Siljak-Yakovlev 1986).

> Les caractéres mesurés sont :

-Longueur et largeur du sillon,

-Longueur et largeur de pore,

-et la taille de grain de pollen.

Les observations ont été effectuées au microscope photonique LEICA DM 4000 B LED a
I’objectif (x 10) pour les mesures et a I’objectif & immersion (x100)pour la forme. Les
mesures sont effectuées avec un logiciel Méta Morph MM AF 1.8.

2.3.4.3. Test de viabilité et mesure des grains de pollen

La viabilité est analysée sur du pollen prélevé avant 1’anthése en saupoudrant délicatement
des lames par agitation des etamines. Les grains de pollen des fleurs sont mis entre lame et
lamelle dans une goutte de carmin acétique. Ce dernier colore le pollen fertile en rose
(structure normale) et le pollen non viable (considéré comme avorter car dépourvu du
cytoplasme) reste transparent. Ce test est surtout utilisé pour observer la présence ou

I’absence du pollen avorté, souvent plus petit et plus Iéger que le pollen normal.
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L’observation a porté sur 200 graines de pollen par fleur .La viabilité pollinique est
exprimée en pourcentage (V%) par le rapport du nombre de grains de pollen viables
(NGPV) sur le nombre total de graines de pollen viables et non viables.

(NGPT) : V% = 100 x ( NGPV/ NGPT).

2.4. Etude biochimique

2.4.1. Extraction de protéines

Les graines de cultivares de lentilles ont été broyéees en une poudre fine. Pour effectuer
I'analyse SDS-PAGE, 400 pL de tampon d'extraction de protéines (0,05 M Tris-HClI,
pH 8, 0,02% de SDS, 30,3% d'urée et 1% de -mercaptoéthanol) ont été ajoutés au tube
Eppendorf apres avoir place 10 mg d'échantillon de graines. Les tubes ont été bien
mélangés au vortex et centrifugés a 13 000 tr / min a température ambiante pendant 10
min. Les protéines brutes extraites ont ensuite été obtenues sous la forme d'un
surnageant clair et stockées a -20 ° C.

2.4.2. Estimation des protéines

D’extraits a ét¢ mesurée immédiatement et directement a partir du surnageant par un
test de liaison de colorant comme décrit par Bradford(1976). Une courbe standard
d'absorbance a 595 nm versus 10 a 80 Ig de BSA a également été dessinée et a partir de
cette courbe, la quantité de protéine dans I'échantillon a été calculée et finalement
exprimée en mg par g de graine. La répétition de la méme expérience a été effectuée 3
fois afin de vérifier la reproductibilité de la méthode.

2.4.3. Technique de SDS - PAGE

Les échantillons de protéines sont soumis a SDS-PAGE unidimensionnel dans une
plaque de gel de 1 mm d'épaisseur (4% de gel d'empilement = 2,5 cm de hauteur et
10% gel de résolution = 5,5 cm de hauteur). La taille totale du gel était de 8 a 7,3 cm.
L'électrophorese a été réalisée dans le tampon discontinu systeme dans un appareil
d'électrophorése vertical (Apelex) selon la méthode de (Laemmli, 1979).

Les échantillons de protéines ont été chargés dans chaque puits du gel par micro-pipette
25 pL. Dans un puits du méme gel, poids moléculaire des protéines marqueur. L'échelle
de protéines teintées Thermo Scientific ™ PageRuler ™ est ajouté dans 1'échantillon de
protéine comme colorant de suivi pour voir le mouvement de la protéine dans le gel. Le
gel est exécuté en mode courant constant de 10 mA, puis, il est coloré pendant une nuit
dans 0,025% de bleu brillant de Coomassie (CBB) R-250. Lavé soigneusement I'exces

de SDS qui pourrait précipiter sur la surface une solution de coloration suffisante pour
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couvrir le gel uniformément d'incubation pendant 16 heures pour tacher et rincer a
I'eau. La décoloration dans de I'eau et de I'acide acétique a 5% pendant un jour ou deux
jusqu'a ce que le fond du gel disparaisse, ce qui permet une meilleure résolution.

2.5. Etude moléculaire

2.5.1. Prélévements

La présente expérience est réalisée au centre de recherche en biotechnologie CRBT. 12
cultivares de lentilles (Lens culinaris M.) sont plantés dans des pots. Aprés un mois de
culture de I’espéce de Lens culinaris, Des échantillons de feuilles fraiches sont excises
a l'aide d'une lame stérile et immédiatement transférés dans une glaciére, les conditions
aseptiques maintenues .les feuilles sont récoltées et stockées a —80°C en attendant leur
utilisation ultérieure.

2.5.2. Extraction d’ADN génomique

Le protocole suivi pour extraire I’ADN de 12 cultivares de la lentille ICARDA, 2014).
Modifié par Gaad et al., (2018). Un broyage de la feuille de lentille a été effectué a
I’aide | azote liquide permet 1’écrasement totale de la feuille.

-Chauffer le tampon d’extraction (CTAB) dans le bain marie 30 min a 65c°

-Ajouter 1500 uL de CTAB a chaque échantillon est ajouté avec le broyat ce qui
permet la lyse membranaire et la séparation des protéines des acides nucléiques et
minimise I’activit¢ de I’ADNase en augmentant le pH a 8. Le mélange est distribué
dans des tubes de 2mL puis incubé a 65°C pendant45- 60 min avec agitation toutes les
15 min. Ensuite, 500 pL du chloroforme/isoamyl alcool sont ajoutés au mélange
CTAB/ broyat puis I’ensemble est agité vigoureusement pendant 15 min ensuit
centrifuger les tube a une vitesse de 13000 rpmpendant 15 min a une température
ambiante.

Apres le surnageant (1ml) est récupéré, dans des tubes Eppendorf de 2mL, puis 666 uL
de I’isopropanol sont ajoutés afin de permettre la précipitation d'ADN 30. Le mélange
est incubé au moins 30 min a température ambiante puis centrifugé a 13000 rpm
pendant 10 min a 4°C afin de récupérer le culot d’ADN. Pour laver le culot d’ADN,
1mL d’éthanol est ajouté dans chaque tube Le culot obtenu est lavé dans de 1’éthanol

70 % pour éliminer toute trace d’isopropanol et de NaCl.

2.5.3. Quantification de PADN

- Ajouter 1 pLL d ARN ase aux échantillons, et incuber pendant 30 min a température

ambiante.
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- nettoyer des points de dép6t du nanodrope avec ’eau ultra-pure calibres la solution
0.5XTE (tampon d’extraction), puis déposer 1 uL. de chaque échantillon.

-utiliser le logiciel du nanodrope pour déterminer la quantité et la qualité de | ADN.

- le surnageant est éliminé et le culot est séché sous vide a température ambiante puis
dissout dans 100uL de 0.5X TE. « L’ADN stock » est conservé a 4°C.

2.5.4. Préparation du gel agarose pour tester L’ADN et les amorces

2.5.4.1. Préparation de gel d agarose 1.5%

Pour préparer un gel d’agarose sur lequel vont migrer nos extraits d’ADN, une solution
d’agarose est préparée selon la capacité de la cuve (50, 90,130, 300 ml). Le mélange
sera fondu, refroidi puis coulé sur un porte gel.

Lorsque la solution atteint une température avoisinante 65°C, elle est coulée dans la
cuve a ¢électrophorése. Un peigne est placé a ’extrémité de la cuve pour permettre la
formation des puits dans lesquels sera déposée la solution d’ADN. Un temps de 30
minutes est nécessaire pour la polymérisation du gel. Mélanger 1 puL de marquer colore
bleu de bromophinol avec 4 pL. du résultat PCR puit deposer les échantillons dans les
puits de gel .ajouter 5 pL. de marqueur de poids moléculaire (50pb ladder).brancher la
cuve a un générateur de tension (100v).environ 20-30 min de temps de migration.la
lecture se fait dans le system d imagerie(GelDoc). Permet d’en déduire la quantité
d’acides nucléiques déposée et d’estimer un facteur de dilution afin d’obtenir une
concentration finale d’ADN de 20 ng/uL. En effet, a la suite de 1’¢lectrophorése en gel
d’agarose, une dilution est réalisée a partir de la solution « ADN stock ». La solution «
ADN dilué » obtenue va servir pour réaliser une amplification en chaine par
polymérase (PCR). (Préparation de gel voir annexe).

2.5.4.2. Réaction de Polymeérisation en Chaine ou PCR

La réaction d’amplification est possible grace a un mélange réactionnel de volume 10
ul, contenant en plus de I’extrait d’ADN, des amorces complémentaires spécifiques, la
Taq polymérase, les quatre  désoxyriles quatre désoxyribonucléotides triphosphates,
une solution tampon (Tris-Cl, KCI, (NH4)2S04, MgC12 (15mM), (pH8.7) et 1’eau
pure, avec un volume d ADN utiliser 1 ul . La réaction se réalise dans un thermocycleur

muni d’un écran tactile qui permet d’entrer le programme approprié a chaque amorce.
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Tableau 03 : Composition du mélange réactionnel de I'amplification selon le technique

master mixte.

SSR. Volumes pour Volumes pour 40
Composantes une seule réactions
réaction
Eau distillé 5.67ul 226.8 ul

stérile

tompon X10 1ul 40 ul
dNTP mixés 1l 40ul
(2mM)

Amorce 1ul 40 ul
(10pmol/pl)

Taqg polymérase 0.03 ul 1.2 ul
(5U/u)

MgC12 0.3 ul 12 ul
Total 9ul 453,6 pl

Il faut noter qu’un risque d’erreur de 5% ((36 x 5)/100) = 1.8 est pris en
compte lors du pipetage des volumes des différents composants. On aura
alors 36 + 2,4 = 40 au lieu de 36 réactions.

Le programme PCR consiste a la répétition de trois étapes successives, au temps et a
température différents. Ces trois étapes qui constituent un cycle qui se répéte trente fois sont
la dénaturation, I’hybridation et I’¢longation.

- La dénaturation de I’ADN nécessite une haute température de 95°C pour permettre aux
deux brins de se séparer.

- L’hybridation spécifique des deux amorces sur leurs séquences complémentaires se fait a
une température qui dépend du GC % de des amorces.

- L’¢longation a une température de 72°C pendant 1 minute s’effectue par la Taq polymérase
qui synthétise les brins d’ADN complémentaires en ajoutant des desoxynucléotides
triphosphates aux extrémités 3’OH des amorces.

Programme PCR réalisé Pour I’amplification dans le cas d’amorce « SSR » :

- 95°C pour 5 minutes : dénaturation initiale

- 95°C pour 60 secondes : dénaturation

- 53°C ,50°C ,51°C 58°C ,56°C, 57°C, 49°C ou 55°C pour 60 secondes : hybridation pour 30
cycles

- 72°C pour 5 minutes : élongation finale

A la fin de la réaction, le produit amplifié peut étre conservé pendant un certain temps dans le

thermocycleur a 4°C avant de I’analyser par électrophorése sur gel d’acrylamide.
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Tableau 04 : Programme PCR réalisé Pour I’amplification dans le cas des amorce « SSR »:

Température °C Temps (sec) Répétitions
95°C 300 1X
95°C 60 30X
60
72°C 60
72°C 300 1X
4°C infini

Tableau 05 : Caractéristiques des amorces étudiées et des microsatellites a amplifier.

Aladdin Hamwieh et al.(2009).

(Tm) used for Xpected

N | SSR Forward Reverse PCR(°C) size(ph)
1 | SSR19 GACTCATACTTTGTTCTTAGCAG GAACGGAGCGGTCACATTAG | 58 250-280
2 | SSR48 CATGGTGGAATAGTGATGGC CTCCATACACCACTCATTCAC | 57 165-200
3 | SSR 199 GTGTGCATGGTGTGTG CCATCCCCCTCTATC 51 182-250
4 | SSR317- GTGGGTGTAATTATTGCTAC GTATCAAACTTATGGTGAAAT | 53 308

1 C
5 | SSR 323 AGTGACAACAAAATGTGAGT GTACCTAGTTTCATCATTG 51 250-300
6 | SSR 212- GACTCATTGTTGTACCC GCGAGAAGAATGGTTG 50 175-210

1
7 | SSR151 GGTAGGTGAGATAGTTG GGAGCAAGAAGAAGCAG 51 160-200

2.5.5. Electrophorése sur gel d’acrylamide

2.5.5.1. Préparation du gel

Pour préparer un gel d’acrylamide sur lequel vont migrer nos extraits d’ADN, Il faut
préparer une solution d’acrylamide 40 %. Ce gel posséde un pouvoir résolutif de 10
paires de bases. L’ADN peut étre aussi séparé en utilisant 1'électrophorese sur gel
d'agarose, mais cette derniére n'est pas adaptée a la séparation de petits fragments.

La solution mere d’acrylamide est utilisée pour préparer une solution finale concentrée
a 6%pour les plaques des 24 puits. Deux plaques en verre sont superposées et
maintenues par des pinces puis séparées par deux séparateurs placés sur les bordures
verticales. La solution de gel est versée entre ces deux plaques a un rythme lent et
uniforme pour éviter la formation de bulles d’air. Ces dernieres constituent un frein lors
de la migration de ’ADN et leur présence en grand nombre rend le gel inutilisable.
Pour éliminer les bulles une seringue peut étre utilisée, I’idée est d’attirer les bulles vers
I’extrémité des plaques de verre. Un peigne est introduit a I’extrémité des plaques et
permet la formation des puits. La polymérisation du gel dure environ une heure. Une
fois qu’il est solidifié, les plaques sont déposees sur un portoir. (Préparation de gel voir

annexe)
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2.5.5.2. Révélation du gel

Apres la migration qui se fait a 300 volts, le gel sera fixer, coloré et développer dans
des solutions de fixe stop 6 min, coloration 3 ml formaldéhyde 7 min, rincage quelque
seconde et développement 4 ml formaldéhyde (annexe). La taille des fragments d’ADN

sera estimée a 1’aide du marqueur moléculaire pic 19.

Figure 21 : Marqueur de poids moléculaire (picl9) pris comme référence pour la
quantification d’ADN.

2.5.5.3. Dépot des échantillons et migration

Un volume de 10 pl du produit d’amplification est mélangé avec 5 ul de bleu
d’acrylamide. Un volume de 5 pl du mélange est ensuite déposé dans les puits du gel.
Le premier puits est réservé au marqueur de taille est le voltage de migration de 300V.
Apres la migration, le gel est récupéré et exposé aux UV afin de visualiser les bandes
d’ADN.

2.6. Analyse statistique des résultats

Les analyses statistiques sont traitées en fonction de chaque type d’étude

2.6.1. Résultats agro-morphologiques

Pour les données agro-morphologiques le logiciel XLSTAT version 2014 a été utilisé
pour statistique analyse comme I'analyse de variance a un facteur (ANOVA).Principal
analyse de composants (PCA) et cluster hiérarchique analyse (CHA) (Eriksson et al.,
1999).

2.6.2. Résultats cytogénetiques

Pour les données cytogénétiques, on a utilise :

-Les chromosomes sont ensuite dénombrés, mesures, apparies et alignés de la plus
grande paire a la plus petite (Levan et al., 1964).

Les idiogrammes sont construits d’aprés les mesures suivantes :

- Longueurs des bras courts (BC) et des bras longs (BL)

- Longueur totale de chaque chromosome LT = BC + BL
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- Valeur moyenne des rapports bras longs / bras courts R = BL / BC

- Indice centromérique pour chaque paire chromosomique Ic % = (BC / BL) x 100

- Indice d'asymétrie du caryotype las = ( BL x 100) / LT
Toutes les mesures sont résumées dans le tableau 5.

Tableau 06 : Nomenclature chromosomique proposée par Levan et al. (1964)

Position du D R Ic Type

centromere chromosomique
Position 00.0 1.0 50.0 Meétacentrique s.s.
médiane (M)

Région 00.0- 1.0- 50.0- Métacentrique
meédiane 025 1.7 375 (m)

Région 02.5- 1.7- 37.5- Submétacentrique
submédiane 05.0 3.0 25.0 (sm)

Région 05.0- 3.0- 25.0- Subtélocentrique
subterminale 07.0 7.0 12.5 (st)

Région 07.0- 7.0- 12.5- Acrocentrique (t)
terminale 10.0 o0 00.0

Position 10.0 0 00.0 Télocentrique (T)
terminale

D : bras long (BL) — bras court (BC) ; R : bras long (BL)/ bras court (BC) Ic :
indice centromerique (bras court/ longueur total du chromosome x100) M :
métacentrique ; m : métacentrique senso largo, sm : Submétacentrique, st :

subtélocentrique, t : acrocentrique, T : télocentrique,s.s: sensu stricto.

-La détermination des caractéres morphologiques des grains de pollen a été faite suivant a la
technique d'acétolyse d'Erdtman (1952) modifiée par Siljak-Yakovlev (1986).Les mesures
sont effectuées sur un échantillon de 50 grains de pollen .

50



Chapitre 11 Matériel et méthodes

Tableau 07 : Les formes de pollen selon le rapport P/E (Erdtman, 1952).

P/E X 100
Formes de pollen
PROBLATE <50
OBLATE 50-75
SUBSPHEROIDAL 75-133
SUBOBLATA 75-88
OBLATE SPHEROIDAL 88-100
PROLATE SPHEROIDAL 100-114
SUBPROLATE 114-133
PROLATE 133-200
PERPROLATE >200

2.6.3. Résultats biochimiques

Les gels ont été photographiés et scannés a l'aide de Bio-Rad, Systéeme Gel-DocTM XR +
fabriqué aux Etats-Unis. L’analyse détaillée des protéines a été faite par le logiciel Image
LabTM (version 5.0).La matrice de similarité ainsi générée a été utilisée pour construire le
dendrogramme en utilisant XLATAT version 2014.

2.6.4. Résultats moléculaires

1. Distance géenétique

La distance génétique entre les différents génotypes de lentille a été déterminée par le
Logiciel Power Marker v3.25. Il s’agit d’un ensemble complet de méthodes statistiques pour
I’analyse de différentes données génétiques de marquage, spécialement congu pour les SSR .
2. Dendrogramme

NTSYSpc version 2.11T a eté utilise pour construire un arbre «dendrogramme »
phylogénétique a partir des distances génétiques calculées a partir des données initiales. Ce
logiciel permet de classer les accessions selon la méthode UPGMA (Unweighted Pair Group

Using Method Average) (Benzecri., 1973), a partir de la matrice de distances génétiques.

51



Chapitre 111

Reésultats et Discussion




Chapitre 111 Résultats et discussion

3.1. Analyse agro-morphologique

3.1.1. Les parametres morphologiques

Dans un premier temps, on a mesuré ensemble la hauteur de la plante (HP) a différentes
phases (1 mois, 2 mois et a la maturité) (Figure 22).

3.1.1.1. Hauteur de la plante (HP)

D’apres la figure (22),les résultats obtenus pour la hauteur de la plante (HP) varient entre 4.93
et 7.36 cm au stade du 1% mois, le cultivare Idlep2 présente la hauteur maximale et le
cultivare Idlep3 présente la hauteur minimale , le reste des cultivares présentent des valeurs
moyennes pour ce parameétre (5.96 a 7.1 cm) .

Au stade du 2°™ mois, les résultats obtenus varient entre 15.16 et 24 cm, le cultivare Ibla
présente la hauteur maximale et le cultivare Nil45 présente la hauteur minimale, le reste des
cultivares présentent des valeurs intermédiaires pour ce parametre (23.16 a 17.83 cm).

A la phase de maturité, les résultats obtenus varient entre 23.66 et 33.83 cm, le cultivare Ibla
présente la hauteur maximale et le cultivare Nil45 présente la hauteur minimale, le reste des

cultivares présentent des valeurs intermédiaires pour ce paramétre (25.33 & 33.66 cm).

L’analyse de la variance de hauteur de plante (HP)(Annexe) révélé des différences
significatives a u 1* mois et hautement significatives au 2°™® mois et a la phase de
maturité entre les déférents génotypes étudiés ce qui implique une hétérogénéité importante
de ce caractére entre les différents cultivares (** F=3.115aa =0, 01). (*** F=5951aa=
0, 001). (*** F =12.717 & o. = 0,001) en respectivement.

3.1.1.2. Surface foliaire (SF)

La figure (23) montre que les valeurs enregistrées de surface foliaire pour les cultivares
varient entre 4.99 et 8,15 cm?, le cultivare Redjes présente la surface foliaire maximale
(8,15 cm?) et le cultivare Idlep3 présente la surface foliaire minimale (4.99 cm?) le reste des
cultivares présentent des valeurs intermédiaires pour ce paramétre (5.65 & 7.75 cm?).
L'analyse de variance de surface foliaire (SF) (Annexe 1) a revéle une différence significative

élevée entre les cultivares étudieés pour ce caractere (** F =3.602 a o. =0, 01).
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40 9

SF

cultivares

Figure 22 : Hauteur de la plante de lentille (30 jour, 60 jour, a la maturité) . Figure 23 : Surface foliaire des génotypes étudiés.
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3.1. 1.3. Nombre des branches primaires/ plante(NBrP)

La figure(24) montre les données du parameétre nombre des branches primaires/ plante qui
variaient entre 1 et 2.33 branche/plante, le cultivare Ibla présente le nombre de branche
maximale (2.33 branche/ plant) et les cultivares Idlepl, Idlep2 présentent le nombre
minimum de branches primaires (1 branches/ plant), le reste des cultivares présentent des
valeurs intermédiaires pour ce parameétre (1.33 a 2 branches/ plant).

Les données d'analyse de variance ne montrent aucunes différences significatives entre les
cultivares étudiés pour ce parameétre au seuil 5%(Annexe).

3.1.1.4. Nombre de branches secondaires/ plante(NBrS)

Selon la figure(24) les donnees de ce paramétre variaient entre 1.66 et 3.66 branches. Le plus
grand nombre de branches secondaire est observé pour les cultivares Flip90-31 et Idlep3
(3.66 branches /plante), tandis que le nombre minimaldes branches secondaire est enregistré
pour les cultivares Idlep2 (1.66 branches /plante), le reste des cultivares présentent des
valeurs intermédiaires pour ce parametre (2.33 a 3.33 branches /plante).

Les données d'analyse de variance ne montrent aucunes différences significatives entre les
cultivares étudiés pour ce paramétre au seuil 5%(Annexe).

3.1.1.5. Nombre de folioles/ Feuille (Nfo/F)

Les données sur les folioles /feuille sont présentées dans la Figure (25), ces données allaient
de 12,33 a 16,66.Le plus grand nombre de folioles/feuille est observé pour le cultivare
Idlep1(16,66 folioles/feuille ) , tandis que le nombre minimal des folioles/feuille a été
enregistré pour les cultivares Flip90-31 (12 folioles/feuille ). Le reste des cultivares
présentent des valeurs moyennes pour ce parameétre (13.33 a16 folioles /feuille).

L'analyse de variance de folioles /feuille a révélée une différence hautement significative
entre les cultivares étudie pour ce caractere (a. =0, 001 a *** F = 6.532).

3.1.2. Paramétres agronomiques

3.1.2.1. Nombre de jours jusqu'a floraison(NJF)

D’aprés la figure(26) les données sont de I'ordre 71.33 & 75.33 jours. Le plus grand nombre
de jours sont pris par le cultivare Métropole (75.33 jours) qui considéré comme cultivare
tardive, tandis que les jours minimums sont pris par ldlep3 (71.33 jours) qui est marque
comme cultivare précoce, le reste des cultivares présentent des valeurs moyennes pour ce

parametre.
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Figure 24: Nombre des branches (primaires, secondaire). Figure 25: Nombre des folioles par feuille.
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L'analyse de variance de jours jusqua floraison a révélee une différence hautement
significatives entre les cultivares étudier pour ce caractere (*** F = 16.923 a a = 0,
001)(annexe).

3.1.2.2. Nombre de jours a maturité(NJM)

D’apres la figure(27) les données sont de Il'ordre de 97.33 a 116.33 jours, le plus grand
nombre des jours sont pris par le cultivare Métropole (116.33 jours), tandis que les jours
minimums sont pris par le cultivare Idlep3 (97.33 jours), le reste des cultivares présentent des
valeurs moyennes pour ce parametre.

L'analyse de variance de jours jusqu'a maturité a révélée une différence hautement
significatives entre les cultivares étudier pour ce caractére (*** F = 335.659 a a = 0, 001)
(annexel).

3.1.2.3. Nombre de gousses /plante (Ngo/P)

La figure (28) montre les donnés de paramétre nombre de gousses /plante (Ngo/P) qui est de
I'ordre de 25 a 37.33 gousses /plante. Le nombre maximum de gousses par plante est
enregistré par le cultivare Idlep3 (37.33 gousses /plante), et le nombre le plus bas des
gousse/plante est enregistré par le cultivare Nile45 (25 gousses /plante), le reste des cultivares
présentent des valeurs moyennes pour ce parametre.

L'analyse de variance de nombre des gousse/plante a révélée une différence hautement
significatives entre les cultivares étudier pour ce caractére (*** F = 5.426 a a = 0, 001)
(annexe).

3.1.2.4.Nombre de graines /plante(NG/P)

La figure (29) montre les donnés de paramétre nombre de graines /plante(NG/P)qui est de
l'ordre de 16.66 a 41.66 graines /plante. Le nombre maximum de graines par plante est
enregistré par le cultivare Idlep3 (41.66 graines /plante), et le nombre le plus bas de nombre
graines/plante est enregistré par le cultivare Métropole (16.66 graines /plante), le reste des
cultivares présentent des valeurs moyennes pour ce parametre.

L'analyse de variance de nombre des graines/plante a révélée une différence hautement
significatives entre les cultivares étudier pour ce caractere (*** F=14.983 aa =0, 001).
(Annexe).

3.1.2.5. poids de 1000 graines (PMG)

La figure (30) montre les donnés de parameétre pois de mille graines (PMG) qui est de l'ordre
de 37.32 a 75.16 g. Le nombre maximum de pois de mille graines est enregistré par le
cultivare Nile45 (75.16 g) qui demontre la grande taille des graines, tandis que la valeur le

plus faible est enregistré par le cultivare Idlep3 (37.32 g) qui comportant des graines de
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petites tailles, le reste des cultivares présentent des valeurs moyennes pour ce parameétre.
L'analyse de variance  de pois de mille graines a révélée une différence hautement
significatives entre les cultivares étudier pour ce caractere (*** F = 378.654 a a = 0, 001)
(Annexe).

3.1.2.6. Rendement biologique/ plante (RBIO/P)

La figure (31) montre les donnés de paramétre rendement biologique/plante (RBIO/P)qui est
de l'ordre de 2.76 a 3.89 g. Le nombre maximum de rendement biologique/plante est
enregistré par le cultivare Flip90-31 (3.89 g), tandis que la valeur le plus faible de pois de
mille graines est enregistré par le cultivare Idlep4 (2.76 g), le reste des cultivares présentent
des valeurs moyennes pour ce parametre.

L'analyse de variance de rendement biologique/plante (RBIO/P) a révélée une différence
hautement significatives entre les cultivares étudier pour ce caractére (*** F=12.3423 a=
0, 001) (Annexe).

3.1.2.7. Indice de récolte(IR)

La figure (32) montre les donnés de parameétre indice de récolte(IR) qui est de I'ordre de
46.11 a 59.21 %. Le nombre maximum de I’indice de récolte est enregistré par le cultivare
Métropole (59.21 %), tandis que la valeur le plus faible de 1’indice de récolte est

enregistrée par le cultivare Idlep3 (46.11 %), le reste des cultivares présentent des valeurs
moyennes pour ce parametre.

L'analyse de variance de I’indice de récolte a révélée une différence significatives élevée
entre les cultivares étudier pour ce caractére (**F = 4.177 a o= 0, 01) (Annexe).

3.1.2.8. Poids des graine/plante (PG)

La figure (33) montre les donnés de parametre pois des graine/plante (PG) qui est de l'ordre
de 1.6 a 1.94g. Le nombre maximum de pois des graine/plante est enregistré par le cultivare
Flip90-31 (1.949), tandis que la valeur le plus faible de pois des graine/plante est enregistrée
par le cultivare Idlep4 (1.69g), le reste des cultivares présentent des valeurs moyennes pour ce
parametre.

L'analyse de variance de pois des graine/plante a révélée une différence significatives élevée

entre les cultivares étudier pour ce caractére (**F = 3.025 a a = 0, 01). (Annexe).
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A partir des résultats obtenus, lors de I'analyse de variance au seuil de 5%, on a remarquée qu
il existe de fortes différences significatives entre les cultivares pour tous les caracteres sauf
chez le nombre de branche primaire et secondaire, ce qui indique une présence de variabilité
assez importante entre les différents cultivares (I existence d une variabilité inter-
génotypique).

3.1.3. Analyse de la variabilité morphologique

L’analyse en Composantes Principales (ACP) ont été analysés pour 12 cultivares en termes
de 15 paramétres qui ont été utilisées au cours de cette étude. Cette analyse a mis en évidence
que les axes les plus informatifs sont 1’axe 1 et 2 avec 36.87 et %21.93% respectivement, soit

un total de 58.80%. C'est une proportion suffisante pour montrer la diversité.

Tableau 8. Les axes (F1 et F2).

F F1 F2
Valeur propre 5.58 3.28
Variabilité (%) 36.87% 21.93%
Total (%) 58.80%

3.1.3. 1.Matrice de corrélation

A travers cette analyse on a estime les niveaux des corrélations entre les déférents parameétres
mesures .L’analyse montre 1’existence des liaisons positives et négatives variant entre faible a
forte corrélation (tableau 10).Ainsi ,il apparait que la hauteur de la plante au 30 jour (HP30)
est positivement corrélée avec les jour jusqu’a la floraison(NJF)(r =0.51) et I’indice de
récolte(IR)(r =0.70), tandis que le hauteur de la plante au 60 jour (HP60) est fortement et
positivement corrélé a la hauteur de la plante au maturite (HPM) (r =0.72) . le nombre de
branche secondaire(NBrS) est positivement corréle au nombre des graine/plante(NG/P)
(r=0.74) , rendement biologique de plante (RBIO/P)(r=0.83)et pois des graines/plante(PG)(
r=0.65). la surface foliaire(SF) est positivement corrélé au jour a maturité(NJM) (r
=0.60) et pois de 1000 graine(PMG) (r =0.59). le nombre de gousses/plante (Ngo/P)
estfortementet positivement corrélé avec le nombre de graines/plante(NG/P)
(r=0.78) . Le nombre des graines/plante est positivement corrélé au rendement biologique de
plante(RBIO/P) (r=0.58).

60



Chapitre 111 Résultats et discussion

Le rendement biologique de graine (RBIO/P) estforte me nt et positivement corrélé
avec le pois des graines/plante(PG)(r=0.82). En revanche, des coefficients de corrélation
négatifs ont été enregistrés entre :

le nombre de branche secondaire est négativement corrélée avec le nombre des folioles
[feuille (NFo/F) (r=-0.69) et I’indice de récolte(IR) (r=-0.82). Le nombre de folioles/feuille
(NFo/F) est négativement corrélée avec le pois des graine/plante (r=-0.61).

la surface foliaire (SF) est négativement corrélée avec le nombre de gousses/plante
(Ngo/P)( r=-0.61).le nombre des jour jusqu'a maturité(NJM) est négativement corrélée avec
le nombre de gousses/plante (Ngo/P)( r=-0.68) et le nombre de graines/plante(NG/P) ( r=-
0.61).Le nombre des graines/plante(NG/P) est négativement corrélée avec 1’indice de
récolte (IR) ( r=-0.66).Le rendement biologique de graine(RBIO/P) estfortementet
négativement corrélé avec I’indice de récolte (IR) ( r=-0.82).

3.1.3.2. Etudes des variables

Selon le Tableau (9) et Figure (34), I’axe 1 du coté positif est formé principalement par les
variables suivantes :

Nombre des branches secondaire(NBrS), nombre de graine/plante(NG/P), rendement
biologique /plante(RBIO/P) , hauteur de plante a maturité(HPM), alors que les variables
hauteur de plante au 30 jour apres semi(HP30), nombre des jour jusqu’a floraison(NJF) et
I’indice de récolte (IR) déterminent le coté négatif du méme axe. Les variables surface
foliaire(SF) et pois de 1000 graine(PMG) , le pois des grains/plante(PG) , nombre de
branches primaire(NBrP) et nombre des jour jusqu’a maturit¢ (NJM) déterminent 1’axe 2
du coté positif , alors que les variable nombre des folioles/feuille(NFo/F), hauteur de plante
au 60 jour apres semi(HP60) , nombre de gousses/plante (Ngo/P) du coté négatif du méme
axe.

L'analyse a montré que le premier axe est principalement caractérisé par des parameétres

morphologiques et des composantes de rendement.

61



Chapitre 111 Résultats et discussion

Variables (axes F1 et F2 : 58.80 %)
1
SF RMG
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Figure 34 : Cercle de corrélation des variables issues de I’analyse des 12 cultivares.

Tableau 9 : L'efficacité des variables sur les deux principaux axes.

F1 F2
HP 30 -0.223 0.061
HP 60 0.127 -0.167
HP M 0.076 0.025
NBrP 0.086 0.340
NrBS 0.390 0.144
Nfo/F -0.242 -0.353
SF -0.131 0.449
NJF -0.268 -0.047
NIM -0.237 0.301
NGo/P 0.261 -0.325
NG/P 0.359 -0.074
PMG -0.035 0.445
RBIO /P 0.379 0.085
IR -0.383 0.029
PG 0.277 0.309
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Tableau 10: Matrice de corrélation.

Variables | HP 30 HP HP M | NBrP NrBS Nfo/F | SF NJF NJM NGo/P | NG/P | PMG RBIO/P | IR PG
60

HP 30 1 0.239 | 0471 0.162 -0.477 0.266 0.319 | 0.513 0.151 |-0.108 |-0.222 | 0.330 | -0.462 0.708 -0.220
HP 60 0.239 1 0.723 0.061 | 0.279 0.109 -0.248 | 0.266 -0.331 | 0.332 | 0.282 | -0.290 | 0.325 -0.271 0.081
HP M 0.471 0723 |1 0.411 | 0.270 0.122 0.218 | 0.286 0.016 |0.286 |0.299 |-0.057 |0.214 -0.119 0.162
NBrP 0.162 0.061 | 0.411 1 0.400 -0.416 | 0.420 -0.084 0.406 |-0.122 | 0.298 | 0.273 | 0.143 -0.120 0.329
NrBS -0.477 0.279 | 0.270 | 0.400 1 -0.690 | 0.014 | -0.589 -0.297 | 0.368 | 0.748 | 0.002 0.834 -0.824 0.654
Nfo/F 0.266 0.109 | 0.122 -0.416 | -0.690 1 -0.255 | 0.578 0.079 | 0.146 -0.387 | -0.470 | -0.521 0.430 -0.614
SF 0.319 -0.248 | 0.218 0.420 | 0.014 -0.255 |1 0.074 0.607 | -0.612 | -0.327 | 0.597 -0.167 0.371 0.203
NJF 0.513 0.266 | 0.286 -0.084 | -0.589 0.578 0.074 1 0.513 | -0.257 | -0.527 | -0.023 | -0.375 0.493 -0.216
NJM 0.151 -0.331 | 0.016 0.406 -0.297 0.079 0.607 | 0.513 1 -0.685 | -0.480 | 0.217 -0.441 0.357 -0.066
NGo/P -0.108 0.332 | 0.286 -0.122 | 0.368 0.146 -0.612 | -0.257 -0685 |1 0.786 | -0.442 | 0.449 -0.454 0.157
NG/P -0.222 0.282 | 0.299 0.298 | 0.748 -0.387 | -0.327 | -0.527 -0.480 | 0.786 1 -0.231 | 0.587 -0.664 0.427
PMG 0.330 -0.290 | -0.057 | 0.273 | 0.002 -0.470 | 0.597 -0.023 0.217 |-0.442 |-0.231 |1 0.153 0.203 0.573
RBIO /P | -0.462 0.325 | 0.214 | 0.143 |0.834 -0.521 | -0.167 | -0.375 -0.441 | 0.449 | 0.587 | 0.153 1 -0.824 0.825
IR 0.708 -0.271 | -0.119 | -0.120 | -0.824 0.430 | 0.371 | 0.493 0.357 | -0.454 | -0.664 | 0.203 | -0.824 1 -0.564
PG -0.220 0.081 | 0.162 0.329 | 0.654 -0.614 | 0.203 -0.216 -0.066 | 0.157 | 0.427 | 0.573 | 0.825 -0.564 1
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3.1.3.3. Etude des individus

Tableau 11, Figures 35,36 présentent la dispersion graphique des individus sur la base de
I’analyse en composantes principales(ACP). Cette dispersion nous a permis de repartir les
déférents génotypes en plusieurs groupes distincts.

- du coté positif de ’axe 1 se trouve les cultivares suivants : Idlep3 et Flip90-31 se
distinguent par un nombre de gousses/plante(Ngo/P), nombre de graine/plante(NG/P),
rendement biologique /plante(RBIO/P) plus éleves.

Alors que les cultivares Idlep2, Métropole et Syrie229 sont situent du coté négatif de I’axe 1
se traduisent par de faibles valeurs des parameétres précédents, tendus que les variables
nombre des jours jusqu’a maturité (NJM) et I’indice de récolte (IR) plus élevés.

Sur I’axe 2 du coté positif se trouvent les cultivares suivants : Balkane755 ,Redjes ,Ibla et
Nile45 qui se caractérisent par une grande surface foliaire(SF) un hauteur de plante au 30
jour apres semi(HP30), hauteur de plante au 60 jour apres semi(HP60) , hauteur de plante a
maturité¢(HPM), nombre de branches primaire(NBrP) et nombre des jour jusqu’a
floraison(NJF) élevés et pois de 1000 graine(PMG),du coté négatif de ce méme axe se
trouvent les cultivares Idlepl,Dahra et Idlep4 qui se distinguent par les variable nombre des

folioles/feuille(NFo/F)éleves.
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Figure 35: Représentation graphique de la répartition des individus eux deux niveaux.

Figure 36 : Une représentation conjointe des individus étudiés et des métriques eux deux niveaux.
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Les résultats obtenus a partir de l'analyse des composés typique ont montré plusieurs correlations
significatives entre les paramétres étudiées ont également montré une diversité importante parmi les 12
individus, car il a été constaté qu'il existe cing groupes caractérisés par des paramétres morphologie et
les composantes du rendement, ce qui montre I'existence d'une différence de comportement des
paramétrés entre les cultivares.

3.1.3.4. Classification hiérarchique des parametres agro-morphologiques.

La classification hiérarchique des caractéres agro-morphologique (Figure 37), repartit les différents
cultivares en deux grands groupes distincts de similarité équivalente de 96% qui subdivises en cin

groupes .
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Figure 37 : Dendrogramme des parameétres agro-morphologiques de 12 cultivares.
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-Le premier groupe : 1l est composé de | individus Idlep3 de type Macrosperma
caractérise par les paramétres suivantes : nombre de gousses/plante(Ngo/P), nombre de
graine/plante(NG/P), rendement biologique /plante(RBIO/P) et nombre de branches primaire(NBrs)

plus élevés et se caractérisé par de floraison et maturité précoce .
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-Le deuxieme groupe : 1l est constitué de | individu Métropole type Macrosperma

caractérisé par les variables nombre des jours jusqu’a maturité (NJM), nombre des jour jusqu’ a floraison
(floraison et maturité tardive) et I’indice de récolte (IR) plus éleves, et surface foliaire(SF) éleves.

-Le troisieme groupe Il est composé par les individus Idlep2 et Idlepl,Dahra, Syrie229 et Idlep4 type
Microsperma qui se caractérisent, nombre des folioles/feuille(NFo/F) élevés et faible pois de 1000
graines (PMG).

-Le Quatriéme groupe : Il est constitué des individus Balkane755, Ibla et Redjes de type Macrosperma
qui se distinguent par une grande surface foliaire(SF) élevé, nombre de branches primaire(NBrP) élevée
et par de floraison et maturité tardive.

-Le cinquiéme groupe : Il comporte les individus Flip90-31 et Nile45 de type Macrosperma qui se
caractérisent par un hauteur de plante au 30 jour apres semi(HP30), hauteur de plante au 60 jour apres
semi(HP60) , hauteur de plante a maturité(HPM), nombre de branches primaire(NBrP) élevees .
Discussion

D'aprés les analyses de variance, tous les parameétres ont révélés une variation significative entre les
cultivares, a I'exception du nombre de branches primaire et secondaire. Nos résultats sont en accord avec
ceux des auteurs (Omar Idrissi, 2012, Mondal et al. 2013, Salem et al, 2014) qui n'ont pas trouvé aucune
différence significative pour la production des branches.

Nos résultats concernent la variabilité morphologique sont en accord avec ceux des auteurs ( Bacchi et
al. 2010 ,Kumar et al. 2014).

Les résultats obtenus ont montré une corrélation positive entre la hauteur de la plante et les composantes
du rendement. Les cultivares Idlepl,lbla et Redjes sont caractérisent par des valeurs élevées pour la
hauteur des plantes, il a également donné des valeurs élevées pour le rendement biologique /plante.
Tandis que le cultivare Métropole caractérisé par des valeurs faibles pour la hauteur des plantes et peu de
valeur pour le rendement biologique/plante par contre les cultivares Idlep3 et Balkane755 sont
enregistrés des valeurs faibles pour la hauteur des plantes et rendement biologique de plante élevé.

Une correlation positive entre hauteur de plante et rendement biologique a été prouvee par plusieurs
auteurs(Tullu et al., 2001, Mondal et al. 2013,Maria D et al,.2014 , Mekonnen et al. 2014, ,Gaad 2018),
avec des différences qui sont due a des variations dans le matériel génétique et facteurs climatiques.

la hauteur de la plante, le rendement biologique par plante, le rendement en graines par plante ont de
fortes corrélations positives les uns avec les autres comme indiqué les auteur suivantes (Azizi-
Chakherchaman et al., 2009 , Al-Ghazawi et al., 2011).
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Ces reésultats indique que la production de branches primaires est plus importante que
la hauteur de la plante pour obtenir un rendement en graines plus élevé chez les
lentilles.si nous confortons nos résultats a ceux des auteurs (Yadav et al., 2003 ; Anzam
et al., 2005; Karadavut, 2009 ; Mondol et al., 2013, Soyema al.,2016) . qui ont signalé
que le rendement en graines était positif et significativement corrélé avec le nombre
des branches .

Plus de branches primaires garantissent plus de nombre de gousse, ce qui augmenter le
nombre de graines et enfin produire plus de rendement en graines. Un résultat similaire
a également été rapporté par Soyema Khatun,.et al( 2016) .

Les branches secondaires par plante, les gousses / plante sont fortement corrélées les
uns aux autres et ces caractéristiques contribuent a une biomasse plus élevée. Ces
résultats sont globalement en accord avec les auteurs (Younis et al., 2009 et Karadavut
et al., 2009).

D'apres Amarah et al. (2005) et Sobia et al, (2008) le nombre de branches primaires, le
rendement biologique et I'indice de récolte ont des effets directs positifs, ainsi qu'une
corrélation génotypique positive et la plus élevée avec le rendement en graines. Par
conséquent, ces traits peuvent étre utilisés pour I'amélioration des plantes.

Les résultats obtenus par I'étude statistique ont montré une corrélation positive entre la
surface foliaire de la plante et les composantes du rendement et une corrélation
négative entre nombre de foliole/feuille et les composantes du rendement presque les
méme résultats pour la surface foliaire et le nombre de foliole/feuille a été trouvé par
Ruisi (2015) qui caractériser 12 agro-écotypes de lentilles de différentes régions de
Sicile.

Une plus grande surface foliaire peut fournir plus de surface pour la photosynthése. Les
données relatives a la surface foliaire des génotypes de Lens culinaris indiquent que
I'analyse de la variance a révélé des différences significatives pour la surface foliaire

parmi les cultivares. Des résultats similaires ont été trouvés par (moslem et al, 2011).

Les nombre de jours jusqu'a floraison, le nombre de jours jusqu'a maturité
physiologique sont fortement corrélés les uns aux autres et ces caractéristiques
contribuent a un rendement trés elevée. Ces résultats sont globalement en accord avec
ceux des auteurs (Younis et al., 2009 , Karadavut et al., 2009,Gaad et al.,2018).
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Reésultats similaires de la variabilité entre les cultivares de lentilles pour les jours de
floraison et de maturité physiologique étaient démontrés par Mondal et al. 2013. Ces
parametres sont considérés comme un trait important qui est principalement utilisé pour
sélectionner les cultivares a maturation précoce.

Le nombre de jours de floraison et maturité physiologique varient significativement
entre les cultivares étudiés, Cette différence peut s'explique par la variation entre
environnement facteurs et cultivares. Lazaro et al. (2001) ont signalé un faible nombre
de jours a 50% de floraison avec 117,8 jours de lentille en Espagne.

Nos résultats sont similaire au Bicer et Sakar (2007) qui ont montré que les génotypes
de I''CARDA ce qui est notre cas (Idlep3) ont besoin moins de jours de floraison et de

maturité que le nombre de jours des autre cultivares.

Le rendement biologique maximal démontre par les cultivares Microsperma. Alors que,
le rendement biologique minimum est observé par les cultivares Macrosperma . Les
résultats suggérent qu'il existe une variabilité génétique élevée inter génotypique pour
le rendement biologique / plante.

Les résultats des caractéristiques des composantes du rendement révele des différences
trés significatives observes entre les cultivares . Ce est déja observe par Cristobal et al.
(2014) .

Les auteurs ( Maria et al,. 2014,Gaad et al.,2018) ont observe que les traits
d'importance agronomique, tels que le rendement biologique, le nombre de
graine/plante et le nombre de gousses /plante ont des variations marquées . En effet, le
rendement biologique par plante, les gousses par plante, l'indice de récolte, et le poids
de 1000 graines sont fortement et positivement corrélées pour contribue a la prédiction
comme indiqué par les auteurs (Azizi-Chakherchaman et al., 2009, Al-Ghazawi et al.,
2011).

Mondal et al., (2012) considéraient la rendement biologique et le nombre de gousses
comme les principales composantes du rendement en grains.

Nos résultats sont en accord avec le résultat de nombreux auteurs qui ont également
observé que le rendement des graines a augmenté avec l'augmentation du nombre de
gousses/ plante dans lentille (Yadav et al., 2003; Tabu et Sakar, 2008 ; Younis et al.,
2008).

D’autres études confirme que le nombre de gousses par plante et le poids de mille

graines ont un effet positif et direct sur le rendement (Benbrahim et al., 2016).
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L'analyse en composantes principales montre que le premiere deux composantes, qui
expliquent le pourcentage le plus élevé de variables sont liées aux caractéres qui
marquent la production.

Des résultats similaires sont obtenus par Toklu et al., (2009) dans une analyse en
composantes principales, dans laquelle les variables liées a la production de semences
étaient les plus importantes pour le premier facteur. La deuxieme composante montre
que les variables les plus importantes sont nombre des jours a floraison et nombre des
jour a maturité.

D’apres Maria et al,.(2014).1a variation observée de ces parameétres pourrait étre utilisée
pour obtenir des variétés de cycles courts ou plus longs, bien qu'elles soient trés
dépendantes de I'environnement .

Bicer et Sakar (2007) ont trouvé une variation significative des caractéristiques
agronomiques entre certaines variétés locales de lentilles en Turquie.

Bacchi et al. (2010) ont utilisés lI'analyse en composantes principales pour données
morphologiques et agronomiques afin de permettre la discrimination des génotypes de
lentilles.

Des résultats similaires ont été obtenus par Lazaro et al., (2001) dans une analyse en
composantes principales, dans laquelle les variables liées a la production de graines
étaient les plus importantes pour le premier facteur.

Selon Abdul-Razzak (2017) les deux composants principaux PC1 et PC2 ont révélé
66,538 % de la variation phénotypique originale, ce qui est presque notre cas (58.8%).
A partir de ce analyse il existe cinq groupes qui est similaire a (Gaad et al .,2018) qui

se trouve cing groupes par 1’analyse de 1’ACP.

Le résultat de l'analyse de classification hiérarchique, qui permettra une meilleure
gestion de I'échantillon dans la géne bank , montre une séparation entre Macrosperma
et Microsperma . Un dendrogramme construit pour estimer la relation génétique basée
sur des données agro-morphologiques en révélé deux principaux groupes qui sont
divisées en cinq sous groupes qui confirme les résultats obtenus par I’ACP. Nos
résultats similaire que on trouve (Gaad et al.,2018) qui trouve cing groupes par contre

,Anuradha (2015) ont trouve trois groupes .
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Solen Bacchi et al. (2010) la séparation des populations en fonction du type de graines
est également observée dans les lentilles d'Algérie, de Chypre, d'Egypte, du Maroc, de
Tunisie, du Pakistan et d'Ethiopie.

En observant le dendrogramme, nous pouvons constater que les cultivares ne sont pas
regroupées compte tenu des zones climatiques établies. Le regroupement basé sur les
traits morphologiques et la distance euclidienne a représenté cinq groupes pour le
germoplasme entier, mais il n'a montré aucune corrélation avec la présence
géographique des accessions, ce qui était conforme a une étude sur la lentille par Singh
etal. (2014).

Lazaro et al.(2001) n'ont pas trouvé de relations entre les caracteres phénotypiques et
climatiques dans la collection de lentilles espagnoles. La méme conclusion a été
atteinte par Tyagi & Khan (2010) qui n'ont pas trouvé d'association de 50 variétés
locales d'Inde selon différentes régions éco géographiques, ou les variétés d'une méme
zone étaient regroupées en différents groupes.

Conclusion

Les résultats de cette étude montrent la présence d'une forte variation phénotypique
inta et inter-génotypique importantes pour différentes caractéristiques végétales
importantes d'un point de vue agronomique,

Permettant son utilisation en analyse génétique et son éventuelle inclusion dans des
programmes de sélection.

Les 12 cultivares de lentille ont montré une différence significative selon les parametres
morphologiques, seuls les cultivares Idlep3 et Flip90-31 ont révélés un potentiel de
rendement élevé.

Les résultats obtenus par I’analyse en composantes principales (ACP) et I’analyse
hiérarchiqgue(CAH) des parametres agro morphologiques ont permis de ressortir cing
groupes qui se différencient par les aspects morphologiques et les composantes du
rendement de sorte que :

-Le premier groupe : il est composé de | individus Idlep3 de type Macrosperma
caractérisé par les parametres de rendement  plus élevés et se caractérisé par de
floraison et maturité précoce.

-Le deuxieme groupe : il est constitué de I individu Métropole de type Macrosperma
caractérisé par les variables nombre des jours jusqu’a maturit¢ (NJM), nombre des jour

jusqu’ a floraison éleves (floraison et maturité tardive)
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-Le troisieme groupe : il est composé de les individus ldlep2et Idlepl,Dahra,
Syrie229 et Idlep4 de type Microsperma .

-Le Quatrieme groupe : il est constitué des individus Balkane755, Ibla et Redjes de
type Macrosperma .

-Le cinquieme groupe : il comporte les individus Flip90-31 et Nile45 de type

Macrosperma .
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3.2. Analyse cytogéneétique

3.2.1. Dénombrement chromosomique

Tous les cultivares de Lens culinaris ont fait I’objet de dénombrement chromosomique aussi
bien en mitose somatique, qu’en meéiose pollinique. L’observation des plaques métaphasiques
et des cellules méiotiques au stade diacinése de la lentille cultivée montre un nombre
chromosomique constant 2n = 2x = 14 chromosomes et 7 bivalents chez tous les caryotypes.

Cette espéce a donc un caryotype diploide (Figure 38).

Figure 38 : Mitose et méiose pollinique : (a, b, c) plaques métaphasiques a 2n = 2x = 14

chromosomes, stades diacinése a 8 bivalents chez Lens culinaris.

3.2.1.1. Caryotype

D’aprés les données morpho- métriques (tableau 11), on constate que le caryotype de 1’espéce
est constitué de 7 paires chromosomiques .Les caryotypes des cultivares (Dahra, Idlepl et
Idlep 3 ,Syrie 229, Métropole et Flip 90-31) constituent, chacun, un génome qui regroupe 7
paires chromosomiques dont quatre paires sont métacentriques et trois paires sont sub-
métacentriques (Figure 39,40,41). Nous décrivons les caractéeres morpho metriques des

chromosomes, qui caractérisent le caryotype de chaque cultivares.
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Les mesures des chromosomes sur cing plaques métaphasiques choisies, a permis laconstitution du
caryotype de Lens culinaris .
e Cultivare Dahra
Le caryotype de Cultivare Dahra est caractérisé par la présence de 7 paires chromosomique(Figure
39) .Les calculs de I’indice centromérique (I.C) et le rapport des bras longs sur les brascourts (r)
(Tableau 11) nous ont permis de determiner les chromosomes homologues et classer les différents
types chromosomiques. Deux types sont observés : les métacentriques et les sub-métacentriques
(en absence des acrocentriques et les télocentriques) .
Il s’agit des paires chromosomiques (1-2- 3 et 7) qui sont des métacentriques et les paires (4-5 et 6)
sont des sub-métacentriques . La formule chromosomique est la suivante : 2n =2x =14 =3 m + 3
sm+1m -sat

e Lalongueur totale moyenne (LT) des chromosomes est comprise entre 5.39 pum et 1.59 pum.

e le rapport entre la longueur des bras longs et des celles des bras courts(r) varie entre 1.23 et

2.88 (Tableau 11).

e Cultivare Syrie 229
Le caryotype de Cultivare Syrie est caractérisé par la présence de Sept paire chromosomique(Figure
39).Les calculs de I’indice centromérique (I.C) et le rapport des bras longs sur les bras courts (r)
(Tableau 12) nous ont permis de déterminer les chromosomes homologues et classer les différents
types chromosomiques. Deux types sont observés : les métacentriques et les sub-métacentriques (en
absence des acrocentriques et les télocentriques). Il s’agit des paires chromosomiques 1, 2, 5 et 7 qui
sont métaphasique et les paires 3, 4 et 6 sont des sub- métacentrique. La formule chromosomique est
la suivante : 2n = 2x = 14 = 2m + 2 sm+1m+1sm+1m -sat

e La longueur totale moyenne (LT) des chromosomes est comprise entre 5,11 et3.07um.

e Le rapport entre la longueur des bras longs et celle des bras courts (r) varie entre 0,65et 0.41

pm.
e Lalongueur totale relative (LR) varie entre 5,56 et 3,4 um.

e L’indice centromérique varie entre 34,05 et 43,52 %.
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e Le rapport entre la paire chromosomiques la plus longue et celle la plus courte (R) estde 2.44
pm.
Nous observons aussi, la présence des satellites situés au niveau des paires chromosomiques4 et 6.
e Cultivare Métropole
Chez ce Cultivare, nous constatons la présence de sept paires chromosomiques (Figure 39). La
majorité des paires chromosomiques sont métacentrique a 1I’exception des paires :
5 et 7 qui sont sub-métacentriques. La formule chromosomique est la suivante : 2n = 2x = 14
=4 m+ 3 sm -sat
e La longueur totale moyenne (LT) des chromosomes de cette variété est comprise entre6,06 et
4,21.
e Le rapport entre la longueur des bras longs et celles des bras courts (r) varie entre 0.85et 0.41.
e Lalongueur totale relative (LR) varie entre 5,47 et 3,79.
e L’indice centromérique varie entre 42,93 et 22,97.
e Le rapport entre la paire chromosomique la plus longue et celle la plus courte (R) estde 1,43.
e Cultivare Flip 90-31
Le caryotype de ce Cultivare est caractérisé par la présence de 7 paire chromosomiques (Figure 40),
quatre paires sont métacentriques (1, 2, 3, 4), et trois paires (5, 6 ,7) sont sub- métacentriques. La
formule chromosomique est la suivante : 2n =2x =14 =4 m + 3 sm -sat
e La longueur totale moyenne (LT) des chromosomes de cette variété est comprise entre6.94 et
5.02.
e Le rapport entre la longueur des bras longs et celles des bras courts (r) varie entre 0,95et 0,39.
e Lalongueur totale relative (LR) varie entre 5,39 et 3,75.
e L’indice centromérique varie entre 45,20 et 25,39.
e Le rapport entre la paire chromosomique la plus longue et celle la plus courte (R) estde 1,38
pm.
Ce Cultivare se caractérise par la présence deux satellites localisés au niveau de la paire
chromosomiques 04 .
e Cultivare Idlep 3
Chez ce Cultivare, nous constatons la présence de sept paires chromosomiques (Figure 41). La
majorité des paires chromosomiques sont métacentrique a 1’exception des paires 5-6 et 7 qui sont sub-
métacentriques. La formule chromosomique est la suivante :
2n=2x=14=4m+ 3 sm-sat.
e La longueur totale moyenne (LT) des chromosomes est comprise entre 3.71um et6.2um.
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le rapport entre la longueur des bras longs et des celles des bras courts(r) varie entrel1.3et
2.38.

La longueur totale relative (LR) varie entre 18.19 et 10.84.
L’indice centromérique varie entre 29.82 et 44%

le rapport entre la paire chromosomique la plus longue et celle la plus courte (R) estdel.67
(Tableau 11).

Cultivare Idlepl

Le caryotype est caractérisé par la présence de sept paires chromosomiques dont quatre paires

métacentrique (1-2-3et4) et trois paires su métacentriques (5-6 et7). La formule chromosomique est la

suivante : 2n = 2x = 14 =4 m + 3 sm (Figure 41).

La longueur totale moyenne (LT) des chromosomes est comprise entre 3.81um et7.44um.

le rapport entre la longueur des bras longs et des celles des bras courts(r) varie entrel.24 et
2.27.

La longueur totale relative (LR) varie entre 18.42 et 9.64.
L’indice centromérique varie entre 30.44 et 44.46 %

le rapport entre la paire chromosomique la plus longue et celle la plus courte (R) estde 1.95.

Globalement, les caryotypes des Cultivare étudiées sont symétriques tant pour la forme que pour la

taille des chromosomes. L’indice d’asymétrie ayant sensiblement les mémes valeurs (61,45 %
Syrie229, 60,13 %, Métropole, 63,11 % Flip9-31,64.32% Dahra, 62.30 % Idlep 3, 60.51% Idlep 1).

3.2.1.2. Les chromosomes B

Signalons que tous les Cultivare présentent des chromosomes B a | exception le CultivareMétropole.
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Tableau 11 : Les caractéres morphométriques des chromosomes chez les cultivares du Lensculinaris.

Chr Cc cultivares de la lentille
Idlepl Flip 90-31 Idlep3 Metropole Syrie229 Dahra
LT 7.44+0.55* 6,96+0,28 6.20+0.89 6,06 +0,09 5,11 0,07 5.39+0.65
LR 18.42+0.33 15,39+0,16 18.19+1.04 15,47+0,08 15,560,007 19.43+0.65
1 BL 4.11+0.11 4,27+0,19 3.79+0.55 3,49+0,31 2,88+ 0,15 3.09+0.53
BC 3.26+0.16 2,91+0,22 2.41+0.34 2,57+0,23 2,22+ 0,22 2.30+0.4
BL/BC 1.26+0.02 1.46+0,01 1.62+0.02 1.35+0,08 1.29+0,16 1.34+0.15
t m m m m m m
Ic % 43.81 41.81 38.87 42.40 43.44 42.67
CT 6.76x0.74 6,94%0,28 5.59+0.93 5,81x0,21 4,85 20,13 5.01x0.41
LR 17.10+0.36 15,22+0,02 16.31+0.39 15,23+0,06 15,29 0,09 18.07+0.25
2 BL 3.89+0.62 4,14+0,14 3.19+0.21 3,31+0,14 3,02 +0,14 3.06+0.29
BC 2.97+0.61 2,79+0,23 2.46+0.56 2,49+0,21 1,83 £0,19 1.95+0.15
BL/BC 1.30+0.18 1,48+0,04 1.30+0.06 1.32+0,04 1.65 +0,08 1.57+0.03
t m m m m m m
Ic % 43.93 40.20 44 37.73 38.92
LT 6.23+£0.39 6,66x0,29 5.24+0.88 5,63 0,15 4,69 £0,2 4.42+0.13
LR 15.79+0.34 15.0 £0,02 15.27+0.32 14,98+0,04 14,11 +0,18 15.93+0.15
3 BL 3.46%0.79 3,71+0,12 3.18+0.64 3,29 £0,07 3,06 £0,25 2.72+0.24
BC 2.77+0.63 2,94+0,16 2.05+0.24 2,27 £0,22 1,83 £0,19 1.83+0.14
BL/BC 1.24+0.18 1.26+0,06 1.61+0.17 1.44 +0,06 1.67 0,08 1.48+0.07
t m m m m sm m
Ic % 44.46 44,14 39.12 41.04 39.01 41.40
LT 5.59+0.63 6,30+0,18 4.84+0.77 5,39+0,10 4,44 +0,04 4,08 +0.42
LR 14.17+0.47 14,74+0,16 14.11+0.25 15,80+,11 14,82 +0,08 14.71+0.34
4 BL 3.460.43 3,45+0,04 2.83+0.12 2,99+0,14 2,81 +£0,12 2.72+ 0.19
BC 2.13+0.19 2,84+0,15 2.01+0.70 2,33+0,10 1,63 0,12 1.35% 0.24
BL/BC 1.62+0.01 1.21+0,01 1.47+0.14 1.28+0,03 1.72 £0,06 2.01+ 0.08
t m m- sat m- sat m- sat sm- Sat sm
Ic % 38.10 47.33 41.52 43.22 36.71 33.08
LT 5.25+0.08 5,61+0,22 | 4.58+0.36 5,290,24 4,29 0,11 3.84+ 0.28
LR 13.3+0.32 14,22+0,14 13.35+0.36 4,41+0,07 14,67 +0,14 13.85+0.18
5 BL 3.38+0.35 3,86+0,08 2.98+0.72 3,40+0,16 2,58 +0,21 2 85+ 0.58
BC 1.86+0.30 1,74+0,31 1.60+0.17 1,49+0,11 1,70 +0,24 s
BL/BC 1.1+0.06
t 1.810.20 2.21#0,13 1.860.10 2.28+0,07 1,51 £0,11 250+ 0.22
Ic %. sm sm sm sm m m
35.42 31.01 34.93 28.16 39.62
28.64
LT 4.56%0.9 5,7 20,24 4.09+0.69 4,41+0,28 3,67 £0,2 3.39+ 0.15
LR 11.53+0.57 14,29+0,09 11.94+0.64 3,96%0,12 4,00+0,18 12.21 +0.3
6 BL 3.05+0.71 4,09+0,05 2.87+0.59 2,60£0,23 2,42 £0,29 2.51+ 0.07
BC 1.5+£0.46 1,62+0,18 1.22+0.39 1,80+0,40 1,25 +0,17 0.87+ 0.08
tBL/BC 2.03+0.23 2.52+0,07 2.38+0.28 1.44+0,17 1.93 +0,14 2.88+0.06
Ic % sm sm sm sm sm- sat Sm
32.89 28.42 29.82 40.81 34.05 25.66
LT 3.81:0.92 5,02£0,26 3.71%0.32 4,21£0,22 3,47£03 1.59+ 051
LR 9.64+0.56 3,75+0,09 10.84+0.53 13,79+0,09 13,4 £0,29 575+ 065
7 B L 2.64+0.55 3,74+0,21 2.50+0.44 2,9940,21 2.19+0,16
BC 1.16+0.58 1,27+0,04 1.20+0.12 1,22+0,02 1,28+0,14 0.88+ 0.25
B L/BC 2.27+0.32 2,94+0,01 2.08+0.19 2.45+0,04 1.71 40,01 0.71+ 0.28
t sm sm sm sm m 1.23+ 0.08
Ic % 30.44 25.29 32.34 28.97 36.88 M 44.65
l.a.s. 60,51 % 63,11% 62,30% 60,13% 61,45% 64,32 %
R 1,95 1,38 1,67 1.43 2,44 3,38
Cc : caractéres caryo-morphologiques.PCh: paire chromosomique; BL: bras long, BC: bras court; LT:

longueur totale des chromosomes = BL+BC; r: rapport bras long sur bras court =BL/ BC; Ic: indice
centromérique = 100 x BC / LT; LR (%o):longueur relative = 1000 x LT / XLT; t: type morphologique des
chromosomes selon Levan et al. (1964),IAs % : indice d“asymétrie = 100 x XBL / ZLT selon Arano et Saito
(1980) R: rapport entre la paire la plus longue et la plus courte des chromosomes ; * : présence de satellites, sat:

satellites. &) = écart

type.
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Discussion

Les méthodes cytogénétiques a travers le dénombrement chromosomique (réalisé sur leméristeme
apical des pointes racinaires), permettent dans un premier temps de déterminer le niveau de
ploidie du matériel étudié. Plusieurs paramétres interviennent dans la description de la
morphologie des chromosomes : taille, position du centromére, présence ou non de satellites ou
de construction secondaires.

D’autres caractéres sont utilisés pour 1’étude des caryotypes : la longueur totale des chromosomes
(LT), la taille relative des chromosomes (LR), I’indice d’asymétrie de caryotype (L.a.s) et le
rapport de la plus longue paire chromosomique et celle de la plus courte(R) qui donnent une idée
sur la forme du caryotype.

La comparaison des idiogrammes obtenus lors de 1’é¢tude des cultivares de Lens culinaris révele
quelques différences remarquables pour la taille des chromosomes, la localisation et le nombre de
satellites et de constructions secondaires. Contrairement aux cultivares Syrie229, Dahra et Idlep1,
les cultivares Métropole et Flip90-31 présentent une seule paire de satellites localisée sur le
chromosome 4. Seul le cultivare Métropole qui se singularise par la présence d’une construction
secondaire sur le chromosome 3 (bras long).

En général, la formule caryologique du Lens culinaris est définie comme :

n =x=7=4m+3 Sm.

Si nous confrontons nos résultats a ceux d’autres auteurs (Galasso et al. 2001,Gaffarzadeh et al.
2007 ,Hammouda,2015, Hammadi et al., 2018), nous pouvons remarquer que les résultats
obtenus chez Lens culinaris Medik sont similaires .

D’apres Gaffarzadeh et al. (2007), chez la lentille cultivée, quatre paires chromosomiques de
types métacentriques et trois paires sub-métacentriques sont détectées, ce qui est notre cas
.Par contre, la localisation et le nombre de satellites observés sont différents. Galasso et al. (2001)
ont proposé un caryotype avec trois paires chromosomiques métacentrique ou submétacentrique
et trois paires acrocentriques. Ces auteurs ont pu mettre en évidence un satellite sur la paire n°4
(bras long proche au centromére) du Lens culinaris Medik. Dans notre cas, 1’analyse
caryologique des chromosomes des cultivares, montre des variationsdans la localisation et le
nombre de satellites d’un cultivare a un autre.

Nous avons pu détecter deux satellites dans les paires n°4 et n°6 (bras courts) de cultivare
Syrie229, une construction secondaire dans la paire n°3 (bras long) et un satellite dans la pairen°4
(bras court) de cultivare Métropole. Egalement, un autre satellite est localisé sur la paire n°4 de

cultivare Flip19-31 et Dahra. Par contre, les cultivares (Idlep3 et Idlep 1) en sont dépourvus.
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Sharma et al. (1986), a declaré le niveau autotétraploide de 2n = 4x = 28 pour L. culinaris
pour la premiére fois.

Selon Shafique et al. (1992), le caryotype du Lens culinaris est constitué de trois paires
chromosomiques métacentriques, quatre paires submétacentriques et absence de satellites.
Rappelons que le génome du Lens culinaris se caractérise par un caryotype syméetrique (Galasso.,
2001 ; Gaffarzadeh et al., 2007 ; Hammouda., 2015, Hammadi et al., 2018).

L’hypothése qu’un caryotype symétrique est considéré comme un caryotype primitif, en
comparaison a un caryotype asymétrique, d’abord formulée par Levitzky (1931) repris par
Stebbins (1971) est celle généralement admise dans la littérature concernant 1’évolution de la
morphologie des chromosomes chez les plantes. Bien que I’hypothése inverse ait aussi été

invoquée (Jones, 1984).
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3.2.2. Organisation et distribution de I’hétérochromatine par le C-banding
La distribution et la caractérisation de 1’hétérochromatine chez une série de cultivares
appartenant a I’espéce Lens culinaris Medik (2n=2x=14) sont analysées et comparées par les
bandes C. Cette analyse révele beaucoup de variations en bandes polymorphes C+. En effet,
le nombre de bande, leur intensité et leur emplacement sur les chromosomes, différent au sein
du génotype et d’un génotype a un autre (Figure 42-43).

Rappelons que, les bandes hétérochromatiques existent sous trois formes : télomériques,

centromeériques et intercalaires (Figure 42).

Chromosome 1 :
Ce chromosome est marqué par des bandes C+ polymorphes foncées observé dans tous les
cultivares a I'exception de cultivare Redjes. De plus, nous avons observé une paire de

satellites sur le court chromosome bras des cultivares Dahra et Balkan755.

Chromosome 2 :

Ce chromosome a révélé le maximum d'obscurité supplémentaire bandes (ou spécifiques), de
types intercalaires et télomériques , a I'exception de ceux de Idlep2 (bras court) et Balkan755
(bras long). On note également la présence d'une paire de satellites marqué sur le
chromosome des bras courts de Dahra et Syrie229.

Chromosome 3 :

Ce chromosome est marqué par des couleurs sombres et fortement colorées.

Bandes intercalées, autres fines, faiblement colorées, peu bandes centromeériques et
télomériques marquees sur ce chromosome dans tous les cultivares. Notez également la

présence d'un paire de satellites prés du centromeére (bras court) du g cultivare Flip90-31.

Notons ici que seul le cultivare Dahra est caractérisé par I'existence d'une paire de

construction, située sur le bras court.
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Figure 42 : Plaques de métaphases marquées par les bandes C-. (A) Dahra, (b) Nil 45, (c) Idlep2, (d) Idlep3, (e) Balkans 755, (f) Syrie229,
(9) Metropole, (c) f) Flip 90-31, (i) Idlepl, (j) Redjes. Les chromosomes B et les satellites sont représentés par les fleches.
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Chromosome 4 :

Ce chromosome montre beaucoup de bandes intercalaires supplémentaires, qui sont
fortement colorés et centrométriques et télomériques bandes faiblement colorées, a
I'exception de cultivare Redjes qui fait défaut montre beaucoup d'extra bandes
intercalaires fortement colorées et bandes centrométriques et télomériques faiblement

colorées.

Chromosome 5 :

Ce chromosome révéle de nombreux autres fortement bandes intercalaires colorées et
moins de télomeéres et bandes de centromere sur les deux bras. Présence d'une paire de
satellites situés sur les bras courts de chromosome 6 du cultivares Balkan755 et Syrie
229.

Chromosome 6 :

Ce chromosome est marqué par des points intermédiaires et télescopiques bandes et
bandes centromériques sombres, a l'exception de celle des cultivares Métropole et
Redjes. A noter également la présence d'une paire de satellites situés sur les bras courts

du chromosome 6 du cultivares Balkan755 et Syrie 229.
Chromosome 7 :

Ce chromosome révele des bandes interstitielles, faiblement colorées, a I'exception de

ceux des cultivares Dahra, Idlep3 et Flip 90-31.
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Figure 43 : Caryotypes marqués par des bandes C des cultivares de Lens culinaris. Trois
groupes sont déterminés :

G1 (Dahra, Nil45, Idlep2, Idlep3, Balkan 755).

G2 (Syrie 229, Métropole, Flip 90-31).

G3 (Idlepl, Redjes).
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Tableau 12 :Nombre et localisation des bandes C sur les chromosomes de cultivares riches en heterochromatine de Lens culinaris.

ivares Dahra Nil 45 Idlep2 Idlep3 Balkan755 Serie229 Métropole Flip90-31 Idlepl Redjes
géno
Nombre BC | Bl | BT | BC | BI | BT BC | BI | BT | BC | BI BT | BC | BI BT |BC| Bl | BT |BC| BI | BT|BC|BI|BT|BC| BlI | BT|BC | BI BT
bandes ¢
Génome | 1 |1 5 0 0 3 0 2 8 0 0 2 0 2 2 1 0 6 0 2 7 1 2 4 2 1 4 1 0 4 0
R R
210 5 2 2 8 2 0 4 2 1 8 2 4 4 1 1 5 1 0 2 2 2 4 1 1 5 0 2 6 1
R
3]0 8 1 2 10 1 0 3 2 1 5 1 4 4 0 0 4 0 3 4 1 1 4 0 1 3 1 2 6 1
R
4 |1 10 | O 1 2 0 0 2 2 2 4 0 4 4 0 1 3 4 1 3 2 1 3 1 0 4 1 0 2 0
R
511 5 0 2 7 0 0 6 2 1 6 2 8 8 1 0 3 0 1 3 1 0 2 2 1 4 0 0 4 0
R
6 |1 5 1 0 4 2 2 5 1 0 2 1 2 2 0 1 6 2 0 2 1 1 3 1 2 3 0 0 2 1
R
7011 7 0 0 3 1 2 4 0 2 2 2 10 | 10 2 0 5 0 1 3 0 1 3 0 1 2 1 0 4 0
R
5 45 | 4 7 37 6 6 | 32 9 7 29 8 5 34 5 3 32 7 8 24 8 8 23 | 7 7 25 4 4 28 3
54 50 47 a4 a4 42 40 38 36 35
Chromosome 1 / / 1 / / / 2 / 1 euchromatique
B hétérochromati hétérochromatiq hétérochromati
que ue que
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Discussion

L’analyse de la distribution de I’hétérochromatine constitutive (séquences d’ADN hautement répétées
non codantes riche en bases CG) a révélé quelle se trouve sous forme d épaisses, sombres et de fines
bandes C sur les deux bras de tous les chromosomes du génome de Lens culinaris. Si nous
confrontons nos résultats a ceux d’autres auteurs, nous pouvons remarquer que les résultats obtenus
chez Lens culinaris Medik (dix cultivares) sont presque similaires a Gaffarzadeh et al. (2007) a |
exception ceux du cultivares Dahra, Nile 45 et Idlep 3 qui révélent d’importantes variations des bandes
C" témoignant d une plus grande richesse en heterochromatine. aussi en concernant les types
chromosomiques, mais,avec des différences importantes dans la présence/ou absence de satellites.

La comparaison des caryotypes des cultivares montre une grande hétérogénéité structurale
(hétérochromatine constitutive) marquée par des épaisses et sombres bandes C+ (propres aux
cultivares) sur les zonages des chromosomes. L’analyse inter-chromosomique révéle beaucoup de

variations au sein des cultivares et entre les cultivares:

-variabilité inter- génotypes

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

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

Tableul3: Etude de quelques caractéres chez le Lens culinaris

caractéres | Taux d’eterochromatine | Nombre et localisation Nombre de chromosome
cultivares S | CS | localisation B
Dahra 70.3% 3 11 |2(BCtl 1
proche au
centromere (BI)
Metropole 60% 1 |0 | 2(BC) 0
Syrie229 58% 2 |0 |3(BC) 0
Flip90-31 55.2% 2 |0 | 1procheau 2
centromere(BC)
Idlep 1 50% 110 |1(BC) 0
Redjes 48% 1|10 | 1(BC) 1
Nile45 68% 0|0 |O 0
Balkan755 62% 2 |0 | 2(BC) 0
Idlep 2 65.5% 0|0 |O 0
Idlep 3 62% 1|1 |1(BC) 1

En effet, Le cultivares Dahra, Nil45, Idlep2, Idlep3, Balkan 755 montrent un surcharge en
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hétérochromatine constitutive. Les cultivares Syrie 229, Métropole, Flip 90-31 en sont moyennement

riches. Alors que, les génotypes Redjes et Idlepl en sont pauvres (Figure 43).

-variabilité intra- génotype
Nous avons pu observer une différence structurale remarquable (nombre, intensité et emplacement des
bandes C) au sein des paires chromosomiques 1 et 5. Ceci signifie que les chromosomes sont marqués

par les deux types d’ hétérochromatines.

Chomosomesl chromosomes 5

Figure 44 : Détection des deux types d’hétérochromatine (constitutive et facultative) chez le cultivare
Dahra.

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

Nos résultats, en comparaison a ceux des auteurs (Gaffarzadeh et al 2007),sont presque similaires a |
exception ceux du cultivares Dahra ,Nile45 et Idlep3 qui révelent d’importantes variations des bandes
C* témoignant dune plus grande richesse en heterochromatine. Grace a cette technique, certains
auteurs : Masoud et al. (1991); Jahier (1992); Piumbini et Sylvia (1998), ont effectué des travaux sur
les chromosomes des espéces végétales dans le but de détecter les régions riches en
hétérochromatine.

La localisation et nombre des zones vitales des chromosomes (satellites et construction secondaires)
sont deférent par apport a ceux observes par les auteurs (Galasso et al

,2001,Gaffarzadeh et al ,2007).ces derniers ont ont pu mettre en évidence une paire de satellite sur
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le chromosome 4 (bras long proche au centromere ) du Lens culinaris, alors que dans notre cas,
les satellites sont situes sur les chromosomes marqueurs des dix cultivares en position différentes
(tableau 13),également ,signalons la présence dune construction secondaire marquée sur le
chromosome 7 (bras court ) de Dahra et sur le chromosome 5(bras long) de cultivares

Idlep 3.Dont elles sont absentent chez les génotypes de référence .

Nos résultats, en comparaison a ceux des auteurs (Galasso et al. 2001, Gaffarzadeh et al.

2007) montrent, aussi, la présence des chromosomes B, observées chez les cultivares Dahra (en
nombre de 1 )et le Flip90-31 (en nombre de 2),Idlep 3(en nombre 1). et le cultivares Redjes (en
nombre 1).d’apres les littératures (Siljak-Yakovlev
(1986).,Stibinn,1971,Amirouche,2007,Hammouda et khalfallah,2008,2013,2015),deux facteurs
jouant un réle important dans ’adaptation du végétale aux condition difficiles du milieu : Le taux
de I’heterochromatine et le nombre des chromosome B.

A TI’issu de nos travaux, nous pouvons retenir que :

° Chez la lentille cultivée, Un pourcentage de polymorphisme hétérochromatique intra
et inter-génotypes est décelé dans les profils des bandes, témoignant un taux important d’

hétérochomatine C+.
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3.2.3. Les organisateurs nucléolaires (N.O.R)
Nous avons pu marquer et localiser des régions organisatrices nucléolaires (N.O.R) sur quelques

de chromosomes des différents cultivares (sous forme de points noirs), en nombre et position
differents (Figures 45,46, 47).

Tableau 14 : Nombre et localisation des NOR chez les 12 cultivares.

cultivares Nombre Secondair Organisateurs nucléolaires (NOR)
de e
satellites Constructi Numéro de Emplacement
on

Idlepl 3 / 3 Télomériques

Idlep2 2 1 2 Telomériques

Idlep3 3 / 3 Télomériques

Idlep4 4 / 4 Télomériques
Centromérique
Nile45 2 2 2 Centromérique

Balkane75 | 3 0 3 Télomériques
5 Centromérique

Syrie229 / / 4 Télomériques
Centromérique

Flip90-31 4 1 4 Télomériques
Centromérique
Ibla 1 / 2 Centromérique

Métropole | 4 1 4 Télomériques
Centromérique

Redjes 2 / 2 Télomériques
Centromérique

Dahra 3 0 3 Télomeriques
Centromérique

% de polymorphisme = (Nombre de bandes polymorphes par variété/Nombre total de
bandes C)x 100 (Bushreen, 2007).

90



Chapitre 111 Résultats et Discussion

Figure 45 :Caryotype en N-banding des cultivares (Metropole,Flip90-31 et Syrie229).
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Chromosome 1 :

Ce chromosome est marqué par des bandes N+ polymorphes foncées observées dans tous
les cultivares a I'exception des cultivares Redjes et Idlep2. De plus, nous avons observé
une paire de satellites sur le chromosome des bras courts des cultivares Métropole,Flip90-
31, Idlepl, Idlep3, Balkane755 et Dahra.

Chromosome 2 :

Le chromosome 2 présentait des bandes centromériques sombres et distales claires sur le
bras court et le bras long. Deux bandes interstitielles une proximale au centromere et
l'autre dans la partie médiane de bras long étaient présents. Nous avons également noté la
présence d'une paire de satellites marqués sur le chromosome des bras courts de tous les
cultivares.

Chromosome 3 :

Il avait des bandes sombres observées dans le bras court et/ou dans le bras long. Nous
avons également noté la présence d'une paire de satellites marqués sur le chromosome des
bras courts des cultivares Métropole, Flip90-31,Syrie 229 ,Dahra et Balkane755. Le
chromosome SAT- possédait deux bandes dans le bras court, en observant le NOR sur les
mémes chromosomes.

Chromosome 4 :

Ces chromosomes ont montré une a trois bandes interstitielles respectivement dans les
bras court et long, la plupart d'entre elles étant proximales au centromere, qui a également
une large bande au NOR dans tous les génotypes a I'exception des cultivares Balkane755
et Dahra.

Chromosome 5 :

Il @ montré des bandes trés claires dans la majorité des chromosomes des cultivares, a
I'exception des cultivares Idlep3, Dahra et Ibla, qui étaient marqués par des bandes
sombres. Ce chromosome se caractérise par l'absence de satellites dans tous les
cultivares.

Chromosome 6 : Il a révélé des bandes trés claires dans les chromosomesexceptionnels
des cultivares Métropole, Idlep3, Balkane755 et Nil45. Tous les cultivares n‘ont pas de
satellites a I'exception du cultivare Idlepl.

Chromosome 7 :

Il @ montré des bandes sombres sur le bras long ou / dans le bras court de tous les

cultivares . Tous les cultivares n'ont pas de satellites a I'exception du cultivare Dahra.
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Discussion

Suite aux travaux réalisés sur les chromosomes du génome de Lens culinaris Medik
(Hammouda D., 2015 ; Hammadl H et al, 2018), la recherche, nous a conduits a
I’étudede I’organisation et la localisation des organisateurs nucléolaires (N.O.R) sur

huit cultivares appartenant a la méme espece.

La comparaison des chromosomes marqués par les bandes (N), montre une grande
heterogeinité structurale, et la présence ou 1’absence des régions organisatrices

nucléolaires (NOR).

Comparaison structurale et localisation des NOR

Les chromosomes des cultivares Idlep 3 et Flip 90-31, en comparaison a leurs
homologues des autres cultivares, montrent une surcharge en hétérochromatine et
un nombre élevé (de 3 a 4) des organisateurs nucéolaires (N.O.R). Par contre, ceux
des cultivares Ibla et Redjes sont moyennent riche en hétéroromatine et ils portent
moins de NOR (en nombre de 2). Par opposition, les chromosomes du cultivare
Syrie229 en sont pauvres et dépourvus de N.O.R.

Nos résultats en confrontation a ceux des auteurs (Mehra,1986; Galasso et al., 2001
; Gaffarzadeh N et al., 2007 ) ont prouvé la présence d’une paire de satellite sur le
chromosome 4 (bras long proche au centromere) et mettre en évidence un
organisateur nucléolaire (N.O.R) sur le méme chromosome par hybridation in situ,
en utilisant la sonde (pTa71) du Lens culinaris Medik, alors que dans notre cas, ils
sont situés sur les chromosomes (1, 2, 3 et 4) du cultivare Flip90-31, (2 et 6) du
cultivare Ibla, (1,2 et 3) du cultivare Idlep3 et sur les chromosomes (2 et 3) du
cultivare Redjes. Le cultivare Syrie est le seul en on dépourvu. Les satellites sont
toujours associés aux NOR qui codent les génes).

Hammouda D et Khalfallah N. (2008), travaillant sur les chromosomes des poacées,
en pu marquer les chromosomes par des bandes N et ont confirmé que
I’hétérochromatine consécutive est localisée prés du centromére et du télomere ou
des satellites qui possedent des NOR. Ces derniers contiennent des séquences
d’ADN hautement répétées, portant des genes Ribosomiques.

Role des NOR

Ils participent a la formation et au fonctionnement des nucléoles dans les noyaux
inter phasiques, qui contiennent ’ARN et les protéines ribosomiques (Hayes
H., 2000).Donc ils sont associés aux genes ribosomigques.
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3.2.4.Rapport =-Bandes €
PP Bandes N

Il est important d'apprécier la richesse en hétérochromatine constitutive (bandes N
et bandes C) révélée par les techniques de marquage N-banding et C-banding (Selon
que les bandes d’heterochromatine sont plus ou moins épaisses le signe + ou - est
affecté a la lettre C ou N). Chez la lentille, I'nétérochromatine peut se révéler
N+C+ (Figure 47). En outre, (Hammouda et al. ,2017) ont démontré des bandes
centromeriques sombres observées par le N-banding contrairement aux C-banding
chez le blé tendre. Par conséquent, I'nétérochromatine de Triticum aestivum L. peut
étre décrite comme N+C-. ou N+C+. Kakeda, et al. 1991) ont décrit
I'nétérochromatine de Hordeum sp comme N+C-. Mais, seule I'nétérochromatine
N+C+ qui coincidé avec la localisation des séquences d'/ADN (GAA) n, (GAG)n
des satellites (organisateurs nucléolaires) (Appels,1982 , Gill , 1991;1996).

L'importance de I'hétérochromatine dans l'adaptation des espéces végétales aux
conditions environnementales a été illustrée par Cassagnau (1974). Ce auteur ont
montré une relation entre I'nétérochromatine surchargée et I'adaptation & un nouvel
environnement. De plus, Siljak-Yakovlev (1986)ont montré I'importance et le rdle
éventuel de I'nétérochromatine dans I'adaptation et I'évolution. De plus, Bernard
(1997) attribuent un autre role a I'hétérochromatine qui attire les répresseurs pour la
protection des zones vitales des génomes (NOR, centromeére). Ensuite,
I'nétérochromatine a été localisée sur les chromosomes de deux régions principales
proches du centromeére et dans les télomeres ou satellites qui possédent les régions
organisatrices nucléaires (NOR). Ces régions possédent les génes responsables du
codage de I'ARN ribosomique. En général, I'nétérochromatine représente environ
12 % de la longueur totale des chromosomes en métaphase mitotique Bernard
(1997) attribuent un réle important a I'nétérochromatine dans la répression génique
(régulation epigénetique). De plus, I'hétérochromatine serait impliquée dans le
contrble de la transcriptabilitt du génome. Ainsi, les genes localises dans
I'euchromatine peuvent étre réduits au silence lorsqu'ils sont placés a proximité d'un
domaine hétérochromatique. Ostaschevsky (1996) montre que, 1’addition des

chromosomes "B" peut améliorer les régions organisatrices nucléolaires (N.O.R) .
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Figure 48: Analyse comparative des chromosomes du génome Lens culinaris, marqués par les bandes N. Trois groupes sont détectés

:G1,G2, G3.
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3.2.5. Cartographie des chromosomes marqueurs

Dans notre étude, les plagues métaphasiques marquées par le N-banding et le C-
banding de tous les genotypes de la lentille cultivée (Lens culinaris) montrent que
I’hétérochromatine (riche en GC) et les organisateurs nucléolaires (N.O.R)  sont de
bons marqueurs chromosomiques qui ont permis d’identifier individuellement les
paires chromosomiques.

Nos résultats sont originaux, nous avons pu déterminer les chromosomes 1,2,3,4
comme marqueurs, alors que les chromosome 5,6,7 en sont dépourvues, et donc, nous
pouvons proposer ces chromosomes marqueurs pour [I’établissement d’une
cartographie cytogénétique de I’hétérochromatine constitutive de notre matériel
(Figure 49).

Figure 49: Schéma montrant la localisation de I'nétérochromatine (bandes C et N) et des

organisateurs nucléolaires (N.O.R) sur les chromosomes marqueurs.
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Nos résultats, en comparaison avec tous les auteurs ( Galasso et al. 2001, Gaffarzadeh et al.
2007)ont montré l'existence de chromosomes B surnumeéraires, observés chez Dahra et
Balkane755 (au nombre de 1), les cultivares Flip 90-31 (au nombre de 2) et le cultivare Idlep2 (
au nombre de 3).

Selon les (Yakovlev,1986, Bernard, 1997, Hammouda ; 2008), I'apparition de ceschromosomes B
est une forme d'adaptation de I'espéce a des conditions d'environnement difficiles. L'existence
d'une corrélation entre leur présence et la répartition écologique des populations, notée par John
et al. (1982) a montré que les populations de Myrmeleotettix maculatus présentent plusieurs
chromosomes B dans les régions séches et chaudes, alors que dans les climats plus humides et
plus froids ces chromosomes sont présents en petit nombre, voire absent. Ces auteurs
concluent queles chromosomes B jouent un réle dans I'adaptation des organismes aux variations
environnementales. Selon Hammouda et Khalfallah, (2008 , 2013, 2015), il existe une corrélation
positive entre le taux d'hétérochromatine constitutive et l'augmentation du nombre de

chromosomes B dans triticales (8x et 6x).
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3.2.6. Analyse du comportement méiotique

Les comportements méiotiques sont analysés dans des cellules meres de pollen (CMP) afin de
déterminer les associations chromosomiques, de noter les anomalies et deconfirmer les résultats
obtenus en mitose.

Suite aux travaux realisés par (Hammouda et Khalfallah 2009, Hammouda et Khalfallah,2015 ,
Hammadi et al., 2018) sur I’analyse mitotique approfondie des chromosomes de la lentille,
L’étude méiotique nous a conduit a une analyse des stades, afin, d’affirmer ou infirmer si la

méiose est réguliére ou irréguliére ?.

Nous nous intéressons a 1’étude du comportement méiotique et les anomalies chromosomiques
sur 6 cultivares de la lentille (Idleb3, Idleb4, Dahra, Syrie229, Redjes, et Balkane755). La figure
ci-dessous (Figure 49) montre les principales phases de la méiose observées.

a- ldentification des bivalents

Les dénombrements des bivalents méiotiques sont effectués aux différents stades (soit en
Métaphase I, soit en zygoténe) des cellules meres polliniques. Les résultats obtenus montrent une
ségrégation normale a 7 bivalents (2n = 2x = 14) de I’espéce Lensculinaris.

Les différentes configurations méiotiques montrent que 1’appariement des chromosomes
homologues se fait sous différentes formes, bivalents en anneaux, bivalents droits, et bivalents en
V (Figure 50) et (Figure 51a), Ces bivalents forment ensuite, la plaque équatoriale.

b- Les anomalies méiotiques

Egalement, nous avons pu mettre en évidence des anomalies chromosomiques de types(Figure
51b)

-Chromosomes retardataires.

-Les micronoyaux.

-Orientation anormale.

-Chromosomes B.
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Figure 50: Les différentes étapes de la division méiotique des cellules meres polliniques de
4 cultivares de I’espece Lens culinaris observés au microscope photonique (X100).

(@) : prophase au stade : Leptoténe cultivares Dahra

b-c—d : prophases aux stades : (a), Zygotene, (b) Pachytene, (c) Diploténe.cultivares
Syrie 229

(e) : Diacinése cultivare Redjes

() : métaphase | cultivare Syrie229

(9) : anaphase | cultivare Balkane755
(h) : fin de I’anaphase |  cultivare Syrie 229

(i) : telophase I

(j) : prophase 11 cultivare Redjes
(k) : metaphase Il cultivare Syrie 229
() : anaphase Il cultivare Redjes

(m) : tetrade (fin de la télophase 1)  cultivare Redjes
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Figure5la: Principales types de bivalents observés en Métaphase | observé
au microscope Photonique (X100). (a-b) : bivalents en anneaux, (c) :
bivalents enbivalents allongés, et bivalents en V (i) : bivalents allongés,

et bivalents en V.
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Figure 51b : Les anomalies associées aux méioses polliniques observéesau
microscope photonique (X100) chez les cultivares
« ldleb3 », « Idlebd», « Dahra », « Syrie 229 », « Redjes » de 1’espéce Lens

culinaris. M (micronoyaux), B (Chromosomes surnuméraires), R

(chromosomes retardataires) et orientation anormale (i, j, K).
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Discussion

La meéiose est une étape essentielle de la reproduction sexuée des organismes. Les différentes
étapes méiotiques sont communes pour la plupart des organismes diploides. Dans cette étude, le
déroulement de la méiose est suivi pour les génotypes de 1’espéce Lens culinaris afin d’observer
les différentes étapes, d’identifier les bivalents chromosomiques et mettre en évidence les
anomalies chromosomiques.

Les résultats obtenus chez Lens culinaris (2n = 2x = 14 avec X = 7),en comparaison a ceux
observees par Seyed and Arash (2006) qui signyalei que la méiose chez six cultivars était
réguliere et présentait sept bivalents a la diacinése et a la premiére métaphase sont similaires. En
comparaison aussi a ceux observes chez le genre Medicago (Fabacées), (2n =2x = 16 avec X = 8
)Abdelguerfi et al., (1988) ;Benhizia etal., (2013) sont similaires.

L’analyse des cellules méres polliniques pour les différents génotypes a différents stades de
la méiose pour I’espece Lens culinaris a donné des résultats nettementdifférents illustrés dans la(
figure 37) qui  ont permis de visualiser des irrégularités
méiotiques. Les différentes anomalies observées sont la présence des cellules meéres polliniques
métaphasiques montrant des chromosomes B, des chromosomes retardataires, des micronoyaux,
et une orientation anormale. Ces anomalies ont été signalé dans un grand nombre de plantes
(Stebinn, 1971, Amirouche, 2007, Hammouda et Khalfallah, 2009).

Chez le cultivare Syrie 229, on a observé une migration anormale de chromosome a un seul pole
ce résultat a suggeré que cette anomalie dite « Orientation anormale » était causée par le stress
environnemental qui affectait les plantes au cours de la période de floraison comme les basses ou
hautes températures, stress hydriques, attaques parasitaires. L'appareil de la broche est
normalement bipolaire et agit comme une unité unique, joue un role crucial dans l'alignement des
chromosomes de la métaphase et leurmouvement vers le pdle pendant I'anaphase (Nirmala et Rao,
1996). La distorsion dans les broches méiotiques peut étre responsable de la formation de gameétes
non réduits. Des fusées aberrantes lors de la deuxieme division entrainant la reprise des produits
de

la premiére division ont été largement signalées dans les pommes de terre, trois des types de
broches aberrantes ont été trouvés dans cette espéce(Mok &Peloquin, 1975) Ces anomalies
pourraient étre un phénomeéne normal commandé par des facteurs génétiques comme il a été

proposé par différents travaux ( Sharma, 1983).
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3.2.7. Viabilité et caractéres morphologiques du pollen
3.2.7.1. Viabilité des grains de pollen

La viabilité du pollen est estimée apres coloration avec le carmin acétique est trés importante chez
les cultivares étudies dont le dénombrement des graines colorés et non colorés nous a conduit a
calculer le pourcentage des graines colorés (Figure 52), les graines de pollen colorés en rose, sont
considérés comme viables (Figure 52). (Reflétant la viabilité). Les résultats donnés dans le
tableau (Annexe), indiquent une viabilité pollinique supérieure a 95%.L’étude palynologique de
Redjes n’a pas €té réalisée par manque de matériel (fleurs).

Figure 52 : Pollens observés au microscope photonique (X10) chez les cultivares étudie. (c)-(e)

représentent les anthéres avec ses pollens. Les fleches indiquent le pollen non viable(transparent).
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Figure 53 : Pourcentage des grains colorés de différents cultivares chez la lentille Lens

culinaris.

Le taux de viabilité hautement élevé chez tous les cultivares. On remarque que les deux cultivares
Balkan755 et Métropole présentent un pourcentage de coloration tres élevés (100%), par

opposition, le cultivare Idleb3 présente une valeur un peu faible parrapport aux autres (95%).

3.2.7.2. Caracteres morphologiques des grains de pollen

Nous avons pu traiter les paramétres suivants :

Longueur et largeur des grains de pollens

On constate une différence entre les cultivares étudiés que ce soit en longueur ou en largeur. Pour
la longueur la plus élevée est observée chez le cultivare Idleb3 de (35.75 um) et pour la largeur
c’est le cultivares Idleb2 de (24.04 pm).

Le cultivare Métropole qui représente les valeurs les plus faibles (29.91, 21.37um
successivement) (Tableau 15, Figure 54, Figure 55).

Rapport L/E

A travers les mesures de la longueur et la largeur nous avons calculée le rapport L/E. Les résultats
sont présentés dans la figure 54 : On remarque une grande différence entre les cultivares étudiés

dans le rapport de la longueur sur la largeur. Pour le rapport le plus éléve est celui de le cultivare
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Balkane755 (1.50um) par contre le cultivare Idleb2 qui présente la valeur la plus faible (1.34um).
Longueur et largueur de sillon

D’aprés les résultats obtenus, on constate que les proportions sont hautement variables. Pour la
longueur de sillon les plus élevées est celle de cultivares Idleb3 et Nil45 de méme fréquence de
(26.32um) .Le cultivare Dahra, en comparaison aux autres cultivare se singularise par une
longueur faible de (23.26um) et une largueur élevee de (4.80um) et pour la faible largeur c’est le
cultivare Métropole de (2.36 um) (Taleaul5, Figure 54 et Figure 55).

Longueur et largueur de pore

Pour ce parametre, le cultivare Idleb2 présente la valeur la plus élevés (8.88um) Alors qu’ldleb4
présente, la plus faible valeur (6.79um). On observe qu’il y a une légere différence entre ces
génotypes étudiés dans ce parameétre. Pour la largeur de pore les plus élevées est celle de
génotype Nil45 (6.66um).Et le cultivare Balkane755 représente la valeur la plus faible (5.14um)
(Taleaul5, Figure 54 et Figure 55).

Figure 54: Mesures (L) Longueur (E) largeur des grains de pollen. (x100) de cultivare Idleb2. Mesures (Ls, Is)
de taux de sillon des grains de pollens (x100) de cultivare Idleb2. (Ls) Longueur (Is) largeur de sillon des

grains de pollen.

L’analyse morphologique d’aprés la valeur du rapport P/E confirme que la forme des grains de pollen

de nos cultivares est Prolate (Figure 54B) qui est de fréquence 133-200.

107



Chapitre 111 Résultats et Discussion

Un examen au microscope a été effectué pour déterminer 1’aspect morphologique des graines de
pollen. Toutes les cultivares de ’espece Lens culinaris présentent des eumonades (grains de

pollen libres) a 3 apertures complexes (3 sillons méridiens associés a 3 pores equatoriaux) :ils
sont de type tricolporeé (Figure 55).

Figure 55: Pollen observé au microscope photonique (X100), (a) vue équatoriale de

cultivare Dahra, (b) vue polaire de cultivare Balkane 755.
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Tableau 15 : Données morphométriques des grains de pollen des cultivares de Lens culinaris.

cultivares L E L/E L/Ex100 Ls Is Lp Lp Forme | Apperture v
(Hm) (Hm) (Hm) (Lm) (pm) (Hm)
Prolate | tricolporé 100
Balkane7 32.799 21.826 1.502 150.2 24.10 3.033 7.365 5.14 %
75 9 8
Dahra 30.964 21.508 1.439 143.9 23.26 4.800 7.757 5.97 Prolate | tricolporé 97%
1 8
Idleb2 32.358 24.041 1.345 134.5 25.14 4.270 8.880 6.50 Prolate | tricolporé 97%
8 7
Idleb3 35.753 23.520 1.492 149.2 26.32 3.306 7.883 6.28 Prolate | tricolporé 95%
0 1
Idleb4 31.342 21.957 1.427 142.7 24.34 3.042 6.795 5.57 Prolate | tricolporé 99.5
6 9 %
Meétropol 29.911 21.374 | 1399 | 1399 25.72 2.362 6.902 595 | Prolate | tricolpore }/00
€ 3 4 0
Nil 45 34.013 23.406 1.453 145.3 26.32 3. 8.330 6.66 Prolate | tricolporé 98.5
3 823 1 %
V : viabilité (%) ; L : Longueur de grains de pollens, E : largueur de grains de pollen, Lp : longueur de pore

L/E : le rapport de longueur sur largueur, Ls : longueur de sillon, Ls : largueur de sillon, Ip : largueur de pore.
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Discussion

Tres peu de travaux sont réalisés sur les grains de pollens de la lentille cultivée, e n étudient les
critéres morphologiques utilisés sont :

-forme du grain de pollen (longueur et largeur).

- le rapport L/E, longueur et largueur du sillon et celle du pore (Ozler et al., 2009) sont trés
importants pour la caractérisation des especes (Mbagwu et Edeoga 2006).

En comparaison aux ° Astéracées’, la taille des grains de pollen varie d’une variété a une autre et
correspond a la taille moyenne des grains de ‘Fabacée’ déja observée (Pinar et al.,
2014,Baziz,2015).

Nos résultats en confrontation a ceux observer par les auteurs (Ressayre et al., 2002) montrent deux

types : tétrades tetragonales et rhomboidales (Figure 56a, b) (Figure 56a,b).

Figure 56 : (a) Types de tétrades (d’apres la référence. Ressayre et al., 2002).(b) Tétrades
tetragonales et rhomboidales de 1’espéce Lens culinaris observée au microscope photonique
(X100).Echelle 10um.

La forme des grains de pollen du genre Lens analysés est de type prolate est un peu identique par
rapport aux d’autres especes du genre Centaurea de la famille des ‘Asteracées’ qui sont de forme
prolate sphéroidal (Villodre & Garcia-Jacas, 2000,Benamara M,2015).
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Les apertures des grains de pollen tricolporée de Lens sont conformes a ceux observes chez les
espéces du genre Centaurea qui sont les plus répandues. d aprés Ozler et al., 2009, les grains de
pollen sont rarement tétracolporés.

D’aprés Walker et Dolyle (1975) considérent que le pollen in aperture est un caractére relativement
plus primitif que celui monoaperturé, di, tri et poly-aperture.

Till et al., (1987), Dajoz et al., (1991), Domnez et Pinar (2001), Furness et Rudall (2004) s’accordent
a dire que l'aperture étant le point de germination du tube pollinique, une multiplication du nombre
d'apertures et de sillons peut apparaitre comme un avantage sélectif vis-a-vis de la fécondation car
elle augmente la probabilité de contact entre le site de la germination et la surface du stigmate. La
présence de trois sillons et de trois pores pourrait donc étre considérée comme un caractére
intermédiaire et avance (in Baziz ,2015).

Viabilité des grains de pollen

La viabilité des grains de pollen est I“un des facteurs qui influent le pouvoir germinatif (Goudgil H,
2014).

Dans cette étude, nous avons utilisé la coloration au carmin acétique qui révéle la présence de
matériel génétique dans le grain de pollen. La viabilité de ces grains a été définie comme ayant la
capacite de vivre, grandir, germer ou se développer (Lincoln etal., 1982).

Towill (1985) estime que le test de viabilité est suffisant pour avoir une estimation approximative de
la viabilité du pollen. L’évaluation de ce taux a révélé un trés grand pourcentage de viabilité qui
traduit un déroulement normal de la microsporogénése (ou gametogenese).

Stebbins (1971) indique que les espéces diploides produisent une méiose réguliére,ce qui est
confirmé par nos travaux chez la lentille. Donc, la méiose réguli¢re s’exprime par la production de
grains de pollen de taille réguliere et hautement viable.

D autres travaux confirment que le taux élevé de viabilité est également considéré comme un
indicateur de I’adaptation des espéces a certaines conditions écologiques (Char et al., 1973 ;
Qureschi et al., 2002), et joue un role important dans la sélectionvégétale (Ozeker et al., 2006 in
Benhizia,2014). On peut conclure que nos génotypes sont bien adaptés au condition de leur milieu

devie.
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Conclusion

Le travail que nous avons entrepris a permis d’élargir nos connaissances sur les aspects

cytogénétiques de la lentille cultivée (Lens culinaris Medik, 2n=2x=14), concernant :

- laforme des chromosomes pour établir le type de caryotype qui est symétrique:

La comparaison des idiogrammes obtenus lors de I’étude des génotypes de Lens culinaris révele
quelques différences remarquables pour la taille des chromosomes, la localisation et le nombre de
satellites et de constructions secondaires. Contrairement aux cultivares Syrie 229, Dahra et Idlepl,
les cultivares Meétropole et Flip90-31 présentent une seule paire de satellites localisée sur le
chromosome 4. Seul le cultivare Métropole qui se singularise par la présence d’une construction
secondaire sur le chromosome 3 (bras long). En geénéral, la formule caryologique du Lens culinaris

est définie comme: n =x=7=4m+3 Sm.

- la structure des chromosomes, par la détermination du taux d’hétérochromatine de Lens
culinaris, qui est décrite comme C+N+, e coincidant avec la localisation des séquences d'’ADN
(GAA) n, (GAG)n des satellites (organisateurs nucléolaires).

-La correlation entre le taux d’hétérochromatines et le nombre des organisateurs nucléolaire (N.O.R).
-La détermination des facteurs d’adaptations (chromosomes B et 1’hétérochromatine) pour les

cultivares étudiés.

- signalons que le cultivare Dahra présente un taux de polymorphisme majoritaire par rapport
aux autres cultivares, des bandes hétérochromatiques (C+ ) épaisses et intenses, présence des
satellites ( 1ér el la 2éme paire),un chromosome B ainsi qu’une construction secondaire, ce qui la

rendre un cultivare modeéle pour I’espéce Lens culinaris Medik.

-Les cultivares Dahra, Nile45, Idlep2, Idlep3, Balkan 755(G2) montrent un surcharge en
hétérochromatine constitutive. Les cultivares Syrie 229, Métropole, Flip 90-31(G3) en sont

moyennement riches. Alors que, les cultivares Redjes et Idlep1(G1) en sont pauvres .
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- La comparaison des régions organisatrices nucléolaires (N.O.R.) marquees (par lesbandes
N) sur les chromosomes des génotypes a montré trois groupes:

e Groupel (4 N.O.R.) composé de trois cultivares (Métropole, Flip 90-31, Syrie 229).

e  Groupe 2 (3N.O.R) est composé de quatre cultivares (Idlepl, Idlep 3, Belkane755,Dahra).
o Groupe 3 (2 N.O.R) contient trois cultivares (Nile 45, Idlep2, Redjes).

-Nos résultats sont originaux, nous avons pu déterminer les chromosomes 1,2,3,4 comme
marqueurs, alors que les chromosome 5,6,7 en sont dépourvus, et donc, nous pouvons proposer
ces chromosomes marqueurs pour I’établissement d’une cartographie cytogénétique de

I’hétérochromatine constitutive (bandes C, bandes N) et les N.O.R de notre matériel.

-L’analyse du comportement méiotique au niveau des cellules meres des grains de pollen (CMP)
montre a un méme déroulement de la méiose, et en métaphase I, les 7 bivalents sont comptés sur

certaines cellules des cultivares. Donc, d’une maniéregénérale, la méiose est réguliére.

-L’analyse palynologique montre une variation en taille des graines de pollen maissignaler un

seul type de la forme des grains de pollen « prolate » de type « tricolporate».
-Un taux ¢élevé de viabilité est également considéré comme un indicateur de 1’adaptation et la

sélection des especes a certaines conditions écologiques. On pourrait donc suggérer que nos

cultivares sont bien adaptés a leurs milieux.
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3.3. Analyse biochimique
Les résultats de ce paragraphe ont fait 1’objet d’une publication dans la revue
BIODIVERSITAS ISSN: 1412-033X, Volume 22, Number 6, June 2021 , Pages: 3494-25 ,
E-ISSN: 2085-4722. DOI: 10.13057/biodiv/d220659.
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3.4. Analyse moléculaire

3.4.1. Extraction de I’ADN genomique et test de qualite

Les bandes obtenues ne présentent pas en géneral la méme intensité de fluorescence, ce qui
signifie que la quantité d’ADN n’est pas toujours la méme pour tous les échantillons analysés
(Figure 57). L’usage du protocole I.C.A.R.D.A a permis d’obtenir, a partir des feuilles fraiches
de lentille, des extraits d’ADN de trés bonne quantité et qualité et dont le rapport de ADN/protéine

varié de 1,70 a 2 (Annexe).

Figure 57 : Test de quatre amorces ( SSR 317-2-SSR 130 - SSR151-SSR33 ) sur les cultivares de
Lens . M : marqueur de taille 50 pb.

3.4.2. Amplification des amorces SSR
Certaines amorces ont produit un degré élevé de polymorphisme, par opposition, d’autres amorces ne
produisent aucun polymorphisme. Sur 19 amorces, seuls 7 marqueurs SSR se sont avérés
polymorphes (tableaul6) (Figures :58,59).
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Le nombre total de bandes visibles sur le gel par amorce varie de 2 a 6 avec le hombre moyen
d'alleles polymorphes est de 3.62 amplifiés par des amorces SSR conduisant a I'amplification d'un
total de 29 alleles visualisé sur gel acrylamide ( tableau 16).Deux amorces, a savoir SSR19
(Figure58), SSR151 (Annexe) ont présenté un nombre maximum d'all¢les (06), tandis que, 1’amorce
SSR317-1 a produit le nombre minimum. Ainsi, la paire d’amorces SSR19 a révélé une valeur
maximale de PIC le plus élevé 0,75 tandis que la paire d'amorces SSR317-1 a montré une valeur
minimale de PIC avec 0,42 (Tableau 16). Parmi toutes les paires d'amorces testées, SSR19 présentait
I'nétérozygotie la plus élevée entre tous les génotypes de lentilles étudiés. Les bandes de différentes
tailles dues a la différence de tailles en paire de bases desmicrosatellites amplifiés. Chaque bande
claire dans le gel représente un allele. Donc, chaque amorce a donné un nombre de bandes qui
correspond au nombre d’all¢les.

Le tableau ci-dessous résume le nombre d’alléles, I’indice de la diversité génétique et 1ePIC, calculés

pour les 7 amorces SSR testés sur 12 génotypes de lentille a 1’aide du logiciel Power Marker.

Tableau 16 : Informations sur les marqueurs microsatellites (SSR) ainsi que leurs alléles respectifs,

leur hétérozygotie et leur valeur de contenu d'information polymorphe (PIC).

Marqueur Nb Nb Fréquence Indice de PIC

d’échant d’al génétique

illons lél del’allele

es majoritaire
SSR19 12 6 0.463 0,761 0.753
SSR48 12 3 0.713 0,478 0.471
SSR151 12 6 0.458 0,740 0.735
SSR212-1 12 3 0.731 0. 459 0.451
SSR199 12 5 0.491 0,649 0.641
SSR323 12 4 0.664 0.582 0.579
SSR317-1 12 2 0.695 0.431 0.424
Moyenne 12 4.14 0.602 0.585 0.57
9
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Figure59: Profil éléctrophorétique de 1’amorce SR323 sur

Figure58: Profil eléctrophorétique de
g P q gel de polyacrylamide chez 12 cultivares dela lentille apres

I SSR19 1 de pol lamid e . .
amoree Sur 8¢t e polyactylamice I'amplification par PCR, lignee 1-12 représentent les

chez 12 cultivares de la lentille apres .
cultivares.
I'amplification par PCR, ligne 1-12

représentent les cultivares .
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L’existence d’un faible niveau de polymorphisme nous confirme que les individus
analysés ont des caractéristiques genétiques presque pareilles. Dans le cas contraire,
I’existence d’un niveau important de diversité génétique prouve une variabilité génétique
entre les variétés de la lentille qui est peut étre di a des mutations dans le génome de la
lentille.

Le taux de polymorphisme étant basé sur I’indice de la diversité génétique. Plus I’indice

de la diversité est important plus le PIC est important.

3.4.3. Distance génétique entre les génotypes
L’analyse des différents profils SSR permet de calculer la distance génétique et abouti ala
construction d’un dendrogramme qui illustre parfaitement les relations génétiques

probables entre les cultivares de la lentille étudiee.

Figure 62 : Dendrogramme geénéré sur la base des données SSR des 12

cultivares de la lentille.
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Figure 60: Profil €léctrophoretique de Figure 61: Profil éléctrophorétique de I’amorce SSR199
I’amorce SSR48 sur gel de polyacrylamide surgel de polyacrylamide chez 12 cultivares de la lentille
aprés I'amplification par PCR,lignee 1-12 représentent les

chez 12 cultivares de la lentille apres i
o ) cultivares.
I'amplification par PCR, ligne 1-12

représentent les cultivares.
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Un dendrogramme a été construit sur la base de la distance génétique calculée a
partir de l'allele généré a partir de 12 cultivares de lentilles en utilisant 7 paires
d'amorces.Les dendrogrammes préparés a partir de I'amorce SSR les cultivares ont

été classés en trois grands groupes au distance 44% (Figure 61) .

L’analyse de dendrogramme permet de distinguer cing groupes.

(] Le premier groupe est composé d’un seul cultivare Flip90-31.

(] Le second groupe est compose d’un seul cultivare Idlep3

0 Troisieme groupe est compose des cultivares Dahra, Ibla et Redjes.

(] Quatriéme groupe est compose des cultivares Metropole et Balkane755.

[l Cinqueime groupe est compose des cultivares Syrie229, Nile45,Idlepl,ldlep2.

Discussion

Le choix des marqueurs de type SSR s’est fait en raison de leur disponibilité et de
leur relative facilit¢é d’emploi, leur distribution sur I’ensemble du génome, leur
spécificité de locus, leur caractére co-dominant ,mais surtout parce que les
microsatellites sont considérés comme des marqueurs génétiques importants dans
un large éventail decultures, y compris la lentille (Kumar et al., 2015).

Rappelons que le protocole de 'ICARDA a fourni un ADN exempte d’impureté et
avecdes rendements réguliers et plus abondants. Ainsi I’application a la lettre du ce
protocole sur les feuilles fraiches de la lentille a occasionné 1’obtention d’ADN
génomique translucide et de bonne qualité et quantiteé.

Nos résultats, en confrontation a ceux des auteurs (Hamweih et al., 2009; Fikiru et
al., 2010;GAAD et al., 2017 ) sont similaires .

Le nombre d'alléles détecté la valeur moyenne de diversité génétique et le PIC sont

supérieurs par comparaison a ceux obtenus par d’autres auteurs (Jin et al., 2008;
Zaccardelli et al., 2012; Bermejo et al., 2014 ; Dikshit et al., 2015 ; Kushwaha et al.
2015, et Kumar et al.,2015). Par ailleurs ces valeurs sont inférieures par rapports a
d’autres auteurs: (Babayeva Verma et al., 2014; Andeden et al. ,2015; Mekonnen et
al.,2015; Idrissi et al., 2015, 2016; Gupta et al., 2016 , Singh et al. 2016;Gaad
et al.,2018).
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A noter que le dendrogramme (Figure 61) montre qu’il n’existe pas une relation
entre I’origine géographique des cultivares et la distance génétique, ce qui suggere
que la variabilité génétique est indépendante de 1I’origine géographique.

Gaad et al., 2018) signale que I'analyse du dendrogramme a révélé que quelques
accessions algeriennes (ALG30 et ALG16) ont partagé le méme profil génétique
avec les accessions de I'lCARDA (1G8 et 1LL1828), cela pourrait étre expliqué par
I’échangede la semence dans le cadre des programmes de recherche supportés par

I’ICARDA pour améliorer la lentille.

D’aprés Babayeva et al., (2009), cela est di aux échanges de germoplasme
provenant de différents environnements et souvent partageant des parents
communs. De plus, l'intervention humaine pourrait avoir abouti au mouvement de
matériel génétique a travers différents endroits, aboutissant a une expansion rapide
de la variabilité génétique (Bakoume et al., 2015). Pour Fiocchetti et al., (2009), ce
phénomeéne pourrait étre attribué a I'influence d'activité humaine comme I'échange
de graine entre les agriculteurs ou des mélanges variétaux imprévus.

Il est aussi, intéressant de faire remarquer que la méthode SSR n'a pas différencié
entre les deux types de lentilles, Microsperma et Macrosperma, les mémes résultats
sont obtenus par Bacchi et al., (2010) en se basant sur les deux systémes de
marqueurs AFLP et SSR.

La différenciation des cultivares de la lentille sur la base des résultats moléculaires
ne reflete pas les résultats basés sur les critéres agro-morphologiques . Ainsi, la

variabilité moléculaire et celle phénotypique sont indépendantes.
Selon Dalamu et al.,(2012), la raison principale de cette différence, peut-étre

expliquait par le contrdle de plusieurs génes (effet poly-genes) des caracteres

quantitatifs qui sont fortement influencés par I’environnement.
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Conclusion

Les cultivares de lentilles testés pour l'analyse de la diversité génétique a l'aide de
marqueurs SSR présentaient un niveau significatif de polymorphisme. 19 paires
d’amorces sont testées et seulement 7 paires d’amorces sont retenues et €évalués pour leur
polymorphisme.

Le dendrogramme construit, a I’issue de 1’analyse statistique de ces marqueurs a montré
un degré élevé de diversité génétique et un réarrangement significatif des cultivares. A
44% de similitude, on a obtenu un dendrogramme composé de cing groupes. Cependant,
les cultivares proches génétiguement mais éloignées géographiguement, aussi, on
remarque que, la méthode SSR n'a pas différencié entre les deux types de lentilles

Microsperma et Macrosperma .

A T'avenir, un grand nombre de cultivares devraient étre analysés avec un plus grand
nombre d'amorces pour distinguer la variation génétique dans les génotypes de lentilles.La
connaissance de la diversité génétique parmi les cultivares de lentilles peut étre appliquée
dans le future programme de sélection pour I'amélioration de la culture de lentilles en ce
qui concerne le rendement et les différents traits de qualité, afin de répondre a la demande

croissante des agriculteurs et des consommateurs.
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Synthése des Travaux et Perspectives

Cette recherche visait a étudier la diversité morphologique, cytogénétique, biochimique et
moléculaire de 12 cultivares de lentille (Lens culinaris).

Les résultats présentés ici fourniront des informations et des outils utiles pour développer de
nouvelles variétés de lentilles en Algérie.

Les résultats obtenus par 1’étude agro-morphologique indiquent :

e La présence d'une forte variation phénotypique (inter-génotypique) pour différentes
caractéristiques végetales importantes d'un point de vue agronomique, permettant son utilisation
en analyse génétique et son eventuelle inclusion dans des programmes de sélection.

eDes rendements plus uniformes aux graines Microsperma que les graines Macrosperma,
probablement, en raison des conditions de croissance limitées. Alors que, des différences
importantes de rendement en graine sont enregistrées entre les cultivares. Seuls, les cultivares
Idlep3 et Flipe90-31 qui marquent les rendements les plus élevés ce qui suggére que ce sont les
cultivares les plus adaptés.

e Les analyses en composantes principales (ACP) et classement hiérarchique ascendant(CHA)
ont permis de ressortir cing groupes qui se différencient par les aspects morphologiques et les
composantes du rendement de sorte que :

e -Le premier groupe : Il est composeé de | individus Idlep3 de type Macrosperma

se caractérise par de floraison et maturité précoce.

e -Le deuxieme groupe : Il est constitué des individus Métropole type Macrosperma
caractérisé par floraison et maturité tardive

e -Le troisieme groupe Il est composé de les individus Idlep2et Idlepl,Dahra, Syrie229 et
Idlep4 type Microsperma

e -Le Quatrieme groupe : Il est constitué des individus Balkane755, Ibla et Redjes type
Macrosperma.

e -Lecinquiéme groupe : Il comporte les individus Flip90-31 et Nile45 de type Macrosperma
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Au cours de ce travail nous avons pu déterminer des mécanismes cytogénétiques Importantes sur
le génome de I'espece Lens culinaris Medik:

Etudes mitotique et méiotique

- Globalement, les caryotypes des cultivares étudiées sont symétriques tant pour la forme que
pour la taille des chromosomes. Les caryotypes sont presque conformes a ceux observés par les
auteurs (Gaffarzadeh et al.2007,Hammouda et Khalfllah.2015), concernant les types
chromosomiques, mais avec des différences importantes dans la localisation et le nombre de
satellites.

- Le cultivare Dahra présente un taux de polymorphisme majoritaire par rapport aux autres
cultivares, des bandes hétérochromatiques (C+ ) épaisses et intenses, présence des satellites ( 1ér
el la 2éme paire),un chromosome B ainsi qu’une construction secondaire, ce qui la rendre un

génotype modeéle pour I’espéce Lens culinaris Medik.

- Un pourcentage important de polymorphisme hétérochromatique intra et inter-génotypique est

décelé dans les profils des bandes C, témoignant un taux important d” hétérochomatine C+ .
- La présence des chromosomes B chez les cultivares étudiés en nombrede 1 a2 .

-Deux facteurs jouant un role important dans 1’adaptation du végétal aux Conditions difficiles du
milieu: Le taux d’hétérochromatine et le nombre des chromosomes B (Sarvella 1959;Stebinn,
1971, Amirouche, 2007, Hammouda etKhalfallah, 2008 ; 2013, 2015, Hammouda et al. ,2021). le
principal réle du chromosome B est physiologique en agissant sur la fertilité du pollen Stebbins
(1971). lls peuvent aussi provoquer linstabilité méiotique et mitotique, exemple chez le Riz
(Jones and Houben, 2003)

-La comparaison des régions organisatrices nucléolaires (N.O.R.) marquées sur les chromosomes
des cultivares a montré trois groupes:

e Groupel (4 N.O.R.) composé de trois cultivares (Métropole, Flip 90-31, Syrie 229).

e Groupe 2 (3N.O.R) est composé de quatre cultivares (Idlepl, Idlep 3, Belkane755, Dahra).

e Groupe 3 (2 N.O.R) contient trois cultivares (Nile 45, Idlep2, Redjes).

Corrélation entre le Taux d’hétérochromatine et nombre de N.O.R

Pour la premiére fois, on a pu mettre en évidence une corrélation positive entre le taux
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d’hétérochromatine et le nombre des organisateurs nucléolaires (NOR) chez la lentille cultivee
(Fabacée).Des travaux antérieurs (Hammouda D., 2013 et 2017) réalisés sur les chromosomes des
Poacées ont montré une corrélation positive entre le taux hétérochromatine constitutive et
I’augmentation du nombre des chromosomes B chez les triticales (8x et 6x). chez les plantes
androgeénetiques du Nil par (Lespinasse et al., 1987).

- Nos résultats sont originaux, nous avons pu determiner par la technique du N-banding, les
chromosomes marqueurs 1,2,3,4 chez tous les cultivares, alors que les chromosome 5,6,7 en

sont depourves.

- L'hétérochromatine de Lens culinaris peut étre décrite comme N+C+ qui coincidé avec la
localisation des séquences d'ADN (GAA) n, (GAG)n des satellites (organisateurs nucléolaires).
-Les anomalies meiotiques (les chromosomes B, les chromosomes retardataires, les
micronoyaux,)  conduisant a la fois a des facteurs génétiques (hybridations) et  des
facteurs  environnementaux dans les populations et peuvent prendre du temps a
disparaitre ou devenir une caractéristique permanente des plantes (Hammouda, 2021). Ces
anomalies sont connues, aussi, pour jouer un rdole dans I’induction de perturbations de la méiose
(méiose irréguliere) chez les végétaux.

-Seul le cultivare Syrie 229, montre une migration anormale de chromosome a un seul pdle ce
résultat a suggéré que cette anomalie dite « Orientation anormale » était causée par le stress
environnemental qui affectait les plantes au cours de la période de floraison comme les basses ou

hautes températures, stress hydriques, attaques parasitaires.

Etude palynologique

Les résultats de I'analyse palynologique attestent que la variabilité s’exprime en termes de taille
(longueur et largueur des grains de pollen, sillons et pores), de forme des grains de pollen «
prolate » de type « tricolporate ».

L’¢évaluation de taux de viabilité a révélé un trés grand pourcentage (95% a 100%) de viabilité qui
se traduit par un déroulement normal de la microsporogénése (ou gametogenese). Ce qui signifie,
I’existence d’une corrélation entre les deux études (méiotique et palynologique). Un taux élevé
de viabilité est également, considéré comme un indicateur de 1’adaptation des espéces a certaines

conditions écologiques.
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Etudes biochimique et moléculaire

Les résultats biochimiques montrent une forte variabilité génétique intra-spéecifique et inter-
génotypique. Le cultivare Idlep3 est caractérisé par des bandes spécifiques (ou marqueur
specifique), suivi du cultivare Flip90-31, que nous pouvons proposer pour améliorer la sélection
végétale.

La relation génétique découverte dans le cadre de cette étude pourrait constituer la base de futures
programmes systématiques de sélection des lentilles.

Des bandes spécifiques (marqueurs) étaient particulieres dans les cultivares Idlep3 ,Flip90-31 et
Dahra.

La différenciation des cultivares de la lentille sur la base des résultats moléculaires SSR ne refléte
pas les résultats basés sur les criteres agro-morphologiques .Ainsi, la diversité moléculaire et celle

phénotypique sont différents.

Selon Dalamu et al. (2012), la raison principale de cette différence, peut-étre expliquait par le
contrble par plusieurs genes (effet poly-genes) des caracteres quantitatifs qui sont fortement

influencés par I’environnement.

Interet économique

Cette hétérogénéité observés chez Lens culinaris dans cette etude a montrée une correlation entre
les quatre aspects (agromorphologique, cytogenetique, biochimique et moleculaire) par un taux
tres élevé en polymorphismes (morphologique, cytogénétique, biochimique et moléculaire) ce

qui présente un intérét majeur a 1’échelle agronomique.

Nos cultivares pourraient étre bien adaptés aux conditions défavorables de milieu car leur
richesse en Hétérochromatine , chromosome B et taux de viabilité des grains de pollens élevé se
traduite sur le champ par une adaptation et une résistance face aux facteurs environnementale
défavorable, particulierement, les cultivares Idlep3 , Flipe90-31 et Dahra qui marquent des
rendements les plus élevés et se caractérisent par des bandes spécifiques (ou marqueur
spécifique).Donc, nous pouvons les proposer aux agronomes de les utiliser dans les

croisements des lentilles pour la sélection végetale.
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Perspectives

Ce travail a pu fournir des données de base sur le génome de I'espece étudiée, mais il
serait mieux d'enrichir cette étude en utilisant des techniques cytogénétiques modernes tel
que :

> L'hybridation in situ, afin de localiser les genes ribosomiques pour conférer

une caractérisation complete et précise au génome.

> Le Séquencage pour realiser la carte geneitique.
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Annexe 1 : les moyennes des parametres agro-morphologiques de 12 génotypes.

Genotypes | HP 30 HP 60 HP M NBP NBS Nleaflet SF DF
LF
Idlepl 6.1 22.33 32.33 1 2.66 16.66 6.51 74.33
Idlep2 7.36 23.16 29.66 1 1.33 15.66 5.65 77
Idlep3 4.93 20.43 26.66 1 4 13.33 4.99 71.33
Metropole 6.16 17.83 25.33 1.33 2.33 14.66 7.75 73.33
Ibla 5.12 24 33.83 2.33 3.33 13.33 7.13 75.33
Balkane755 5.96 17.43 27 1 2.66 14 6.83 73.33
Nile45 6.3 15.16 23.66 1.33 2 13.33 7.05 71.66
Syrie229 7 21.16 30.5 1.33 2.66 14.33 7.46 72.33
Flip90-31 6.6 22.33 30 2 5.33 12.33 6.81 71.33
Redjes 7.03 19.23 33.66 1.66 2.66 13.66 8.15 75.33
Dahra 7 20.1 28.83 1.33 1.33 16 6.05 74.33
Idlep4 8.43 18.83 32 2 2.33 15.33 6.35 75
Continu tableau
DM NP/P NG/P S1000 BIO /P harvest
index

103.66 26.66 12.33 11.71 2.45 78.32

105.33 20.66 12.33 13.23 2.23 76.96

97.33 15.33 16.33 9 1.86 79.6

116.33 27.66 9.33 12.51 2.52 64.89

107.66 27.66 33.66 14.16 3.08 58.58

115.33 22.33 25 12.31 1.46 72.12

103.33 23.33 31.33 18.65 2.76 67

101.33 17.33 7.37 12.12 2.14 77.03

100.33 32.33 40.66 16.59 3.15 58.7

114.33 21.66 31 16.35 2.79 68.54

105.33 20.66 15.66 13.51 2.01 78.51

104.33 33.33 20.33 11.99 1.89 82.04
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Annexe 2 : Statistiques descriptives des propriétés physiques des graines des génotypes de

lentilles .
Variable Observations Minimum  Maximum  Moyenne  Ecart-type
HP 30 12 4.930 7.360 6.531 0.678
HP 60 12 15.160 24.000 20.097 2.656
HP M 12 23.660 33.830 29.218 3.173
NBrpP 12 1.000 2.330 1.469 0.388
NrBS 12 1.660 3.660 2.718 0.600
Nfo/F 12 12.330 16.660 14.385 1.301
SF 12 4.990 8.150 6.728 0.890
NJF 12 71.330 77.000 73.636 1.679
NJM 12 97.330 116.330 106.246 6.107
NGo/P 12 20.000 37.330 29.719 4.868
NG/P 12 16.660 39.660 29.328 6.612
PMG 12 37.320 75.160 54.892 10.252
RBIO /P 12 2.760 3.890 3.213 0.400
IR 12 46.110 59.210 54.612 4,201
PG 12 1.600 1.940 1.763 0.097

Analyse de la variance (Variable HP 30) :

Somme des Moyenne des
Source DDL carrés carrés F Pr>F

Modeéle 11 15.160 1.378 3.115 0.010

Erreur 24 10.620 0.442

Total

corrigé 35 25.780

Analyse de la variance (Variable HP 60) :

Somme des Moyenne des
Source DDL carrés carrés F Pr>F

Modeéle 11 232.760 21.160 5.951 0.000

Erreur 24 85.340 3.556

Total

corrigé 35 318.100
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Analyse de la variance (Variable HP M) :

Somme des Moyenne des
Source DDL carres carrés F Pr>F
Modele 11 332.222 30.202 12.717 < 0.0001
Erreur 24 57.000 2.375
Total
corrigé 35 389.222

Analyse de la variance (Variable NBrP) :

Somme des Moyenne des
Source DDL carres carres F Pr>F
Modele 11 6.333 0.576 2.073 0.066
Erreur 24 6.667 0.278
Total
corrigé 35 13.000

Analyse de la variance (Variable NrBS) :

Somme des Moyenne des
Source DDL carrés carrés F Pr>F
Modele 11 34.972 3.179 1.449 0.215
Erreur 24 52.667 2.194
Total
corrigé 35 87.639

Analyse de la variance (Variable Nfo/F) :

Somme des Moyenne des
Source DDL carres carrés F Pr>F
Modele 11 55.889 5.081 6.532 < 0.0001
Erreur 24 18.667 0.778
Total
corrigé 35 74.556

Analyse de la variance (Variable SF) :

Somme des Moyenne des
Source DDL carrés carrés F Pr>F
Modele 11 26.225 2.384 3.602 0.004
Erreur 24 15.884 0.662

Total
corrigé 35 42.109
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Analyse de la variance (Variable NJF) :

Somme des Moyenne des
Source DDL carrés carrés F Pr>F
Modeéle 11 103.417 9.402 16.923 < 0.0001
Erreur 24 13.333 0.556
Total
corrigé 35 116.750
Analyse de la variance (Variable NJM) :
Somme des Moyenne des
Source DDL carrés carrés F Pr>F
Modéle 11 1230.750 111.886 335.659 < 0.0001
Erreur 24 8.000 0.333
Total
corrigé 35 1238.750
Analyse de la variance (Variable NGo/P) :
Somme des Moyenne des
Source DDL carrés carrés F Pr>F
Modéle 11 782.556 71.141 5.426 0.000
Erreur 24 314.667 13.111
Total
corrigé 35 1097.222
Analyse de la variance (Variable NG/P) :
Somme des Moyenne des
Source DDL carrés carrés F Pr>F
Modéle 11 1693.889 153.990 14983 < 0.0001
Erreur 24 246.667 10.278
Total
corrigé 35 1940.556
Analyse de la variance (Variable PMG) :
Somme des Moyenne des
Source DDL carrées carrés F Pr>F
Modeéle 11 3467.520 315.229 378.654 < 0.0001
Erreur 24 19.980 0.833
Total
corrigé 35 3487.500
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Analyse de la variance (Variable RBIO /P) :

Somme des Moyenne des
Source DDL carrés carrés F Pr>F
Modele 11 4.883 0.444 12.342 < 0.0001
Erreur 24 0.863 0.036
Total
corrigé 35 5.747
Analyse de la variance (Variable PG) :
Somme des Moyenne des
Source DDL carrés carrés F Pr>F
Modeéle 11 0.313 0.028 3.025 0.011
Erreur 24 0.226 0.009
Total
corrigé 35 0.540
Analyse de la variance (Variable IR) :
Somme des Moyenne des
Source DDL carrés carrés F Pr>F
Modeéle 11 587.544 53.413 4.177 0.002
Erreur 24 306.886 12.787
Total
corrigé 35 894.430
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Annexes 2: Le pourcentage de viabilité de 7 génotypes chez Lens culinaris.

Génotypes Grains de Grains de Pourcentage de

pollen pollen la viabilité

Total

colorés Non colorés
Balkane 755 200 / 200 100 %
Syrie 229 199 1 200 99.5%
Flip90-31 200 / 200 100%
Idleb 2 194 6 200 97%
Idleb 3 190 10 200 95%
Ibla 198 2 200 99%
Idleb 4 199 1 200 99.5%
Idlepl 198 2 200 99%
Métropole 200 / 200 100%
Dahra 194 6 200 97%
Nil 45 197 3 200 98.5%
Moyenne 98.59%

Annexe3: Extraction et Séparation des protéines
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Annexe 4 : Préparation des solutions essentielles pour I’extraction.

» Solution Stock de CTAB x2 : (100ml)

Une solution Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide (CTAB) est préparée avec les composants ci-

dessous :

0,2 ml de B-mercaptoéthanol qui dénature les protéines.

10 ml de Tampon Tris HCI (1 M) inactivant les désoxyribonucléases (ADNase).

25 ml de NaCl (5 M) permet une stabilisation d’ADN, ou les ions Na+ se lient avec les ions
négatifs.

4 ml de EDTA (0,5 M) qui est un chélateur d’ions bivalents surtout les cations Mg2

et qui permet également une inactivation des désoxyribonucléases.

2 g de CTAB poudre qui favorise la destruction de la membrane cellulaire et nucléaire et

libération du contenu cellulaire.

compléter par I’eau distillée jusqu’a 100 ml

» Solution stock de 1 M Tris-HCI

12,1149 de Tris base

Compléter par I’eau distillée jusqu’a 100ml

Ajuster le pH a 8 avec la solution HCI concentrée.

» Solution stock de Na ClI

73,059

Compléter par I’cau distillée jusqu’a 250 ml

» Solution stock ’EDTA
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18,69 ’EDTA

Compléter par I’eau distillée jusqu’a 100ml

Ajuster le pH8 avec les pellétes de NaOH.

» Solution d e Chloroforme / | isoamyl alcool:

Chloroforme / isoamyl alcool (24 : 1) Pour 25 mL 100 mL
Chloroforme (Scharlau) 24 mL 96 mL
Isoamy! alcool ou 3- Methylbutanol 1mL 4 mL
(Sigma)
» Solution de 70% Ethanol:
70% Ethanol Pour 100 mL
Ethanol absolu ou Ethanol Anhydrous denatured (Amresco) 70 mL
Eau distillée 30 mL
» Gel de 1% agarose:
Solution d’agarose Pour 90 Ml Pour 300 mL
Agarose (Promega) 1.08 g 3.60
5 X TBE 18 mL 60 mL
Eau distillée Compléter jusqu’a 90 mL Compléter jusqu’a
300 mL
» Solution de 40% acrylamide:
40% Acrylamide Pour 50 mL Pour 250 mL
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Acrylamide (Promega) 19.33¢g 96.65 ¢
Bis acrylamide ou N, N’- 0.67¢ 3.35¢

Methylenebiacrylamide

(Sigma)

Eau distillée 50 mL 250 mL

» Solution de bromure d’éthidium (BET):

Solution dilué de Bromure d’éthidium Pour 1L
Bromure d’éthidium (10 mg/mL) 100 pL
Eau distillée 1L

» Préparation de gel d’acrylamide 8 %, pour les plagues de 150 ml :

22,5 ml d’acrylamide 40%

15mlde TBE x 5

On complete par 1’eau distillé jusqu’a 150 ml
X Apreés la préparation des plaques, On ajout les deux  agents gélifiants
suivants
400 pL d’APS (25%)
111 pL de TEMED

» Préparation de solution NAOH :
Le ringage des plaques avec NAOH permet d’éviter la fixation du gel sur la plaque. (409
de poudre NAOH+ 1L d’eau ultra pure).
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Annexe 5: extraction de | extraction d’ADN.



Annexes




Annexes




Annexes

Annexe 6: Protocole ICARDA de | extraction d’ADN.

Préchauffer le mortier et le pastel a 65 °C;

Préchauffer la solution CTAB solution dans un bain marie a 65 °C;

Ecraser 50-100 mg des jeunes feuilles. Puis, ajouter 1500 pl de la solution CTAB et
continuer & écraser;

Incuber le contenu dans un bain marie a 65 °C pendant 45 — 60 min. Mélangé doucement
tous les 15 a 20 min;

Apres incubation, ajouter 500 ul de chloroforme iso amyle-alcool. Mélanger
vigoureusement pendent 15 min;

Centrifugé a 13000 tours pendant 15 min (& une température ambiante);

Prélever 1 ml de surnagent dans un autre tube eppindorf (capacité 1.5 ml);

Ajouter 666 pl of isopropanol et mélange bien. Laisser précipiter I’ADN pendant 30 min a
une température ambiante;

Centrifuger a 13000 tours pour 10 min;

Récupérer le culot et jeter le surnagent;

Laver le culot avec 1 ml de 70% éthanol,

Centrifuger a 13000 tours pour 5 min;
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e Jeter le surnagent et sécher le culot;

e Suspendre le culot dans 100 ul de 0.5 x TE solution et conserver le stock ADN a4 ° C.

Annexe 07 : éléctrophorétique des amorces SSR317-1,SSR130,SSR184 sur gel de

polyacrylamide.

Figure : Profil éléctrophorétique de I’amorce SSR317-1 sur gel de polyacrylamide chez 12

génotypes de la lentille apres I'amplification par PCR, lignee 1-12 représentent les génotypes.



Figure: Profil éléctrophorétique de 1’amorce SSR184 surgel de polyacrylamide chez 12 génotypes
de la lentille apres I'amplification par PCR,lignee 1-12 représentent les génotypes.

Figure : Profil éléctrophorétique de ’amorce SSR130 surgel de polyacrylamide chez 12 génotypes

de la lentille aprés Il'amplification par PCR,lignee 1-12 représentent les génotypes.
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